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RESUMO

A Genética Forense ndo faz sentido sem a Genética das
Populacdes, pois é nesse ramo da Biologia que radica a
validade da aplicacao das suas metodologias. A amostra
forense ao ser analisada revela uma informacéo que tem
que ser enquadrada no contexto de uma populagao a qual
pertencera o individuo ou individuos que produziram uma
tal amostra, seja ela de referéncia (para comparacdo) ou
a amostra-problema de um caso. Atribuir um maior ou
menor peso a informacédo obtida analiticamente implica
a compreensdo de alguns principios basilares da genética
populacional entre os quais o de Hardy-Weinberg, as cau-
sas de desvios a esse principio e as formas de o detetar.

PALAVRAS-CHAVE
Genética forense; genética populacional; Hardy-Weinberg.

LUIS SOUTO

SUMMARY

Forensic Genetics makes no sense without the Population
Genetics, because it is the branch of biology where lies
the validity of the application of its methodologies. The
forensic sample analysis reveals information that has to
be framed in the context of a population to which belong
the individual or individuals who have produced such a
sample, either reference (for comparison) or unknown
samples. Assign a greater or smaller weight to informa-
tion obtained analytically implies the understanding of
some basic principles of population genetics including
the Hardy-Weinberg, the causes of deviations from this
principle and ways to their detection.

KEYWORDS
Forensic genetics; Population genetics; Hardy-Weinberg.
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1. INTRODUCAO
1.1 DE VOLTA AOS GRUPOS SANGUINEOS

A nocao de “grupo sanguineo”, a percepcao
de que podemos agrupar os humanos de acordo
com a sua pertenca a uma determinada classe dita-
da pelo seu grupo A, B, AB ou O (ou ainda Rh + ou
Rh -) é algo (quase) do dominio do cidadao comum.
Talvez menos popular sera a nocdo de que essas
classes ndo ocorrem com igual frequéncia, que ha
tipos sanguineos mais raros e outros “vulgares”.

Na verdade hd muito que sdo reconhecidas
as diferencas na frequéncia destas classes e o
padrao de distribuicdo é varidvel de populacdo
para populacao. A titulo de exemplo, compare-se
a distribuicado do sistema ABO para a populacdo
portuguesa e chinesa:

Tabela 1 - Distribuicao dos Grupos Sanguineos (sistema ABO)
em duas populacoes, portuguesa e chinesa (em percentagem)

A 0 B AB
Portugal’ 47 42 8
China (Han)? 29 28 34 9

Este exemplo permite-nos elucidar dois pon-
tos: primeiro, existem pesos diferentes a atribuir
a informacéo obtida do marcador “grupo sangui-
neo”. Por exemplo, em Portugal, uma coincidéncia
de resultado em que a amostra-problema tem o
grupo AB e um dado suspeito tenha também esse
grupo AB, tem um peso muito superior ao que

1 Distribuicdo para Portugal continental, arredondada a
unidade para efeitos comparativos. Fonte: Duran, (2007).

2 Zhu, et al. (2010).

teria uma conjugacado de resultados em que um
suspeito e amostra-problema sao identificados
como pertencentes ambos ao grupo A, dada a “ra-
ridade” do grupo AB na populacao portuguesa.

Por outro lado o exemplo mostra-nos ain-
da que nao é indiferente considerarmos nessa
ponderacdo, a origem étnica ou a populacao de
referéncia de suspeito e amostra-problema.

Atualmente os grupos sanguineos, que estdo
na base da genética forense, estdo afastados da
pandplia de marcadores polimérficos em uso pelos
laboratérios qualificados. Hoje sdo os varios “poli-
morfismos de ADN", com relevo para os microssaté-
lites (ou STRs, do inglés, Short Tandem Repeats), 0s
marcadores-padrao. Isto nao invalida que os grupos
sanguineos possam ser eles préprios “marcadores
de ADN", tudo depende do nivel de analise.

A determinacdo dos grupos sanguineos
ABO (ou Rh) feita pelas tradicionais reaccoes de
antigénio-anticorpo, enquadra-se no que em ge-
nética chamamos de Fendtipo, ou seja aquilo que
é expresso, que resulta de um produto celular (ge-
ralmente uma proteina). J& quando se trata dos
“polimorfismos de ADN", estamos a pretender ana-
lisar informacao contida no préprio ADN sem que
esteja em causa a producao de algo detetavel (uma
proteina), situamo-nos no ambito do Gendtipo.
Esta perspetiva é no entanto uma simplificacéo.
O gendtipo nado determina por si s6 totalmente
o fendtipo. Desde que se obteve a sequenciacdo
do genoma humano em 2001 que as estimativas
do numero de genes para a espécie humana re-
velaram uns “humildes” 20 000 a 25 000 genes?®

3 N&o ha um numero certo para a contagem de genes,
mesmo com os dados mais refinados sobre a sequenciacao
do genoma. O leitor mais interessado sobre este tdpico pode
consultar Pertea e Salzberg (2010).
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(contra cerca de 30 000 da videira por exemplo).
Esta constatacdo abriu novas e entusiasmantes
avenidas de pesquisa laboratorial e até de reflexao
filoséfica, a ponto de alguns falarem mesmo num
“eclipse do dogma gendtipo-fenotipo” (Lock e
Nguyen 2010).

Em genética forense, ndo se pesquisa a
informacédo genética, gendtipos que possam
permitir inferir fenétipos (como doencas, ca-
racteristicas fisicas etc). No entanto este é tam-
bém um “dogma” em vias de desconstrucao.
Por outro lado, enquanto no caso dos grupos
sanguineos, algumas variantes dos genes (0s
Alelos) dominam sobre outras, (dominancia/
recessividade), nos polimorfismos do ADN como
0s microssatélites, a informacédo que recebe-
mos por via paterna (alelo paterno) e por via
materna (alelo materno) tém a mesma “forca”,
situacdo ja anteriormente conhecida como ale-
los codominantes.

Fiquemos porém no ambito deste texto, no
contexto dos marcadores polimérficos codomi-
nantes e sem (pelo menos aparente) relacdo com
a expressao fenotipica de caracteristicas, ou seja
no contexto da definicdo da Lei n° 5/2008%.

2. AS FREQUENCIAS DOS ALELOS
E DOS GENOTIPOS: O EQUILIBRIO
DE HARDY-WEINBERG

Um dos principios mais importantes em
genética de populacdes, o Equilibrio de Hardy-
Weinberg, foi curiosamente descoberto em

4 A Lei N°5/2008 de 12 de Fevereiro. Lei que aprova a
criagdo de uma base de dados de perfis de ADN para fins de
identificacdo civil e criminal, na alinea e) do artigo 2°.
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simultdaneo por um matematico inglés e um mé-
dico alemao, de forma independente, em 1908.
Esse principio estabelece a constancia das fre-
guéncias dos alelos e dos gendtipos, geracao
apos geracao, sob determinados pressupostos
(particularmente exigentes) e permite, no caso
particular da genética forense, assumir a indepen-
déncia estatistica usada nos célculos com perfis
genéticos, nomeadamente quando existe uma
coincidéncia de perfis.

E também a observancia desse principio
que permite que um geneticista forense utilize
as tabelas de frequéncias (génicas e genotipicas)
publicadas para a populacao de referéncia. De
contrario, haveria necessidade de realizar uma
amostragem a cada determinacao, o que nao
faria sentido.

As frequéncias genotipicas podem ser previs-
tas a partir das frequéncias alélicas, pressupondo
o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Um caso de suposta violacao nailha

de Lupagaso

Consideremos um caso forense de violacdo
numa ilha em que foi analisado um marcador STR
hipotético, o D007.

D007 é um sistema pouco polimérfico, uma
vez que apenas tem dois alelos possiveis: 2 uni-
dades de repeticao (alelo 2) ou 4 unidades de
repeticao (alelo 4):

Alelo 2: GATA GATA

Alelo 4: GATA GATA GATA GATA

Consideremos entao a seguinte tabela de
resultados obtidos apds genotipagem do mar-
cador D007 nas amostras do caso:
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Tabela 2 — Genotipagens no marcador DOO7 numa violacdo
em Lupagaso.

Amostra marcador DOOT
Zaragatoa poscoital 2-4
Vitima 4 -4
Suspeito 2-2

Parece 6bvia a “incriminacdo” do suspeito
dado que, sendo a vitima homozigética para o alelo
4, a presenca do alelo 2 na zaragatoa poscoital ndo
s6 é compativel com o gendtipo identificado no
suspeito como, sendo este homozigdtico para esse
alelo, essa informacao se traduz num peso acrescido.

Torna-se porém imperativo avaliar até que
ponto é frequente encontrar esse alelo 2 na po-
pulacao de referéncia, neste caso a populacao
residente em Lupagaso.

Os cientistas recorrem a tabelas de frequén-
cias obtidas previamente através da genotipagem
de amostras representativas e formadas aleato-
riamente, sem qualquer grau de parentesco entre
os individuos.

Consultada a tabela de distribuicdo de fre-
guéncias para o sistema D007, encontra-se um
valor de p = frequéncia do alelo 2 = 0.02 e de
g= frequéncia do alelo 4 = 0.98.

Desde logo constatamos a raridade do alelo
2. Alids essa variante encontra-se no limiar minimo
para que seja considerado um alelo e ndo uma
mutacdo (frequéncia superior a 1 %).

Os valores das frequéncias alélicas como
vemos, tém uma importancia decisiva na forma
como valoramos a informacdo (laboratorial) das
genotipagens obtidas.

Importa agora esclarecer como se podem
obter essas frequéncias alélicas inscritas nas re-

feridas tabelas de frequéncias.

2.1. CONTAGEM DE GENES

Consideremos agora que se pretende conhe-
cer a distribuicdo do nosso marcador hipotético
D007 na populacao da ilha (hipotética também)
de Lupagaso. Para tal os cientistas genotiparam
um numero de 100 de individuos cujos resultados
se encontram na tabela:

Tabela 3 — Genotipagem de 100 individuos no sistema D007 na populacao da ilha de Lupagaso

Genotipos Totais
2-2 2-4 4-4
Numero de Individuos 30(N,,) 60 (N,,) 10 (N,.) 100
Frequencia dos 0.30 0.60 0.10 1
genotipos em FO
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Podemos calcular as frequéncias dos alelos
2 (p) e alelo 4 (q) pela contagem de genes:

Cada individuo com genotipo 2 — 2 produz
potencialmente dois gametas com alelo 2 (uma
vez que quer no cromossoma de origem paterna
quer no de origem materna a informacao é a mes-
ma); cada individuo com gendtipo 2 — 4 apenas
tem o potencial de transmitir um alelo 2 (e um
alelo 4); cada individuo com gendtipo 4 — 4 tem
o potencial de produzir dois gametas com alelo 4.

Por outro lado, num sistema bialélico como
D007, cada individuo tem o potencial de trans-
missao de dois alelos (quaisquer que eles sejam),
logo para N individuos temos 2N alelos.

Ou seja, contando os genes a partir dos
genotipos observados teremos:

p = Frequécia
do alelo 2

Contagem = (2N, ,+ N, ) / 2N
genes 2

p = Frequécia
do alelo 4

Contagem = (2N, ,+ N, ) / 2N
genes 4

[Expressao 1]

Podemos rearranjar matematicamente a
expressao 1...

p=2N,,/2N+ ,,/2N
p=2N,,/2N+ ,,/2N
[Expressao 2]
Reconhecendo agora na expressao 2 as fre-

quéncias dos gendtipos f (2-2), f (2-4) e f (4-4)
poderemos usar as frequéncias relativas de cada

LUIS SOUTO

gendtipo observado para determinar a frequéncia
alélica:

p=f(22) +f(24)/2

p="f(4-4)+f(2-4)/2

[Expressao 3]

Aplicando ao exemplo da Tabela 3 obtém-
-se entdo a seguinte estimativa das frequéncias
alélicas na geragao FO pela contagem génica:

p= Frequéncia do alelo 2 = (30/100) + %> (60/100)
p=0.60

g= Frequéncia do alelo 4 = (10/100) + %2 (60/100)
q=0.40

A soma das duas frequéncias, como temos
apenas dois alelos neste sistema hipotético, sera
p+qg=1.

A metodologia exposta é conhecida como
contagem de genes e é o método corrente, so-
bretudo a partir do momento em que a genética
forense passou a utilizar marcadores codominan-
tes em que todos os gendtipos sdo identificaveis
tecnicamente, ndo havendo alelos “escondidos”,
OU Seja recessivos, que nao se expressam e ou-
tros dominantes, que mascaram a manifestacao
dos recessivos.

Os valores das frequéncias alélicas obtidos
por esta contagem de genes, a partir dos genoti-
pos observados, constituem uma estimativa para
as frequéncias alélicas e genotipicas da populacao
e ndo o valor real dos pardmetros na populacao.
Esta é uma nocao fundamental neste contexto.



CAPITULO 5. Alguns conceitos de genética populacional com relevancia em Genética Forense 129

Sem nos determos na complexidade do tema,
importa realcar que ndo ha um método Unico para
estimar as frequéncias génicas e podemos obter por
exemplo trés estimativas de frequéncias baseando-
-nos numa mesma amostra da populacdo. A medida
que o tamanho da amostra aumenta e se aproxima
do tamanho da populacéo, as frequéncias dos ge-
nétipos observados irdo ser tendencialmente mais
préximas das verdadeiras frequéncias na populacao
e independentemente do método utilizado para
estimar, a frequéncia génica assim calculada sera
préoxima da frequéncia génica real na populacéo.

Estes desenvolvimentos mostram claramente
a diferenca entre estimativas das frequéncias (na
pratica o que é viavel obter com amostragem ne-
cessariamente finita) e as (verdadeiras) frequéncias
génicas e genotipicas na populacao em estudo.

E demonstravel que o método de contagem
de genes pode ser considerado como uma “es-

|II

timativa natural” o que em termos estatisticos
serd contextualizado no quadro dos métodos de
estimativa por Maxima Verosimilhanca (ML).

O método de Maxima Verosimilhanca em
Estatistica &€ uma das (varias) estratégias de esti-
macao de parametros, com larga aplicagcao, mas
outras existem entre as quais as abordagens
bayesianas que alguns autores defendem como
mais apropriadas por acolherem a possibilidade
de alelos nao previstos.

Utilizando uma abordagem como a conta-
gem de genes (ou maxima verosimilhanca) ob-
temos um estimador pontual, ou seja um valor
especifico para estimativa do verdadeiro valor do
parametro populacional. Precisamos ainda de uma
ferramenta estatistica que permita avaliar a qua-
lidade da nossa estimativa e isso pode conseguir-

-se com recurso a intervalos de confianca, cuja

metodologia de célculo admite por si também
distintas abordagens.

Cada vez que efetuarmos uma nova amostra-
gem, um novo estudo genético-populacional em
Lupagaso (ou...em Timor-Leste ou Portugal) iremos
encontrar amostras com caracteristicas diferentes e
obteremos novos valores de estimativa das frequén-
cias, pelo que a estimativa, como se compreende,
estd associada a determinada incerteza.

Sendo p a verdadeira frequéncia de um ale-
lo A, a variancia da frequéncia alélica estimada
pelo método de contagem génica é dada pela
expressao p (1-p) / (2n), sendo n o tamanho da
amostra. O desvio padrdo é por sua vez a raiz
guadrada da variancia.

O intervalo de confianca de 95% para o
verdadeiro valor da frequéncia alélica p é cerca
de duas vezes o valor do desvio padrao em cada
lado do intervalo. Quanto maior a amostragem
(n) menor serao variancia e desvio padrao e mais
precisa sera a estimativa obtida para uma dada
frequéncia alélica, algo que conhecemos em mul-
tiplas aplicacdes da Estatistica.

Sendo o célculo das frequéncias génicas e
genotipicas relevante para a genética forense,
persiste discussdo cientifica em torno da perti-
néncia da inclusdo dos intervalos de confianca no
reporte da informacao ao poder judicial®.

2.2. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Podemos entao considerar que os dois alelos
2 e 4 do sistema D007 se juntardo aleatoriamente

5 A este propoésito consulte-se Charles Brenner em
http://dna-vie.com/noconfid.htm#challenge).
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e com as proporcdes definidas pelas frequéncias
p e g respetivamente.

Na situacao de um organismo dipléide (ou
seja com dois conjuntos de cromossomas homo-
logos, um de origem paterna e outro de origem
materna) como é o caso da espécie humana, num
sistema bi-alélico, com dois alelos com frequén-
cias p e q, podemos recorrer a um tradicional
“quadrado de Punnet”, um diagrama onde se
equacionam todas as possibilidades de combina-
¢oes entre os gametas (paterno e materno) e os
respetivos resultados probabilisticos.

Note-se que o entendimento do quadra-
do de Punnet se baseia num principio da esta-
tistica sequndo o qual a probabilidade de dois
acontecimentos simultaneos e ndo mutuamente
exclusivos se obtém pela multiplicacdo das pro-
babilidades de cada um desses acontecimentos
independentes.

Tabela 4 -Quadrado de Punnet para um sistema bialélico
com dois alelos 2 e 4 com frequéncias p e g respetivamente
na geracao inicial FO. A sombreados os gendétipos esperados
pelas diferentes combinacoes alélicas na geracao F1

Gametas masculinos (espermatozoéides)

Gametas Alelo 2 (p) |Alelo 4 (q)
femininos | Alelo 2 (p) |2-2 (p) | 2-4 (pg)
(ovocitos) | Alelo 4 (q) |2-4 (pq) | 2-4 (q)

Seqguindo a Tabela 4, espermatozéides com
o alelo 2, tém probabilidade p, igual a frequéncia
desse alelo na populacédo, de fecundar ovécitos
com probabilidades p e g respetivamente, con-
soante estes ovoécitos tenham o alelo 2 ou 4.

Teremos para as frequéncias dos varios geno-
tipos possiveis (frequéncias genotipicas esperadas
na geracao F1) respetivamente:

LUIS SOUTO

f (Alelo 2- Alelo 2) = p?

f (Alelo 2- Alelo 4) = 2pq

f (Alelo 4- Alelo 4) = ¢?

A matematica reconhece estas quantidades
como a expansao binomial (p+q)?, cuja soma é
a unidade.

Ou seja: (p+q) = p?>+2pq+qg?=1.

A expressao binomial permite prever as
frequéncias dos varios gendtipos (frequéncias
genotipicas) numa dada geracao a partir das
frequéncias p e g dos gametas produzidos pela
geracao anterior. A distribuicdo binomial, em
termos da estatistica, € um caso particular da
“distribuicdo multinomial”, que descreve a pro-
babilidade de obter uma amostra com um nu-
mero determinado de objetos em cada uma de
diversas classes, o que na binomial se traduz
em duas classes.

Voltando ao exemplo considerado e subs-
tituindo p e g, pelos respetivos valores teriamos
as frequéncias genotipicas esperadas na geracao
seguinte (geracao F1):

f (Alelo 2 /Alelo2) = p?=(0.6)? = 0.36
f (Alelo 2 /Alelo 4) = 2pg = 2x 0.6x0.4 = 0.48
f(Alelo 4/ Alelo 4) = g*?=(0.4)> = 0.16
Aplicando estas frequéncias a uma nova
amostra de 100 individuos da nossa ilha de

Lupagaso, teriamos agora os seguintes valores
esperados para os trés genétipos:
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Tabela 5 - Frequéncia esperada dos varios gendtipos na
geragao F1.

Genétipos do

. Frequéncia Esperada
sistema D007

2-2 36
2-4 48
4-4 16

Segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg
estas frequéncias genotipicas obtidas apds uma
geracao de panmixia (F1), isto é, em que os cru-
zamentos sao feitos ao acaso, irdo permanecer
constantes em subsequentes geracdes.

Com os valores na geracao F1 retomavamos
o mesmo valor inicial das frequéncias alélicas
calculado para a geracao parental inicial FO, ou
seja 0.6 e 0.4 respetivamente. No entanto como
se vé na Tabela 5, a distribuicdo genotipica es-
perada em F1 difere da inicial. Pode-se provar
porém que a partir desta primeira geracao pan-
mitica F1, a distribuicdo genotipica iria perma-
necer constante.

Este principio exemplificado para um sistema
de dois alelos pode ser matematicamente demons-
trado também para um sistema de n varios alelos
como na realidade acontece com os marcadores
microssatélites.

O equilibrio de Hardy-Weinberg diz-nos que
quer as frequéncias dos genes (frequéncias aléli-
cas) quer as frequéncias genotipicas se irdo manter
com certo valor indefinidamente se se mantiver
um conjunto de condicées e tal é passivel de
demonstracdo matematica.

Outra forma de enunciar o equilibrio de Hardy-
Weinberg é dizer que a expressdo p*+2pg+qg’=1

prevé de forma precisa as frequéncias genotipicas
a partir dos valores p e g das frequéncias alélicas.

2.3.1. CONDICOES E UTILIDADE
DO EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Para que a previsibilidade e constancia do
equilibrio de Hardy-Weinberg se concretizem
ha um conjunto de pressupostos. A populacao
tem que ser panmitica como referido, ou seja
0s cruzamentos devem ocorrer de forma alea-
toria. A fertilidade deve ser idéntica. Nao se
admite sobreposicdo de geracdes, mutacdes,
nem selecao natural, nem fatores que alterem
o fundo genético inicial (ndo ha movimentos
migratoérios).

Estas condicoes como é dbvio, ndo se obser-
vam nas popula¢gdes humanas e nem tao pouco
noutros seres vivos. No entanto mantém-se a sua
utilidade e observa-se até um surpreendente grau
de concordancia.

A utilidade do formalismo de Hardy-Weinberg
consiste no fato de ele servir como modelo, como
hipdtese nula (um termo caro a estatistica), que
nos permite prever as frequéncias dos genoétipos
na auséncia de fatores perturbadores da simples e
aleatéria combinacdo dos gametas portadores dos
varios alelos. A comparacdo com aquela situacao
ideal, em que apenas a hereditariedade contribui
para os valores das frequéncias génicas, permite-
-nos em cada situacdo real, evidenciar e avaliar as
forcas evolutivas (e até eventuais causas de erro
técnico ou amostral) ao comparar a distribuicao
genotipica e as frequéncias génicas obtidas com o
esperado segundo o modelo (tedrico, ndo existen-
te nas populacdes que estudamos) do equilibrio
de Hardy-Weinberg.



132

2.3.2. TESTANDO O EQUILIBRIO
DE HARDY-WEINBERG

A comparacao entre os resultados das ge-
notipagens obtidas com uma dada amostra da
populacédo e a hipdtese nula (a do equilibrio de
Hardy-Weinberg) faz-se recorrendo a testes es-
tatisticos como o de x ? de Pearson:

0-E)?
2 Z (
X L

—

No teste x 2 obtém-se o valor x 2 pelo so-
matorio dos quadrados das diferencas entre os
genotipos observados e esperados divididos pe-
los gendtipos esperados. Note-se que o numera-
dor da expressao nos fornece a diferenca entre
valores observados e esperados em cada classe
genotipica mas esta diferenca é computada em
termos absolutos ou seja ndo nos interessa em
que sentido ocorre essa diferenca, se a mais
ou a menos, e daf se elevar ao quadrado. Essa
diferenca absoluta é dividida pelos valores es-
perados pois temos que relativizar em relacao a
um valor esperado (uma diferenca de 4 em 100
tem um peso muito diferente de uma diferenca
de 4 em 8, respetivamente 4% e 50%). Cada
uma destas diferencas ponderadas calculadas
em cada classe genotipica é somada as restantes
previstas de acordo com as combinacdes possi-
veis em cada marcador genético atendendo ao
seu polimorfismo.

O teste x % ird fornecer a probabilidade de
obtermos o valor encontrado (ou maior ainda)
para a diferenca entre os valores observados
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e 0s esperados segundo o modelo teérico (hi-
podtese nula do equilibrio de Hardy-Weinberg)
apenas pelo acaso (e ndo por qualquer fator
evolutivo ou experimental).

Se as diferencas entre os valores de distri-
buicdo dos nossos gendtipos e os valores que
seriam de esperar na situacdo de equilibrio de
Hardy-Weinberg forem muito grandes, entao ha-
vera razbes para suspeitar que essas diferencas
nao se devem ao acaso apenas.

A analogia com o lancamento de uma moe-
da ao ar é evidente: se as diferencas entre o
numero de caras e coroas esperado pelo mero
fator sorte e o nUmero de caras e coroas efe-
tivamente obtido se traduzir numa diferenca
grande, significativa, entao suspeitamos de al-
guma viciacao da moeda uma vez que partimos
do modelo (hipdtese nula) de que as duas faces
da moeda teriam a partida a mesma probabi-
lidade de sair.

Mas até que ponto esse valor de probabi-
lidade é suficiente para tomarmos uma decisao
sobre se a nossa distribuicdo segue ou nao o
equilibrio de Hardy-Weinberg?

Torna-se necessario comparar o valor de x 2
obtido com uma distribuicao de x 2. A medida
gue o valor de x 2 cresce, a probabilidade de a
diferenca entre os valores observados e espera-
dos ser devida apenas ao acaso diminui (quanto
maiores as diferencas entre valores observados
e esperados, menos provavel é a nossa hipodtese
nula, isto é, o equilibrio de Hardy-Weinberg).
Por convencao em geral adota-se o critério de
um patamar de probabilidade 0.05 ou menos
para as diferencas obtidas em x ? para rejeitar a
hipétese nula. Significa que se 0 acaso apenas
explica as diferencas obtidas em 5% ou menos,
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entdo é de rejeitar que a populacao se encontre
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Note-se ainda que ao estimar a estatistica x 2
temos que ter em conta os “graus de liberdade”,
a quantidade de informacao usada no respetivo
calculo. No exemplo do marcador DS007 para
prever os trés genotipos esperados (3 classes)
utilizamos duas informacdes: o nimero de indi-
viduos e uma das frequéncias alélicas (com dois
alelos, uma vez determinada uma das frequén-
cias, p a outra é funcdo da primeira, q=1-p).
O numero de graus de liberdade é dado pelo
numero de classes menos o nimero de informa-
¢Hes usadas para o calculo das varias proporcoes
esperadas. No exemplo teriamos 3-2 = 1 grau
de liberdade.

Dado que, com os marcadores de ADN atual-
mente utilizados, muitas classes de gendtipos es-
perados (segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg)
resultariam em valores baixos, recorre-se antes
a uma adaptacao do teste exato de Fisher, sen-
do usual a metodologia desenvolvida por Guo e
Thompson (Guo e Thompson 1992) de tipo Monte
Carlo ou em alternativa de tipo Cadeias de Markov.

O método de Fisher assenta no uso da
probabilidade condicionada que resulta de
agregacao de todas as possiveis combinacbes
genotipicas que seriam tao ou menos provaveis
que 0s genotipos observados (seriam pelo me-
nos tao raras quanto a distribuicdo genotipica
encontrada) empregando as mesmas frequén-
cias alélicas.

Como verificdmos o enunciado do equili-
brio de Hardy-Weinberg implica conhecimento
de uma das frequéncias num sistema bialélico
(no exemplo hipotético a frequéncia de um dos
alelos, 2 ou 4, p ou Q).

A deducdo dessa frequéncia assenta em
amostragens de uma dada populacdo de refe-
réncia (os referidos estudos populacionais). Ora
sabendo que usaremos essas frequéncias para
varios calculos, na verdade praticamente todos,
aplicaveis no contexto da genética forense e
designadamente o calculo da “raridade de um
dado perfil genético”, entdao percebemos como
0 grau de maior ou menor incerteza na determi-
nacao dessas frequéncias afeta imediatamente
o grau de incerteza sobre 0s nossos calculos de
ambito forense.

O erro é minimizavel (ndo eliminavel) pelo
alargamento da amostragem. Desde que asse-
gurado que esta amostragem é constituida por
individuos representativos da populacao de refe-
réncia, ndo relacionados entre si, obtida de forma
aleatéria, ndo ha um numero ideal ou sequer um
numero N de individuos na amostra que se possa
recomendar com base em critérios objetivos. No
entanto alguns autores referem as N=100 como
um valor aceitavel (Butler 2012).

Este alargamento da amostra é controlavel
pelo investigador, ou seja temos ao nosso al-
cance minimizar o erro associado a esta “amos-
tragem estatistica”. A estatistica fornece-nos as
técnicas de avaliacao desse erro de amostra (da
“amostragem estatistica”). Note-se que esse erro
é meramente estatistico e nada tem a ver com
possiveis erros laboratoriais ou outras causas de
ambito genético ou demogréfico.

Porém, na “amostragem genética”, a sorte
de gametas transportando as suas combinacoes
alélicas, esta fora do controle do investigador,
sendo determinada pelo processo evolutivo sub-
jacente a diferenciacao das populacbes referido

anteriormente.
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3. SUBESTRUTURACAO
POPULACIONAL

3.1. APOPULACAO

A populacdo, como bem lembrado por Lock
e Nguyen (Lock e Nguyen 2010) é um concei-
to abstrato que “ndo existe na natureza antes
definido formalmente por entidades nacionais
e estatais”. Nos Estados Unidos, o FBI utiliza
como suporte ao seu sistema de base de dados
CODIS, estudos genético-populacionais em que
as populacées de referéncia sao grandes grupos
étnico-populacionais no minimo discutiveis como
afro-americanos; caucasianos; hispanicos. Eis-nos
pois com a possibilidade de “inventar” as popu-
lacdes humanas consoante o nosso critério, os
nossos objetivos.

E atualmente praticamente consensual que
as atuais populacdes humanas resultardo de um
processo de expansao e diversificacao a partir de
Africa hé cerca de 100 000 anos, um perfodo de
tempo muito curto se comparado com os milhdes
de anos que foram consumidos na evolucdo que
conduziu a nossa espécie, 0 Homo sapiens.

Nesta caminhada a partir de Africa (“out of
Africa”), os grupos humanos encontraram (terao
eventualmente até se cruzado embora tal seja ma-
téria de controvérsia cientifica), com outros homi-
nideos com menor capacidade cognitiva, como os
Neandertais existentes em zonas como a Europa
ocidental. Estes novos Homo sapiens terdo vencido
pela sua inteligéncia, pelo seu valor “cultural” e
foram-se fixando pelos distintos continentes e em
funcao de barreiras geogréaficas e por forca destas,
barreiras socioculturais e linguisticas, foram-se tam-
bém diferenciando em “populacées”, mas nao em
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subespécies a tal ponto que a unidade se mantém,
ou seja a inter-reprodutibilidade entre os humanos
independentemente do grupo e localizacao geo-
gréfica a que pertencem. Como seria de esperar a
diversidade proporcionada pela informacédo gené-
tica, a diversidade genética, é consideravelmente
superior no continente africano e decresce com o
afastamento deste. Na Europa temos uma grande
“monotonia genética”.

3.2. DERIVA GENETICA E FLUXO GENETICO

As populagdes humanas apresentam graus
varidveis de diferenciacdo, consequéncia de pro-
Cessos como migracao, mutacao e deriva.

A deriva genética traduz o fato de as fre-
quéncias génicas apresentarem uma flutuacao
ao longo do tempo apenas por forca do acaso.
E algo que ndo podemos controlar por melhor que
seja a nossa amostragem aleatoriamente retirada
da populacado. No limite as frequéncias podem
chegar a extremos, ou seja termos um Unico alelo
presente na populacdo (fixacdo) e a eliminacao
de alelos (um alelo que ocorra com baixa fre-
quéncia numa populacdo de tamanho reduzido
a probabilidade de esse alelo se perder em cada
geracao é consideravel). Num sistema bi-alélico
isso equivaleria termos frequéncia p=1, g=0.

Em cada geracao se tivermos dois alelos com
frequéncias p e g as mesmas iriam se manter cons-
tantes segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg se
a totalidade dos gametas presentes numa geracao
estivesse presente na seguinte nas respetivas pro-
porcoes. No entanto em cada geracdo, nem todos
os individuos vao contribuir para a reproducao e
assim apenas uma sub-amostra (aleatéria) da po-
pulacdo real é usada nas combinacdes dos gametas
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masculino e feminino para a geracao seguinte. Este
“erro de amostra genético” é tanto maior quanto
menor for o tamanho do efetivo populacional (as
populacdes reais também nao sdo infinitas como
exigem os pressupostos do equilibrio de Hardy-
Weinberg). O mecanismo da deriva genética é um
fator que tende a homogeneizar geneticamente
uma populacao, reduz a diversidade genética.

Quanto maior o desvio padrao das frequén-
cias alélicas (provocado pelo erro de amostra ge-
nético), maior a diversidade genética e menor a
deriva genética.

Se duas populacdes forem geneticamente
distantes isso reflete-se numa grande diferenca
entre as respetivas frequéncias génicas.

Segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg,
terfamos uma populagdo panmitica mas, sobre-
tudo quando consideramos populagdes gran-
des, verifica-se que 0s “cruzamentos nao sao
ao acaso”, havendo uma maior facilidade em,
por exemplo, um homem portugués de Tras-os-
Montes vir a ter filhos com uma transmontana
do que com uma algarvia. Isto significa que
uma dada populacdo (a populacdo portugue-
sa no exemplo) pode em certas circunstancias,
compreender subunidades atuando ja de forma
independente, significa que uma tal populacao
se encontra subestruturada. Essas subunidades
serdo tanto mais distintas quanto menor for a
taxa de mistura genética, quanto menor for o
fluxo genético entre ambas. Um acidente geo-
grafico como uma cadeia montanhosa pode ser
o elemento causal de uma diminuicdo de fluxo
genético e consequente subestruturagdo popu-
lacional de uma populacao.

Se as duas subunidades ou duas populacoes
tiverem caracteristicas genéticas muito distintas,

um aumento do fluxo genético ird contribuir para
0 aumento da diversidade genética da populacao
e serd mais evidente o impato desse fluxo ge-
nético. Por exemplo as linhagens femininas (mi-
tocondriais) provenientes da Africa subsaariana
atualmente integrantes do “patriménio genético”
portugués, sao claramente reconheciveis e vice-
-versa dado o ponto de partida tdo geneticamente
divergente (Pereira e Ribeiro, 2009).

As frequéncias de alguns genes mostram
uma distribuicdo “clinal” ou seja, apresentam uma
variacdo continua desde um ponto de frequéncia
mais elevada até zonas de frequéncia mais rara, a
medida que nos distanciamos. Isto acontece como
consequéncia de ser mais provavel um cruzamento
com individuos geograficamente préoximos do que
com pessoas localizadas mais longinquamente
e portanto menos acessiveis. Este padrdo clinal
tem sido observado para alguns polimorfismos
humanos, sendo um exemplo classico o grupo
sanguineo B (Cavalli-Sforza 1996). Apesar da re-
cente tendéncia para a facilitacdo da mobilidade
populacional, continua a ser possivel identificar
esse gradiente na distribuicao de algumas das
frequéncias génicas humanas. Uma boa parte
das pessoas continua a realizar uniées num certo
(embora cada vez maior) raio de proximidade.

Recentemente os estudos de grande mag-
nitude envolvendo um conjunto de até 300000
SNPs (algo inimaginavel h& poucos anos) e re-
correndo a estratégia de WGP (Whole Genome
Polymorhisms) vieram a corroborar os trabalhos
ja classicos de Cavalli-Sforza (uma das grandes
referéncias na genética das populacbes huma-
nas), evidenciando por técnicas de tratamento
de dados PCA (Principal Component Analysis)

uma notavel correlacdo entre a posicdo de um
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dado individuo no “espaco genético” com a sua
posicdo no espaco geografico (McCoy, 2009).

Por outro lado, uma diminuicdo do fluxo
genético deixa, a prazo, maior potencialidade
para a atuacao do mecanismo aleatorio da deriva
genética, diferenciando cada vez mais as (agora)
subpopulacdes a ponto de elas serem ja geneti-
camente distinguiveis.

A situacao com consequéncias do ponto de
vista forense é a de termos duas “subpopulacdes”
sob uma populacéo a priori considerada, o que
obriga entdo a utilizar uma diferente base de
dados de distribuicdo de frequéncias na hora de
aplicar ao calculo da raridade/vulgaridade de uma
dado perfil genético coincidente.

O cromossoma Y, com a sua especificidade
(na porgao nao recombinante com o cromossoma
X) aliado a préatica frequente da patrilocalidade
(i.e. a mobilidade para a constituicdo do casal é
assegurada pela mulher permanecendo o homem
no seu local original) tem sido objeto da maior
atencao pelos cientistas forenses numa perspetiva
da subestruturacao populacional, inclusive a um
nivel “microgeogréfico” (Brion 2004).

Quando a diminuicdo do fluxo genético é
resultante da decrescente probabilidade de cru-
zamentos em funcdo do aumento da distancia
entre individuos ou populagbes, estamos no con-
ceito do isolamento por distancia, formulado por
Sewall Wright.

3.2.1. Avaliacao do grau de substruturacao:

da heterozigotia aos indices Fst.

Wright (Wright 1951) desenvolveu o primei-
ro de uma longa série de indices que permitem
avaliar o grau de subestruturacao populacional de
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uma populacao. Genericamente designados por
Fst, estes indices assumiram posteriores desen-
volvimentos a que correspondem sucessivas no-
menclaturas: GST (Nei 1973); 8 (Weir e Cockerham
1984); RST (Sltakin 1995).

Quando os membros de uma populacao sao
aparentados, entao a probabilidade de obterem
descendentes homozigéticos é maior do que na
situacdo de cruzamentos ao acaso (a probabili-
dade de parentes partilharem um mesmo alelo é
obviamente superior a da populacdo em geral).
Na natureza temos casos extremos, de autogamia,
em que a reproducao se faz com hermafroditismo
(ambos os sexos no mesmo individuo) como certas
espécies de plantas.

Uma medida da diversidade genética numa
populagao é a heterozigotia (em cada marcador
ou locus).

A heterozigotia pode ser obtida pela conta-
gem do numero de heterozigotos numa popula-
cao (HO, heterozigotia observada) ou a partir das
frequéncias génicas (HE, Heterozigotia esperada®,
dada pela expresséo He = 7 - 3 p? (pi é a frequén-
cia de um alelo i num dado locus). Quando maior
0 numero de heterozigotos maior a diversidade
genética. A nocao de heterozigotia num dado
locus pode ser aplicada a multiplos loci’.

6 Esta expressao corresponde ao termo “diversidade
genética de Nei”. A este respeito consulte-se por exemplo Ha-
milton, M. (2009).

7 A extensdo a multiplos (k) alelos da heterozigotia es-
perada obtém-se somando todos os possiveis homozigoticos e
subtraindo da unidade: He= 1 Z p; enquanto a heterozigotia
observada serd o somatério de todos 0s heter02|goht|cos obser-
vados na amostra populacional para k alelos: Ho = /Zﬂ/—//em que
Hi é a frequéncia observada em cada gendtipo e h o nimero de
heterozigotos possiveis num sistema de k alelos (sendo que esse
numero possivel é dado pela expressado h=k (k-1) /2).
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O indice de fixacao F® (ou F na notacao
original de Wright) compara ambas as heterozi-
gotias (a observada e a esperada caso houvesse
cruzamentos ao acaso) considerando uma uni-
ca populacao: F = He-Ho / He, em que He é a
frequéncia esperada de heterozigotos a partir
das frequéncias alélicas da populacdo de acor-
do com o equilibrio de Hardy-Weinberg e Ho
¢ a frequéncia de heterozigotos observados na
populacao.

O indice de fixacao para dada populacao (até
gue ponto 0s seus membros cruzam ao acaso ou
pelo contrario ha diminuicdo de heterozigotia face
ao esperado) pode ser explorado no contexto de
varias subpopulacoes.

Na realidade as populacées humanas ndo sao
panmiticas e assim a estimativa das frequéncias
génicas e genotipicas deve acautelar a estratifica-
cao das populacdes. Nem sempre é vidvel dispor
de bases de dados de distribuicdo de frequéncias
para todas as populacées. No contexto forense,
alguns individuos podem néo estar representados
nas bases de dados de frequéncias disponiveis
para uma dada populacéo pela sua especificidade
étnico-racial ou geogréfica. Por exemplo imagine-
-se 0 cenario de um crime perpetrado em Portugal

8 Este indice pode ser encarado como uma generali-
zacao a escala populacional do “coeficiente de inbreeding”
(notacdo f) ou de consanguinidade calculado familia a fa-
milia e significa determinar a probabilidade de dois alelos
num dado individuo serem “idénticos por descendéncia”
(IBD, Identical By Descendt), o que implica que havera um
ancestral comum aos dois alelos presentes. Quando os mem-
bros de um casal tém parentes em comum (por exemplo sao
primos em segundo grau) a probabilidade de transportarem
alelos idénticos por descendéncia no seu gendtipo é aumen-
tada o que origina uma tendéncia para excesso de homozi-
gotos (e diminuicdo da heteroziogotia).

por um individuo pertencente a uma tribo india
do interior da Amazénia.

No ambito da subestruturacao populacional
(da populacao em subpopulacdes) os Fsts surgem
na perspetiva da comparacdo da diversidade ge-
nética de cada subpopulacdo com a diversidade
genética total da populacéo, pois, como exposto
acima, a subestruturacao acarreta incremento da
diversidade genética.

A alteracdo na heterozigotia (face a fre-
guéncia esperada de heterozigotos segundo o
equilibrio de Hardy-Weinberg) situa-se agora por
um lado dentro de cada subpopulacdo (devida ao
fato de os cruzamentos ndo serem ao acaso) e por
outro entre as subpopulacdes de uma populacao,
devido a subestruturacdo desta ultima.

Entre os varios coeficientes que visam avaliar
o grau de subdivisdo de uma populacdo consi-
ST FIT ef
na nomenclatura de Wright).

deremos 0, Fef (F respectivamente

IS’

F (I, Individuos; S, Subpopulacdes) repre-
senta a média da diferenca entre a heterozigotia
observada e a esperada (segundo HW) dentro de
cada subpopulagdo como consequéncia de os
cruzamentos ndo serem ao acaso. Este coeficiente
corresponde a correlacdo entre dois alelos num
gendtipo ao acaso em qualquer das subpopula-
coes, ou seja trata-se do indice acima descrito
para uma Unica populacdo, F, mas agora como
média de varias subpopulacées. F ou f traduz o
“coeficiente de inbreeding” ou “consanguinida-
de” dentro de cada subpopulacdo. De acordo
com Holsinger e Weir (Holsinger e Weir 2009),
nas populagdes humanas os desvios intra-popu-
lacionais em relacdo as proporcdes do equilibrio
de Hardy-Weinberg serdo pequenos, algo ava-
liado pelo indice F, que compara as frequéncias
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genotipicas observadas em relacdo as esperadas
(segundo HW) dentro de uma populacao®.

Por sua vez, o Fst, F. = (H, - H) /H traduz
a reducdo na heterozigotia devido a diferenca
nas frequéncias alélicas entre subpopulacoes.
Corresponde a diferenca entre a heterozigotia
média esperada das subpopulacdes e a heterozi-
gotia esperada da populacao total. Este coeficiente
mede pois o grau de diferenciacdo entre sub-
populac¢ées e interessa sobremaneira aquando
da decisdo de considerar ou ndo uma dada base
de dados populacionais para fins forenses como
adequada ao caso em apreco. O valor de FST varia
entre 0.0 (ndo diferenciacao) e 1.0 (subpopulacoes
totalmente diferenciadas com alelos fixados).
F.=H-H
/H_ representa a comparacédo entre a heterozi-

Finalmente o terceiro indice, F

I |

gotia média observada nas subpopulagdes com
a heterozigotia esperada para a populagao total.

Os indices de fixacdo conheceram sucessiva-
mente desenvolvimentos desde a definicao inicial
de Wright que fora formulada no contexto de
um locus com dois alelos. Assim, por exemplo, o
termo G, ja referido resulta da aplicacéo a alelos
multiplos e loci multiplos (Wright 1978, Nei 1973).

Os indices de fixacdo podem alternativamen-
te ser encarados numa perspetiva de analise de
variancia, comparando a variancia das frequéncias
alélicas face a variancia da populacao total.

Se considerarmos uma dada populacéo e va-
rias sub-amostras dessa populacdo entdo podemos

9  Representando H, a heterozigotia média observada
por individuo dentro das subpopulacbes; HS a heterozigotia
média esperada dentro de subpopulacdes nas condicoes de
cruzamento aleatério; HT a heterozigotia esperada nas condi-
¢des de cruzamentos aleatérios para a totalidade da popula-
¢ao (sem considerar subpopulacdes) temos (por analogia com
a expressdo de F acima): F = (H,-H) /HS.
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usar a varidncia [o] para avaliar até que ponto os
valores observados se afastam dos valores médios,
da média.

Dado que se considera que as subpopulagoes
humanas partilham um mesmo passado evolutivo,
por mais longinquo que seja, entao as respetivas
frequéncias génicas partilham a mesma média
variando por forca do efeito de “amostragem
genética” mencionado.

De facto podemos ter duas distribuicoes
de frequéncias alélicas com a mesma média mas
distintas variancias, ou seja o espectro de obser-
vacoes ser menos ou mais disperso.

Nesta perspetiva F, passa a ser a propor-
cdo da variancia genética dentro de uma sub-
populacao (S) relativa a variancia genética total.
O equivalente do coeficiente de inbreeding F,
serd agora a proporcao da variancia de uma sub-
populagao contida num individuo. Surgem assim
novos indices de subestruturagdo como sejam os
coeficientes 8 ou 6., (Weir 1996), @ (Excoffier
1992), este para dados haplotipicos (anélise
AMOVA, anélise de variancia molecular).

Com o advento dos marcadores microssatéli-
tes foram introduzidos indices (como R,,) baseados
nas diferencas no nimero de repeticdes entre
alelos em cada locus microssatélite™.

10  Este método assenta num modelo mutacional, desig-
nado SMM, “stepwise mutation” em que cada mutacédo cria
um novo alelo por adicdo/delecdo de uma unidade de repeti-
¢ao, comigual probabilidade, pelo que os alelos com uma gran-
de diferenca de tamanho entre dois alelos traduz uma menor
proximidade de relacdo). Assim compreende-se que estes mé-
todos de avaliacdo da subestruturacéo sejam adequados quan-
do a mutacao tenha sido o mecanismo decisivo de diferencia-
¢ao entre populacoes, enquanto os métodos “tradicionais” de
avaliacdo do grau de estruturacao (mas nao totalmente postos
de parte) se baseavam nas diferencas entre as frequéncias géni-
cas de subpopulacoes.
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Um exemplo da importancia da subestrutura-
¢ao no contexto forense pode ser o da populacdo
australiana onde “escondidas” no seio de impor-
tantes aglomerados populacionais cosmopolitas
coexistem minorias de populacoes indigenas abori-
genes, com pequenos nucleos dispersos com baixos
efetivos e forte tendéncia endogamica e até neste
caso, poligamica (Taylor 2012; Walsh 2007). Na
Austrélia a quantificacdo dos perfis de DNA é feita
com recurso a trés bases de dados de frequéncias,
Aborigenes, Europeus e Asiaticos, realizando-se
frequentemente célculos em diferentes bases al-
ternativas incluindo a base de dados associada
a origem étnica do réu caso este declare a sua
afiliacdo étnica (Taylor2012), em substituicao do
sistema inicial em que se recorria a uma Unica base
de dados representativa de cada estado federado
australiano dado que por exemplo os aborigenes
poderiam estar sub-representados nessa amos-
tragem (recorde-se o que atras dissemos sobre a
amostragem em estudos populacionais).

Para os marcadores autossémicos esta
previsto desde ha muito um fator de correcdo
0 para os efeitos da subestruturarao populacional.
A SWGDAM", seguindo o National Research
Council (NRCII) recomenda as seguintes correcoes:

Para homozigotos em lugar de p? deve-se
entrar com a expressao: p*+p(7-p)6 , mantendo
a expressdo 2pq para os heterozigotos.

Em populacdes grandes ha um menor nu-
mero de homozigdéticos do que nas subpopula-
cbes que a constituem (“efeito Whalund”). Assim
introduz-se um fator de correcdo para preve-
nir a subestimativa de homozigoéticos devida a

11 Scientific Working Group on X Analysis Methods, gru-
po que representa laboratorios forenses ao nivel federal, estatal
e local nos EUA e Canada.

subestruturacdo. As entidades internacionais cita-
das propdem o uso de valores de 8 de 0.01 para
populacbes em geral e de 0.03 para pequenas
populagdes (mais endogamicas) (Council 1996).

A consideracdo do fator 6 aquando da
estimativa da probabilidade de ocorréncia de
um perfil genético coincidente (entre suspeito
e amostra-evidéncia) traduz-se numa reducao
do valor em favor do suspeito. Quanto maior o
valor de 0, maior serd a probabilidade de ob-
ter uma coincidéncia por mero acaso (Holsinger
2009). Estudos com o conjunto de marcadores
STRs recomendados atualmente pelas entidades
europeias (Budowle 2011) mostram por exemplo
valores de FST para 15 STRs de Fst=0.0161, pelo
qgue a aplicacdo dos valores dos coeficientes 6
recomendados é “conservativa”.

Nos marcadores de linhagem como cromos-
soma Y e mitocondrial, sdo esperados efeitos de
subestruturacdo ainda maiores. No entanto apesar
de haver recomendacdes por instancias internacio-
nais como a DNA Commission of the International
Society of Forensic Genetics (ISFG) no sentido de
os efeitos de subestruturacdo populacional serem
tidos em consideracdo neste tipo de marcadores de
ADN, a metodologia para tal ndo esta ainda defini-
da e deve-se ter em conta a pertinéncia ou ndo do
uso de tal fator de correccdo sobre as frequéncias,
pois se as circunstancias do caso ndo apontarem
para uma especificidade étnica ou geogréfica ou
se as populacbes nao estiverem subestruturadas
tal nado fara sentido (Cockerton 2012).

Com os marcadores polimorficos SNPs, que
justificam um crescente interesse entre a comuni-
dade cientifica forense, acontece que as diferencas
entre as frequéncias de distintas populacdes hu-
manas podem ser muito grandes (a frequéncia de
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um dado alelo pode ir desde 0 numa populacao
a 1 noutra, ou seja a fixacdo de um alelo e perda
do outro é verosimil). Este dado torna pertinente
o conhecimento da distribuicao de frequéncias em
multiplas bases de dados populacionais quando
se pretende utilizar tais tipos de marcadores na
rotina forense embora haja estudos orientados
no sentido da obtencdo de um painel “universal”
de marcadores SNPs (Pakstis 2007).

Por outro lado essa diferenca de frequéncias
tdo marcada entre distintas populacées (um eleva-
do Fst) pode ser utilizada com vantagens: o mar-
cador torna-se entdo um possivel AIM (Ancestral
Informative Marker) um marcador de ancestrali-
dade e/ou origem biogeografica o que pode ser
muito Util nas aplicacdes forenses. Muitas vezes
nao ha acesso a dados que informem a origem
biogeografica nomeadamente quando lidamos
com amostras de vestigios (sangue, saliva) e esses
marcadores AIM podem fornecer algum grau de
indicacdo quanto a origem biogeografica do in-
dividuo que produziu tais vestigios (teria sido um
europeu? um africano?) o que permite estreitar
0 ambito das investigacdes policiais quando ndo
ha uma coincidéncia de perfis de ADN com os
suspeitos considerados ou ainda auxiliando na
procura de desaparecidos.

4. PARA ALEM DA DERIVA
GENETICA: OUTROS FATORES
DA DINAMICA POPULACIONAL

A aplicacdo de um certo valor de 0 é dis-
cutivel: ndo sé os distintos marcadores apresen-
tam uma consideravel variacdo de Fsts (pela sua
histéria genealdgica) como ndo sao de excluir
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efeitos de outro fator evolutivo determinante, a
selecao natural.

Os marcadores aprovados para genética fo-
rense sao-no com base num modelo neutral ou seja
admite-se que ndo estejam sob efeito da sele¢do na-
tural, a qual se iria traduzir em marcadas diferencas
nas frequéncias em certas subpopulacées sujeitas
a esse mecanismo. Este é um tema ainda pouco
explorado mas a possibilidade aberta por trabalhos
com conjuntos de altas densidades de SNPs junto
a marcadores do sistema CODIS vem alertar para
essa possibilidade (Anderson e Weir 2006).

Também a independéncia entre os varios
loci é outra questdo relevante no contexto da
genética forense. Alguns marcadores polimorfi-
cos podem residir em loci que se apresentam em
"desequilibrio de ligacdo” e como tal tendem a
ser transmitidos em conjunto e ndo de forma inde-
pendente como consequéncia da sua proximidade
num mesmo cromossoma o que se vai refletir
numa menor frequéncia de recombinacao'.

Na situacao de desequilibrio de ligacdo, dois
alelos em diferentes loci (note-se bem que agora
estamos a considerar distintos loci e ndo dois
alelos num dado locus como acima) tendem a
ser co-herdados com maior frequéncia do que a
esperada (se fossem verdadeiramente indepen-
dentes um do outro). Daqui pode resultar uma

12 A recombinacdo genética ocorre de forma aleatéria
quando dois cromossomas homologos trocam partes do seu
ADN constitutivo como acontece no processo de formacdo
dos gametas (na meiose). Quanto maior a distancia entre dois
segmentos de ADN maior a probabilidade de a recombinacao
ocorrer, pelo que a medida da recombinacao entre dois loci é
também uma medida da distancia genética. Uma percenta-
gem de 1% de recombinacdo corresponde a 1 centimorgan
(cM) que por sua vez se pode relacionar com a distancia fisica
entre dois loci uma vez que 1cM se traduz em cerca de 1Mb
(um milhao de pares de bases de ADN).
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sobre-estimativa da forca da evidéncia aquando
dos respetivos célculos forenses.

Esta possibilidade tem sido muito menos
estudada pois exige uma abordagem populacional
complementada com estudos familiares. Nos es-
tudos populacionais (i.e. com base em individuos
nao relacionados) o desequilibrio de ligacdo nao
¢ facilmente detetavel, pelo que ha necessidade
de obtencao de familias para esse efeito.

No painel de marcadores STRs adotados
para fins forenses os marcadores /oci VWA e
D125391 estao situados no mesmo cromossoma
12 e com proximidade fisica. Estes marcadores
tém sido alvo de estudos sobre desequilibrio
de ligacao (Budowle 2011; Oconnor 2011; Gill
2012), que apontam para que ndo devam ser
considerados como loci independentes e como
tal tratados de forma diferente dos restantes
marcadores aquando dos calculos de probabili-
dade de coincidéncia de perfis genéticos ou em
testes de parentesco.

O conceito de desequilibrio de ligagédo (LD,
Linkage Desequilibrium) ndo se confunde com
Ligacdo (linkage), uma vez que dois loci podem
apresentar um LD sem que estejam em linkage.
Além do desequilibrio de ligacao resultante da
proximidade fisica de marcadores, varios fatores
da dinamica populacional como a substruturacdo
populacional e em particular a deriva genética,
podem concorrer para a observacdo de desequili-
brio de ligacdo entre loci ndo (fisicamente) ligados.
O fluxo genético entre populacdes geneticamente
distintas tende a criar desequilibrio de ligacdo por
mistura populacional (ALD, Admixture Linkage
Desequilibrium) entre loci (ligados e ndo ligados)
com frequéncias alélicas distintas nas populacoes
originais (Pfaff 2001).

Enquanto a deriva genética constitui fator
de reducado da diversidade genética, outros pro-
cessos contribuem para a dinamica populacional,
como as mutacoes ou as migracdes ou a mistura
genética os quais atuam em sentido contrario.

A mistura genética resulta na obtencao de
uma populacado com caracteristicas hibridas a par-
tir da contribuicado de duas ou mais populacoes
ancestrais as quais se encontravam inicialmente
isoladas (o que distingue do termo fluxo genético,
em que ha um contato prolongado e troca de
genes entre duas populacoes).

A maior ou menor diversidade genética e
como tal a compreensao da atual configuracdo
das populacdes humanas, abrange o ambito da
mistura genética populacional (um exemplo cla-
ro foram as movimentacdes de grandes efetivos
populacionais africanos para a América) se bem
que nao possam ser ignorados os efeitos dos
processos de deriva genética, mutacao, selecdo ou
migracdo ou ainda o efeito das proprias alterages
nos efetivos populacionais' como os “efeitos de
gargalo” (bottleneck) em que por forca de um
acontecimento sociopolitico (uma grande catas-
trofe, uma guerra) ou geodinamico (dependendo
da escala de tempo em que nos situamos para
analise), ha uma reducao drastica de forma sig-
nificativa do efetivo populacional o que se traduz
em diminuicao da diversidade genética.

13 Importa fazer a distincdo entre o tamanho da po-
pulacdo e o tamanho efetivo da populagdo, compreendendo
este Ultimo a porcao da populacdo que de fato participa da
reproducao contribuindo com gametas para a geracdo seguin-
te. Trata-se de algo dificil de determinar pelo que se considera
como o tamanho de uma populacdo idealizada com as mes-
mas caracteristicas (quanto a deriva genética) que a populacao
real em estudo e independentemente do censo populacional
ou seja da contagem de individuos na populagao.
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