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Analise de casos de identificacdo humana em si@saco
especiais.

Mirella Perruccio Solére Edna Sadayo Miazato lwamtira

RESUMO - A utilizacdo de programas computacionais espesifammmo ferramentas
para analise estatistica em identificacdo humate@dénculos genéticos tem se tornado
imprescindivel, principalmente em casos de maionpexidade ou em grande escala.
A analise de casos em que ha genealogia incomgtta resultados inconclusivos
tornado os calculos estatisticos mais laboriosas)suumindo tempo e pessoal
qualificado. Os objetivos desse estudo sdo: o essihulado de casos reais de
identificacdo humana e vinculos genéticos em dem@speciais (meios irmaos na
auséncia dos pais, reconstrucao), utilizando pnogsa computacionais livres de
calculos estatisticos como ferramenta; a verificaii@melhor programa livre de analise
estatistica disponivel para utilizagdos centros publicos brasileiros; e o levantamento
estatistico dos casos reais brasileiros (vincudrgticos, negatoria, exclusdo) para se
obter uma visdo da realidade brasileira em relaggicuas relagbes familiares. Os
principais métodos foram: analise das informac@etidas nas fichas de registro e
documentos anexados aos exames de vinculo gedésgoarticipantes; e insercao nos
softwares dos resultados de perfis genéticos abti@adiferentes casos, de acordo com
as especificacfes de uso. A amostra populaciorsakdsos analisados nesse trabalho
incluiu 3.871 individuos. Em relacdo aos casossrbaasileiros, o exame de vinculo
genético mais requisitado foi o de paternidade tijm 68% dos casos incluiram o
suposto pai como o pai biolégico e 27% dos supogtis estavam registrados na
certiddo de nascimento do filho e requisitaramanexde paternidade para confirmé-la.
A taxa de mutacdo encontrada variou de 0,4 a 2 %pEd locus per gamete per
generation. Ap6s o0s estudos simulados, verificou-se que oshanets programas
computacionais livres sdo os softwares PATCAM e RAKS. O software PATCAM

€ adequado e eficaz para o uso em grande escaleasos mais simples, enquanto
software FAMILIAS é indicado para os casos compsegnvolvendo relacionamentos
familiares complicados ou com muitos individuos.

Palavras- Chave:DNA, STR, Programas Computacionais
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1. Introducéo rapida andlise, além de ter acesso facil pelos
laboratorios [4,5].
Recentemente, as investigacbes de O objetivo desse trabalho é o de

vinculos genéticos e de identificacdo humana €ncontrar e verificar o software livre (ndo pago)
através da andlise de DNA tém sido com o modo de andlise de dados de vinculos
requisitadas para os mais diversos tipos de geneticos e identificagdo humana mais eficiente
casos. Essas situacdes ocorrem tanto em caso§ Pratico, que facilite e agilize as analises
familiares por questdes sociais, financeiras ou €statisticas de casos que possuem um maior
de salde; como em casos de acidentes emgdrau de dificuldade. Para avaliar os programas,
massa, 0s quais abrangem acidentes aéreosera feito o estudo simulado utilizando dados de
(TAM 1996, GOL 2006, TAM 2007), desastres Casos encontrados na literatura ou de casos reais
naturais (Tsunami 2004) e conflitos armados da populacdo brasileira tendo como base os
(World Trade Center 2001, Madrid 2004) [1,2]. resultados ja obtidos atraves da genotipagem.

Entretanto, nos Gltimos anos, as anélises Também sera realizado o levantamento
de investigacdo tornaram-se mais complexas estatistico dos casos da populagado brasileira
visto que a sociedade tem formado relacées utilizados no estudo para ter-se uma visao da
familiares cada vez mais amplas. Exemplos realidade brasileira em relacéo as suas relagoes
desses relacionamentos sdo os casos de meiogmiliares e os tipos de exames solicitados.
irmaos na auséncia dos pais, casos de
reconstrucdo, casos de identificacéo através de2. Materiais e Métodos
tios e primos, entre outros [3].

No processo de investigacdo, ap0s a 2.1. Para o levantamento estatistico dos
obtencdo do perfil genético dos envolvidos em casos:
laboratério, através da técnica da Reacdo em Foi realizado o levantamento dos casos
Cadeia da Polimerase (PCR), a estatistica reais de vinculo genético dos anos de 2005 e
funciona como uma importante ferramenta para 2006 de um laboratério particular da cidade de
a obtencao de um resultado efetivo e conclusivo Sado Paulo. Nesse periodo, o laboratorio recebeu
a respeito do relacionamento dos envolvidos exames com amostras de diferentes regides do
[4]. pais (compondo 23 estados) para serem

A razdo de verossimilhanca dos genotipadas. A analise estatistica foi possivel a
relacionamentos pode ser calculada partir das informacbes genéticas e pessoais
manualmente, todavia, em casos de maior obtidas dos dados contidos nas fichas de
complexidade (em que ha& genealogia registro e documentos dos participantes dos
incompleta ou em grande escala), os célculos exames. Essa amostra populacional incluiu
estatisticos  tornam-se  mais  laboriosos, 3 834 individuos, em 1.300 casos

consumindo tempo e pessoal qualificado. Dessa  pgra isto, utilizou-se uma planilha do Excel

forma, € imprescindivel a utilizacdo de .omg panco de dados e foram registradas as
programas computacionais especificos como geqintes variaveis:

ferramenta para esses calculos [5].
Atualmente, existem programas
computacionais de analise estatistica tanto para,
casos simples, como para casos complexos.
Porém, a maioria deles ndo é gratuita ou tem®

* Numero de identificacdo de cada exame
Estado de origem materna

Estado de origem do suposto pai

ldade materna na data de concepcéo do filho

uma interface de uso ndo compativel ou “user- ddo Sxame . do filho d
friendly”[5], o que torna dificil 0 acesso a esses ° ldade materna no nascimento do filho do
exame

aparatos. Assim, é inegavel a necessidade ] .
daescolha de um software de analises® !dade do suposto pai na data de concepgéo

estatisticas efetivo, ou seja, com alto grau de  do filho do exame
confiabilidade, que seja de facil manuseio e de



Idade do suposto pai no nascimento do filho Foram inseridas, de acordo com as

do exame especificacbes de uso dos softwares, as
Idade do filho na data em que o exame foi Seguintes informacdes:

realizado " Perfis genéticos dos envolvidos, contidos
Cor da pele declarada pela mae nos exames dos laudos de filiacdo dos anos
Cor da pele declarada pelo suposto pai de 2005 e 2006, utilizando 13 ou 15

Se negatéria (quando o pai registrado na  marcadores STR autossomicos.
certiddo de nascimento participa do exame ® Pperfis genéticos de artigos cientificos e

para confirmacao de paternidade) relatos de casos utiizando STR
Se inclusdo (quando o suposto pai € o pai autossdmicos. [8-12]

bioldgico)

Se exclusédo (quando o suposto pai ndo é o

pai biolégico) 2.4, Tipos de casos analisados:

Se o pai registrado na certiddo de a)Casos teste 1: Trio Classico

nascimento nado foi confirmado como Para o estudo simulado dos casos de trio foram
biol6gico (quando o pai biolégico é outro utilizados os dados genéticos de 40 supostos
homem que n&o aquele da certidao) pais, maes e filhos dos exames de filiacéo.

Se o exame foi realizado para confirmagao

de maternidade bioldgica b) Casos teste 2: Duo

Se o exame foi realizado para confirmacdo Parao estudo simulado dos casos de duo foram
de paternidade utilizados os dados genéticos de 40 supostos

Se o exame foi de reconstrucdo (utilizam-se Pais e filhos dos exames de filiacéo.
dados genéticos dos avos)

Se o exame foi Trio (utilizam-se dados C) Casos teste complexos 3: Parentesco
genéticos do suposto pai, mae e filho). Para o estudo simulado dos casos de parentesco

foram utilizados os dados genéticos de 20 casos
de: meio-irmaos (6), irméos (13) e de tio-
sobrinho (1) dos exames de filiagao.

Se o0 exame foi Duo (utilizam-se dados
genéticos do filho e do suposto parente, sem
a analise dos dados da mée)

Se houve mutacao

Quelocusocorreu a mutacao

Que alelo ocorreu a mutacéo

Qual a origem da mutagéo (assume-se que 0
alelo parental mais similar em tamanho é o
gue originou a mutacao no descendente)
Quantas repeticbes a mais ou a menos
ocorreram na mutacao

d) Casos teste complexos 4: Reconstrugcao

Para o0 estudo simulado dos casos de
reconstrugao foram utilizados os dados
genéticos de 4 avos/avdés maternos e/ou
paternos, filhos, mées e supostos pais dos
exames de filiacao.

e) Casos teste complexos 5: Mutacdes e Alelos
Nulos

2.2. Escolha dos programas computacionais: Para esse estudo simulado foram utilizados os

A pesquisa da bibliografia referente as dados genéticos dos exames de filiagdo de 8

ferramentas computacionais (softwares) foi Supostos pais, maes e filhos em que foram
realizada através da busca por esse tema nogncontradas mutacoes, e para as simulagdes de
bancos de dados dos sites PubMed e 1SI Webalelos nulos, alguns dados genéticos foram
of Knowledge [6,7]. retirados.

2.3. Andlise de dados de identificagdo f) Casos teste complexos 6: Casos complexos

humana e vinculo genético utilizando  variados
softwares.



Para esse estudo simulado foram utilizadogl. Caso em que foram encontradas ossadas de
dados genéticos obtidos de 6 artigos cientificos 5 criangcas e 2 adultos em duas covas
ou relatos de caso [8-12], como segue: distintas. Com os dados genéticos desses

0Ss0S quer-se saber se estes individuos
Caso em que temos 4 dados genéticos: da  tinham relagdo familiar e qual era essa
crianca 1, da mée da crianca 1, da crianca 2 relacdo. (15 STRs analisados). [12]
que é filha dessa mde com o pai X, e da
crianca 3 que é filha do pai X com outra Dessa forma os softwareguderam ser
mulher. A crianca 1 é filha do pai X? (7 estudados e avaliados em relacéo a:
STRs analisados). [8]

* Simplicidade da interface

Caso em que temos 5 dados genéticos: da « Tipos de casos que realizam

crianga 1, da mée da crianca 1, da crianca « Introducéo das frequéncias
2, da crianca 3, da mae das criangas 2 e 3. populacionais

Sendo o pai X o pai das criangas 2 e 3, a « Tempo que necessitam para
crianca 1 também é filha desse homem? (7 realizag3o dos casos

STRs analisados). [8] « Armazenamento de dados

* Desempenho na realizagcdo dos casos
complexos relacionando o tipo de
caso complexo em questao
Desempenho em relacdo a analise
estatistica de cada tipo de caso

* Viabilidade para uso em grande

Caso em que uma crianca tem duas
mutacdes de origem materna em do@is

diferentes. Temos os dados do suposto pai,
do filho e da mée. (14 STRs analisados).

[9]

Caso em que temos 9 dados genéticos: de escala

um feto, da méae desse feto, do irmdo dessa

mae, do pai 1 que é pai da mae e do irmao, 3. Resultados

do avd que é pai do pai 1, e de quatro

homens néo relacionados com essa familia. 3.1 Levantamentos estatisticos dos casos
Quem € o pai do feto? (8 STRs analisados)

0 o,
[10] 78% dos individuos adultos

participantes dos exames nasceram nas regioes
Sul (19%) e Sudeste (59%) (Figura 1), nos
estados de S&o Paulo com 47,73% e Parana
com 8,88% (Tabela 1), respectivamente.

A faixa de idade materna predominante
guando o filho submetido ao exame nasceu foi
de 20 a 24 anos, seguida da faixa de idade de 15
a 19 anos. A faixa de idade do suposto pai
predominante nesse periodo foi também de 20 a
24 anos, seguida de 25 a 29 anos (Figura 2).

Caso em o homem X estd desaparecido e
foi encontrado o cadaver X. Queremos
saber se o cadaver X é o do homem X que
estava desaparecido. Temos os dados do
cadaver X, de 3 irmds do homem X, dois
filhos do homem X, do sogro do homem X
e de duas cunhadas do homem X, filhas de
seu sogro. (9 STRs analisados). [11]
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Figura 1. Grafico da porcentagem de individuos por regi@sitgira.

Tabela 1.Porcentagem de individuos adultos do estudo pades

ESTADO NUMERO DE INDIVIDUOS % DE INDIVIDUOS
SP 1241 47,73%
PR 231 8,88%
MG 168 6,46%
SC 154 5,92%
PE 110 4,23%
RS 102 3,92%
ES 82 3,15%
BA 80 3,08%
MS 79 3,04%
MA 70 2,69%
RJ 56 2,15%
PI 35 1,35%
CE 24 0,92%
PB 20 0,77%
AL 19 0,73%
SE 19 0,73%
DF 10 0,38%
GO 5 0,19%
PA 4 0,15%
MT 3 0,12%
RO 3 0,12%
AM 2 0,08%
RN 2 0,08%

Né&o declarado 81 3,12%

TOTAL 2.600 100,00%




IDADE MATERNA E DO SUPOSTO PAI QUANDO O FILHO PARTICIPANTE DO EXAME NASCEU
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Figura 2. Grafico da porcentagem quanto a faixa de idadenmate do suposto pai quando o filho
submetido ao exame nasceu.

Porcentagem de individuos

A idade minima encontrada entre os Em relacdo ao tipo de exame, em quase
participantes dos exames quando o filho todos os exames foi requerido o exame de
participante do exame nasceu foi de 11 e de 15 paternidade e na maioria destes participaram o0s
anos para as maes e supostos pais, supostos pais, filhos e méaes (trio). Poucos casos
respectivamente. Os exames de filiacdo, em suase trataram de exames em busca da maternidade
maioria (64%), foram aplicados em filhos que ou de reconstrugéo (Figura 5).
estavam na faixa de idade menor que 5 anos Quanto ao resultado do exame, cerca de
(Figura 3). Em 41% dos casos, o filho em 70% incluiu o suposto pai como o pai biolégico
guestdo ndo possuia registro de filiacdo paternae 27% dos pais que registraram os filhos na
na certiddo de nascimento. certiddo de nascimento duvidaram dessa

Grande parte (74%) dos individuos paternidade (negatoria) (Figura 5).
adultos se auto-declarou ou foi declarada Dos filhos que possuem registro paterno
branca, com minoria parda, negra e oriental, na certiddo de nascimento, ndo tiveram esses
respectivamente (Figura 4). pais confirmados como bioldgicos pelo exame

31,46% (Tabela 2).

IDADE DO HLHO QUANDO FOI REALIZADO O EXAMEDE ALl ACAO
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Figura 3. Grafico da porcentagem quanto a faixa de idadgueo filho submetido ao exame tinha
guando o realizou.



COR DA PELE DECLARADA
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Figura 4. Grafico da porcentagem de individuos adultos quartor da pele declarada no exame.

CARACTERISTICAS DOS EXAMES
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Figura 5. Grafico da porcentagem dos exames em relacaaasatacteristicas.

Tabela 2.Numero total e porcentagem dos filhos que possegmtro paterno na certidao de
nascimento e nao tiveram esses pais confirmadose batbgicos pelo exame.

Possui outro pai na certiddo % do total de exames % sobre os exames do tipo negatéria
191 14,69% 31,46%




10

Quanto as mutag@es, foram encontradas ocorreu em alelos com alto nuamero de
23 mutacbes, sendo a maioria de origem repeticbes (Tabela 6). A taxa de mutacdo
paterna (Tabela 3). A maioria das mutacBes encontrada varia de 0,4 a 2 X*Ifer locus per
ocorreu nogoci VWA, FGA e 18S51 (Tabela4) gamete per generationA idade paterna que
e se tratou do ganho ou perda de apenas lcedeu a mutagdo, em 16 dos 20 casos, era maior
repeticdo( Tabela 5). A maioria das mutacdes ou igual a 30 anos.

Tabela 3.Porcentagem de mutacdes encontradas nos exametagéo a sua origem.

ORIGEM MUTACAO %0

PATERNA 20 1,54%
MATERNA 1 0,08%
INDEFINIDA 2 0,15%
GERAL 23 1,77%

Tabela 4.Porcentagem de mutac¢des encontradas emaadsdos STRs.

locus NUMERO %

D21S11 2 8,70%
D851179 1 4,35%
VWA 5 21,74%
FGA 3 13,04%
D18S51 3 13,04%
D5S818 1 4,35%
D16S539 1 4,35%
CSF1PO 2 8,70%
D19S253 1 4,35%
D3S1358 1 4,35%
D19S433 1 4,35%
D13S317 1 4,35%
D7S820 1 4,35%
TOTAL 23 100,00%

Tabela 5.Distribuicdo das mutacdes por nimero de ganho/mkrdapeticdes.

numero de repeticbes numero de mutacoes

3 1
2 1
1 12
-1 9
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Tabela 6.Relacdo dos alelos em que a mutagao ocorreu ¢otargalo de alelos existentes no
respectivdocus

alelo que mutou Intervalo de alelos do locus

11 6 até 14
23 18 até 32
14 5 até 15
15 11 até 21
22 18 até 32
14 7 até 15
14 9 até 24
23 18 até 32
20 11 até 21
15 8 até 17
12 6 até 14

9 9 até 18.2
12 8 até 15
16 11 até 21
21 9 até 24
12 9 até 17
30 24 até 38
16 11 até 20
16 11 até 21

9 7 até 14
19 9 até 24

32,2 25 até 36

15 11 até 21

3.2 Softwares interface ultrapassada, requerem um manuseio

laborioso e demorado e usam o sistema
operacional DOS. Assim, ndo estdo de acordo
com a proposta de obter um programa de
andlise estatistica para utilizacdos centros

publicos brasileiros que realizam exames em

Durante a revisdo bibliografica, foram
encontradas referéncias a respeito de softwares
para analise estatistica em vinculos genéticos e
identificacdo humana e para a andlise de
vinculos genéticos em ndo humanos [13-24]. . - )

Dentre os utilizados em humanos grande escala e sO utilizam sistemas

operacionais atuais. [16
destacam-se 12. Desses, apenas metade, ofP [16] .
c) O programa PatPCR criado por um

seja, 6 programas sao de livre acesso (nao . . iy
pesquisador espanhol s6 pode ser utilizado com

pagos), (Tabela 7). Dessa forma, esses 6 a ~ .
e . as frequéncias da populacdo espanhola. Ele é

programas computacionais foram analisados e
bloqueado para outra base de dados de

estudados mais detalhadamente através do A C : ~
. , frequéncias populacionais, assim ndo pode ser
download de seus manuais e programas: i o
utilizado para casos brasileiros. [17]

a) O programa DNAStat, criado por um .
Assim, somente 0s  programas

pesquisador polonés, contém manual apenas em, ., iacionais  FAMILIAS e PATCAM
polonés, sendo assim de dificil utilizacdo e

) . contém interface e funcionamento de acordo
entendimento no Brasil. [15] com a proposta do projeto e foram avaliados e
b) Os programas Patern e EasyPat brop Proj

: . ~ comparados nesse estudo, a seguir.
criados por um pesquisador aleméo, nos anos
de 1996 e 2000 respectivamente, contém uma
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Tabela 7.Softwares disponiveis. * Base julho de 2009

Pais A Precoem CASOS CASOS CASOS MEIC CASOS MAIS
SOFTWARE no que RECONSTRUCAO
foi criado
Dolares* TRIO DUO IRMAOS COMPLEXOS
DNA Stat Polénia 2007 Free SIM SIM NAO NAO Quando ha mutagde:
alelos nulos
DNA-View E.UA 2008 6.601,17 SIM SIM SIM SIM SIM
EasyDNA China 2008 3.667,32 SIM SIM SIM SIM SIM
EasyPat Alemanha 2000 Free SIM SIM NAO SIM NAO
Familias Holanda 2006 Free SIM SIM SIM SIM SIM
GenoProof Alemanha 2008 5.134,25 SIM SIM SIM SIM aQdo ha mutacGes
Genotype Eslovaquia 2008 5.733,47 SIM SIM SIM SIM SIM
Hugin Dinamarca 2004 3.675,30 SIM SIM SIM SIM SIM
PATCAM Espanha 2003 Free SIM SIM SIM SIM  Quando ha mutagde:
alelos nulos
Patern Alemanha 1996 Free SIM NAO NAO NAO NAO
Paternity Index Alemanha 2007 2.940,24 SIM SIM SIM SIM SIM
PatPCR Espanha 2003 Free SIM SIM SIM NAO NAO

Tanto nos exames do tipo trio, quanto sobrinho, irmaos, avd-neto). Entretanto, o
nos exames do tipo duo que sdo exames maissoftware PATCAM, em 35% dos casos, ao
basicos, a diferenca de resultado entre os doiscalcular as possibilidades e probabilidades de
programas é minima ou nula (Tabelas 8 e 9). parentesco entre os dois individuos, mostrou
Nos casos mais complexos de relacdo de uma relacdo de parentesco diferente da real
parentesco, o programa PATCAM obteve, em como sendo a de maior probabilidade. Ja no
90% dos casos, resultados com valores maioressoftware FAMILIAS, que depende do usuario
do que os obtidos com o programa FAMILIAS. adicionar as relagdes (entre os dois individuos),
O programa PATCAM, no momento do sobre as quais ele quer saber a probabilidade,
calculo, mostra um quadro de relagfes possiveisisso sé ocorreu em 15% dos casos. (Tabelas 10
entre o0s dois individuos, e suas devidas e 11).
probabilidades (ex. meio-irmaos, primos, tio-
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Tabela 8.Resultados dos calculos estatisticos dos }riosmms/ares PATCAM e FAMILIAS.
PP: Probabilidade de Paternidade. IPC: Indiceatlerpidade cumulativo.

CASO

PATCAM PP

PATCAM IPC

FAMILIAS PP

FAMILIAS IPC

O©CoO~NOUDWNEE

39

99,999921%
99,999920%
99,999785%
99,999999%
99,999986%
99,999991%
99,999380%
99,996742%
99,999728%
99,999981%
99,999997%
99,999709%
99,999417%
99,999815%
99,999935%
99,998370%
99,999989%

99,999948%
99,999963%
99,999979%
99,999996%
99,999979%
99,999994%
99,999978%
99,999997%
99,998523%
99,999998%
99,999232%
99,999373%
99,999693%
99,999615%
99,998591%
99,994614%
99,999842%
99,999997%
99,999952%
99,999949%
99,999621%
100,000000%
0,999999838

1.265.507
1.246.609
464.784
72.335.820
7.274.996
11.609.043
161.372
30.691
367.036
5.347.740
33.413.624
343.206
171.409
541.004
1.529.552
61.345
8.859.032

1.919.064
2.670.716
4.749.308
22.856.290
4.710.893
17.976.472
4.511.379
33.557.813
67.710
60.905.512
130.208
159.362
325.706
259.651
70.994
18.564
634.299
32.472.462
2.072.109
1.976.732
263.869
1.043.579.787
6189785

99,999921%
99,999920%
99,999785%
99,999999%
99,999986%
99,999991%
99,999380%
99,996742%
99,999728%
99,999981%
99,999997%
99,999709%
99,999417%
99,999815%
99,999935%
99,998372%
99,999989%

99,999948%
99,999963%
99,999979%
99,999996%
99,999979%
99,999994%
99,999978%
99,999997%
99,998523%
99,999998%
99,999232%
99,999373%
99,999693%
99,999615%
99,998591%
99,994614%
99,999842%
99,999997%
99,999952%
99,999949%
99,999621%
100,000000%
0,999999838

1.265.507
1.246.609
464.784
72.335.822
7.274.996
11.609.043
161.372
30.691
367.036
5.347.740
33.413.624
343.205
171.580
541.003
1.529.551
61.405
8.859.031

1.919.063
2.670.715
4.749.308
22.856.289
4.710.892
17.976.471
4.511.379
33.591.371
67.710
60.905.511
130.207
159.362
325.706
259.651
70.994
18.564
634.298
32.472.462
2.072.108
1.976.731
263.868
1.043.579.849
6189785
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Tabela 9.Resultados dos calculos estatisticos dos gjuosoitvsares PATCAM e FAMILIAS.
PP: Probabilidade de Paternidade. IPC: Indiceatlerpidade cumulativo.

CASO PATCAM PP PATCAM IPC FAMILIAS PP FAMILIAS IPC
1 99,933959% 1513 99,933959% 1513
2 99,998542% 68586 99,998542% 68586
3 99,980845% 5220 99,980845% 5219
4 99,999401% 167067 99,999401% 167066
5 99,999024% 102458 99,999024% 102458
6 99,994249% 17388 99,994249% 17388
7 99,970773% 3421 99,970773% 3420
8 99,807108% 517 99,807108% 517
9 99,917161% 1206 99,917161% 1206
10 99,999866% 745964 99,999866% 745963
11 99,999714% 349667 99,999714% 349666
12 99,973766% 3811 99,973766% 3810
13 99,978190% 4584 99,978212% 4588
14 99,947343% 1898 99,947343% 1898
15 99,805310% 513 99,805310% 512
16 99,962670% 2678 99,962707% 2680
17 99,998761% 80720 99,998761% 80720
18 99,992911% 14105 99,992911% 14104
19 99,993032% 14350 99,993032% 14349
20 99,997796% 45377 99,997796% 45376
21 99,996613% 29521 99,996613% 29521
22 99,989189% 9249 99,989189% 9249
23 99,998811% 84123 99,998957% 84122
24 99,986288% 7287 99,986278% 7286
25 99,999508% 203242 99,999508% 203445
26 99,991842% 12256 99,991842% 12256
27 99,999686% 318852 99,999686% 318851
28 99,612561% 257 99,612561% 257
29 99,856912% 698 99,856912% 697
30 99,981528% 5413 99,981528% 5412
31 99,988951% 9049 99,988951% 9049
32 99,904978% 1051 99,904978% 1051
33 99,810313% 526 99,810313% 526
34 99,957265% 2339 99,957265% 2338
35 99,998073% 51903 99,998073% 51902
36 99,985567% 6928 99,985567% 6927
37 99,994215% 17286 99,994215% 17285
38 99,987448% 7966 99,987448% 7965
39 99,999979% 4690431 99,999979% 4690430
40 99,989510% 9532 99,989510% 9532
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Tabela 10.Resultados dos calculos estatisticos de difergrarntescos nos softwares PATCAM e
FAMILIAS. PS. Probabilidade de parentesco. CSlidadle irméaos completos. HSI Indice de meios
iIrmaos.

CASO TIPO PATCAM PS PATCAM CSI/HSI FAMILIAS PS FAMILIAS CSI/HSI
1 MEIO IRMAO 81,442330% 4 47,590193% 1
2 MEIO IRMAO 91,122660% 10 69,278699% 2
3 MEIO IRMAO 98,417190% 62 66,331938% 2
4 MEIO IRMAO 98,417190% 62 99,340061% 151
5 MEIO IRMAO 74,315560% 3 53,051654% 1
6 MEIO IRMAO 62,937170% 2 32,433393% 0,48
7 IRMAO COMPLETO 99,996960% 32.976 93,514967% 14
8 IRMAO COMPLETO 99,949750% 1.989 92,277087% 12
9 IRMAO COMPLETO 99,996400% 27.853 98,794809% 82
10 IRMAO COMPLETO 99,965470% 2.895 94,435537% 17
11 IRMAO COMPLETO 99,999930% 1.457.318 67,053850% 2
12 IRMAO COMPLETO 8,993000% 1 3,576820% 0,04
13 IRMAO COMPLETO 99,999410% 171.710 97,011768% 32
14 IRMAO COMPLETO 98,348400% 59 55,362644% 1
15 IRMAO COMPLETO 99,999990% 3.000.000.000 99,999960% 24.808.007
16 IRMAO COMPLETO 99,999990% 253.940.461 99,968526% 3.176
17 IRMAO COMPLETO 69,585100% 2 52,715071% 1
18 IRMAO COMPLETO 51,846540% 1 11,575718% 0,13
19 IRMAO COMPLETO 99,994630% 18.655 98,567093% 69
20 TIO-SOBRINHO 69,280090% 2 71,440931% 3

Tabela 11. Relacdo fornecida pelos softwares PATCAM e FAMIBIAomo sendo a de maior
probabilidade.

CASO TIPO PATCAM FAMILIAS
1 MEIO IRMAO MAIOR PARA PRIMOS
2 MEIO IRMAO
3 MEIO IRMAO
4 MEIO IRMAO
5 MEIO IRMAO MAIOR PARA PRIMOS
6 MEIO IRMAO MAIOR PARA PRIMOS MAIOR PARA PRIMOS
7 IRMAO COMPLETO
8 IRMAO COMPLETO
9 IRMAO COMPLETO
10 IRMAO COMPLETO
11 IRMAO COMPLETO
12 IRMAO COMPLETO MAIOR PARA PRIMOS E MEIO IRMAOS MAIOR PARA PRIMOS
13 IRMAO COMPLETO
14 IRMAO COMPLETO
15 IRMAO COMPLETO
16 IRMAO COMPLETO
17 IRMAO COMPLETO MAIOR PARA PRIMOS
18 IRMAO COMPLETO MAIOR PARA PRIMOS E MEIO IRMAOS MAIOR PARA MEIO IRMAOS
19 IRMAO COMPLETO
20 TIO-SOBRINHO MAIOR PARA PRIMOS

Nos exames complexos do tipo caso 2 em que s6 havia os dados genéticos da
reconstrucdo, em 3 dos 4 casos, 0 programamae, do filho e da avo paterna (Tabela 12).
FAMILIAS obteve uma probabilidade maior, Quando testados 0s casos em que foram
sendo que o progrma PATCAM néo resolveu o encontradas mutacbes, em 87% dos casos, 0
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programa PATCAM forneceu valores de Porém, o programa FAMILIAS resolveu
probabilidade maiores do que as fornecidas quase todos os casos e forneceu probabilidades
pelo programa FAMILIAS (Tabela 13). Nos com valores altos para o0s especificos
casos de alelos nulos, o software FAMILIAS relacionamentos. Para o caso Ill, a uUnica
nao resolveu esse tipo de caso, visto que ndo hgprobabilidade que o programa calculou foi a do
como deixarmos um alelo em branco, ao gravar suposto pai ser o pai verdadeiro (Tabela 14), ele
os dados genéticos para um marcador. Nasndao incluiu a mae no calculo. Assim, para esse
simulacdes dos casos de maior grau de caso de duas mutacfes em doausdiferentes
dificuldade, o programa PATCAM néo foi n&o foi possivel com o programa FAMILIAS
capaz de resolver nenhum. obter o] resultado.

Tabela 12.Resultados dos calculos estatisticos dos cas@xdestrucédo nos softwares PATCAM e
FAMILIAS. PP: Probabilidade de Paternidade. IPClide de paternidade cumulativo.

CASO PATCAM PP PATCAM IPC FAMILIAS PP FAMILIAS IPC
1 99,993284% 14.889 99,999809% 523.088
2 NAO FAZ NAO FAZ 56,609191% 1
3 99,230289% 128 99,754744% 407
4 99,967074% 3.036 99,964707% 2.832

Tabela 13.Resultados dos calculos estatisticos dos casosi@ggao nos softwares PATCAM e
FAMILIAS. PP: Probabilidade de Paternidade. IPClide de paternidade cumulativo.

CASO PATCAM PP PATCAM IPC FAMILIAS PP FAMILIAS IPC

1 99,999903% 1.031.216 99,821525% 559

2 99,999989% 8.773.577 99,976332% 4.224

3 99,997097% 34.442 99,998818% 84.636

4 99,999987% 7.942.891 99,999210% 126.641

5 99,999788% 472.628 99,597920% 248

6 100,000000% 5.540.820.997 99,999996% 27.338.898
7 99,999999% 82.691.203 99,999562% 228.448

8 99,999758% 412.396 99,426013% 173

Tabela 14.Resultados dos casos complexos variados no seffaeviILIAS

CASO FAMILIAS Probabilidade FAMILIAS Indice

I 99,9646943763374% 2.831

I 77,6222836898552% 3

11 99,9962751897130% 26.846

v 99,9999999999986% 96.889.010.407
\% 98,3778019827098% 60

Vi 99,9999349717365% 1.537.792

Ao compararmos os dois softwares, o individuos. O software PATCAM, na maioria
programa PATCAM realiza casos basicos e dos casos, sO permite calcular probabilidades de
complexos, que envolvem até 6 individuos relacionamentos entre individuos que possuem
(reconstrucéo), enquanto o programa um perfil genético. O programa FAMILIAS d&
FAMILIAS realiza casos simples e de maior ao usuario a possibilidade de determinar a
dificuldade em que estdo envolvidos mais de 6 relagdo familiar mais provavel entre um ndmero
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grande de individuos, podendo ser necessarioque pertencem, assim, deve-se identificar de
adicionar pessoas para as quais nao se tem unmmodo uniforme o0s marcadores pertencentes a
perfil genético. Por exemplo: para descrever uma mesma tabela de freqtiéncia. Esse modo de
gue uma mulher tem 3 filhos com o mesmo insercdo de frequéncias populacionais pode
homem, é necesséario incluir este na genealogia,causar confusdo ou erro no momento de
mesmo se o0s dados moleculares estiveremintroduzir os dados genéticos, fazendo com que

indisponiveis. marcadores de diferentes populacdes participem
As areas de trabalho dos dois do mesmo caso.
programas, para os diferentes tipos de casos, Na funcdo de armazenamento de dados,

possuem uma interface muito facil de ser os dados genéticos no programa PATCAM sé&o
utilizada. Para o software PATCAM, o formato inseridos em uma Base de dados que esta
em planilhas de Excel facilita a insercdo e a relacionada com as areas de trabalho
leitura de dados. Na mesma planilha h& a opcaoespecificas a cada tipo de caso. Esses valores
de escolher, dentre todos os casos gravados, csdo gravados e armazenados, permitindo futuras
caso que se quer o resultado, podendo assimconsultas nos casos realizados anteriormente.
visualizar rapidamente o0s resultados de No programa FAMILIAS, cada caso é gravado
gualquer caso que ja teve seus dados genéticoseparadamente, sendo que a cada novo caso, as
inseridos na base de dados. O software freqiéncias alélicas e os marcadores precisam
FAMILIAS tem uma interface mais organizada, ser inseridos novamente.

com icones que sao figuras representativas das Em relacdo aos calculos estatisticos, os
variadas funcdes. Todavia, sO se pode visualizar dois programas ndo disponibilizam as formulas
um caso por vez e, para interpretar os algébricas utilizadas para os calculos. O
resultados, é necessario um conhecimento maisPATCAM permite que sejam calculadas as
detalhado do programa. frequéncias alélicas minimas. O programa

Em relacdo a introducéo e utilizagdo de FAMILIAS utiliza pardmetros para genealogias
frequéncias populacionais, nos dois softwares o0 que possuem varias geracdes, relacionamentos
processo demanda tempo, ja que as freqiénciagncestuosos e genealogias envolvendo
precisam ser inseridas manualmente no local comportamento promiscuo; além de
apropriado e os alelos com uma casa decimal disponibilizar variados modelos de mutacao,
precisam ser inseridos com um zero na frente. diferenciando as taxas de mutac&do femininas e
Esse método aumenta os riscos de um erro nomasculinas. Isso permite que ele resolva os
momento da digitacao. mais variados casos complexos.

No PATCAM, podem ser inseridos Nos casos em que ha exclusdo, o
dados de muitas populacdes, uma em cadaprograma FAMILIAS nao calcula nenhuma
planilha da area de trabalho. Essa caracteristicaprobabilidade, enquanto que o0 programa
€ uma grande vantagem, visto que existem PATCAM, ao calcular as probabilidades nesses
frequéncias populacionais diferentes nas casos, considera os indices de paternidade dos
regioes brasileiras [25-30], sendo possivel uma marcadores que néo foram excluidos.
flexibilidade na escolha da populacdo a ser Os dois softwares resolvem o0s casos
utilizada. Outra vantagem é a possibilidade de com rapidez. O tempo necessario entre a
inserir nas linhas “other”, ou nas que estdo em introducdo dos dados genéticos (sem contar a
branco, novos nomes de alelos e suas introducdo das frequéncias alélicas) até o
freqUéncias. Dessa maneira, a atualizacdo doscalculo dos resultados para o PATCAM é de 7
dados das frequéncias populacionais € facilitada minutos (casos mais basicos) até 10 minutos
guando sao estabelecidos novos alelos. No (casos de reconstrucdo). Para 0 programa
programa FAMILIAS, os marcadores e suas FAMILIAS o tempo varia de 5 minutos (casos
frequéncias alélicas sao inseridos mais basicos) até 15 minutos (casos envolvendo
independentemente da tabela de frequéncia amais de 6 individuos) (Tabela 15).



Tabela 15.Comparacao entre os dois softwares

Parametro

PATCAM

FAMILIAS

Simplicidade da interface

A area de trabalho dos diferent
muito simples de ser utilizada.

facilita a insercdo e a leitura ¢
dados.

Ha a opcdo de, numa mes
planilha, escolher e mudar de cd
rapidamente. Os resultados pod
ser analisados e
rapidamente.

O formato em planilhas de Excpl

interpretados

| Tem uma interface organizad

1]

Os dados genéticos sao inseriq
facilmente.
ara interpretar os resultados

=]

SQ

alP(qetalhado do

X programa. Apen

um caso pode ser visualizado
programa.

As frequéncias precisam s
inseridas manualmente na planil
do Excel.

Podem ser guardados dados

biinsere-se manualmente, para c{
hanarcador, suas
especificas.

d@s dados de diferentes populag

. : ““clean”, facil de ser manipuladg,
tipos de casos possui uma estrutpirg

necessario um conhecimento mai

1Y

(0]

com ferramentas que S
| diferenciadas através de desenhos
;representativos.

0s

da

frequéncips

es

Introdugdo das freqUéncigsnuitas populagdes, em diferentesdo armazenados numa mesina
populacionais planilhas da area de trabalho. plataforma, assim, sup
Ha a possibilidade de inserir npgiferenciagcdo depende de urpa
linhas que estdo em branco, nojosomeacao uniforme pafa
nomes de alelos e supsnarcadores de uma mesrha
frequéncias. populacao.
Trios, Duos, Parentesce, Trios, Duos, Parentesce,

Tipos de casos que realizam

de pelo menos 2 avos), Mutacéad
Alelos Nulos.

Reconstrucdo (quando ha os dagld®econstrucdo, Mutagdo e Cag

eais complicados envolvendg

mais de 6 individuos.

Tempo que necessitam pg
realizacédo dos casos

rgl)e 7 minutos (casos mais basic¢s

. . té 15 minutos (casos complex
até 10 minutos (casos (e .
x ou envolvendo mais de
reconstrucao). S
individuos).

e 5 minutos (casos mais basic

Armazenamento de dados

Os dados genéticos de todos
casos sao inseridos em uma b
de dados relacionada com as ar
de trabalho especificas.

Os valores sdo gravados

armazenados, permitindo futur
consultas.

0S0 pode ser gravado, ou abe

hqEara consulta, um caso por vez.

P&¥s dados gravados podem ser
consultados.

é\ cada caso novo devem-se insq

hgiovamente as frequénci
populacionais relevantes.

S

Desempenho em relacdo
andlise estatistica de cada ti
de caso

Nao disponibiliza as férmulal
algébricas utilizadas para
calculos. Permite célculo dd
freqiéncias alélicas minimas.
Nao disponibiliza variado
modelos de mutagéo.

5o diferencia as taxas de mutag
p&mininas e masculinas.

5N&o disponibiliza as férmulal
salgébricas  utilizadas para
scélculos.
Nao realiza calculo das freqiiénci
b alélicas minimas.
Disponibiliza variados modelos d
amutacdo. Diferencia as taxas
mutagédo femininas e masculinas

Ndo utiliza parametros pal

coancestralidade.

genealogias que possuem varlagenealogias que possuem Var

aUtiliza parametros par

geragoes, relacionamentpgeracoes, relacionament
incestuosos e genealogihsncestuosos e genealogi
envolvendo comportamenfoenvolvendo comportamen

promiscuo. Utiliza coeficiente depromiscuo. Utiliza coeficiente

coancestralidade.
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No software FAMILIAS, o usuario pode ainda é caro para as classes sociais mais baixas,
fornecer ao programa as provaveis relacbes e realizado em umas das cidades mais
entre os individuos e calcular a relagdo mais desenvolvidas do pais.
provavel dentre essas possibilidades. Se néao O vinculo genético requerido em quase
houver nenhuma informacdo prévia a respeito todos os exames foi o de paternidade e ainda é
dessa relacdo, o programa acaba fornecendomuito pequena a propor¢cdo de exames de
centenas ou até milhares de relacbes entre osreconstrucdo. Esse fato se deve ao maior prazo
individuos. necessario a elaboracao desse tipo de exame, ao

Utilizar a ferramenta dasprioris, custo mais elevado, e porque esse tipo de
informar a idade e o género dos individuos, e solicitacdo € normalmente requerido em casos
identificar se alguma pessoa é crianca (ainda civeis em processos judiciais. Os exames com
nao tem filhos), sdo informacdes que auxiliam a resultado de exclusdo da paternidade
desconsiderar algumas alternativas improvaveis representaram um indice consideravel (32%),
e limitar o nimero de genealogias. Uma das mostrando as duavidas geradas pela propria
ferramentas do programa permite a introdugéo dinamica da sociedade moderna.

das relacdes previamente conhecidas, sendo Em relacdo aos exames considerados

outro mecanismo limitante do numero de negatdria, ou seja, em que O suposto pai

relacbes geradas. participante do exame constava no Registro de

Nascimento ou ldentidade; ndo foi confirmada

4. Discussao e Conclusao a paternidade em aproximadamente 32% dos
casos.

Exceto nos casos retirados da literatura, As mutacdes encontradas mantiveram-

a amostragem avaliada compreende S€ dentro das taxas encontradas na literatura
predominantemente a populacéo do Sudeste do[31-38]. Osloci que mais mutaranFGA e
Brasil (78%). 18S51, sado também os mais polimorficos dentre
As andlises revelam que grande parte 0 STR do estudo. A maioria (91%) das
das mulheres tornou-se mée entre 20 e 24 anognutacoes teve a modificacdo de uma ou poucas
de idade (34%), seguido da faixa de idade de 15 repeticoes em relacdo a sequéncia original
a 19 anos (24%), isto é, eram jovens no assim como ja descrito na literatura [32-38].
nascimento do filho para o qual requisitaram o 61% das mutacdes ocorreram em alelos com
exame de filicdo. Figura 2. alto numero de repeticdes, visto que a
A idade muito precoce em que o filho se estabilidade das sequéncias de repetices em
encontrava no momento do exame de um alelo é inversamente correlacionada com o
paternidade (mais de 64% dos filhos tinham numero de repeticGes que ela contém, isto &, a
menos que 5 anos de idade) mostra que essdaxa de mutacdo aumenta com o tamanho do
busca se faz nos primeiros anos de vida. Issoalelo [31,35]. O fato de 87% das mutacOes
possivelmente ocorre para que a crianca possaPossuirem origem paterna condiz com a
receber o direito a filiagdo, uma vez que 66% premissa de que as taxas de mutagoes em STR
dos filhos menores que 5 anos possuiam comohumanos variam com o género. O sexo
documento de identificacdo apenas a Mmasculino muta mais freqientemente do que o
Declaracéo de Nascido Vivo. A segunda maior feminino. Essas maiores taxas de mutagdo em
faixa de idade do filho no momento do exame homens provém do fato de que eles contém um
foi de 5 a 9 anos (13%). Isso pode estar namero muito maior de células em mitose
relacionado & quando a crianca esta em idadedurante a espermatogénese do que as mulheres
escolar e questiona a respeito de sua Conttm na oogénese, se for assumido que a
genealogia. maioria das mutacbes € proveniente da
A porcentagem de declarados brancos replicacao [34,36]. A idade paterna que cedeu a
(74%) predominou sobre as outras. Esse dado émutacao, em 80% dos casos, era maior ou igual
esperado, considerando que o exame de filiacdo@ 30 anos. Esse resultado esta de acordo com
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[36] que mostra que as taxas de mutacéo estao Todos os exames de reconstrugdo soé
relacionadas a idade do homem na reproducéo,foram resolvidos no programa FAMILIAS,
visto o acumulo do numero de divisBes visto que o programa PATCAM ndao resolveu o
celulares mitéticas na linhagem germinativa caso em que s6 ha um dos avés. Nao ha como
masculina que aumenta até a fase adulta. realizar casos em que s6 ha uma avo ou um avo,
Em relacdo a avaliacdo dos softwares, apenas quando existem dados dos dois juntos.
nos exames mais basicos tipo trio e duo os dois As probabilidades fornecidas também foram
programas resolveram os casos rapidamente e amaiores no FAMILIAS.
diferenca de resultado entre os programas, nos Os exames tipo trio com mutacao foram
40 casos testados, ndo chegou a 1%. Oresolvidos pelos dois softwares, todavia no
programa PATCAM, na area de trabalho dos PATCAM esses casos sO sdo resolvidos, e
trios apresenta a possibilidade de analisar e apresentam um indice de paternidade
comparar o indice de paternidade para outros acumulado alto, quando o programa ignora o
tipos de relacéo entre o suposto pai e o filho em calculo do locus que mostra a excluséao
questdo como: 0 suposto pai € o irmdo do (mutacdo) e calcula o indice de paternidade
verdadeiro pai, 0 suposto pai € meio irmdo ou considerando sO dsci compativeis. Ao utilizar
avo do verdadeiro pai, o suposto pai € sobrinho a planilha chamada “Mutation” para calcular o
do verdadeiro pai e 0 suposto pai € primo do indice de paternidade docus que mostrou a
verdadeiro pai. Esse mecanismo, além de exclusdo e multiplica-lo aos indices dos outros
permitir saber se 0 suposto pai é o biologico ou loci, os indices de paternidade acumulados dos
ndo, permite saber qual é a hipétese com maior casos diminuiram bastante, sendo que alguns
indice de paternidade dentre diferentes tipos de ficaram abaixo de 300. No software
relacéo de parentesco. FAMILIAS, 50% dos casos tiveram
Nos exames mais complexos de probabilidades de paternidade abaixo de
parentesco, o programa PATCAM resolveu 99,99% utilizando-se o modelo de mutacao
rapidamente necessitando, apenas, da insercddEqual model’, o qual assume que a
dos dados genéticos dos dois individuos. J& o probabilidade de ocorrer uma mutacdo de um
programa FAMILIAS requer que as relacbes alelo a outro independe da frequéncia desse
possiveis entre os dois individuos sejam alelo na populacdo ou da distancia, em numero
fornecidas pelo usuario apos uma analise préviade repeticdes, entre o alelo mutado e o alelo
do caso. Ele requer também a adi¢cdo de mais 5original.
individuos (sem perfil genético) para resolver Os casos em que foram simulados alelos
efetivamente o caso. Em relacdo aos resultadosnulos s6 foram resolvidos pelo PATCAM. O
desses casos, apesar do programa PATCAM programa FAMILIAS ndo permite a retirada de
fornecer a maioria dos resultados com um alelo no marcador. Dessa forma, quando
probabilidades maiores do que o FAMILIAS, existirem alelos nulos, o marcador em que ele
ao calcular as possibilidades e probabilidades ocorreu devera ser ignorado para o calculo.
de parentesco entre os dois individuos, ele Em relacdo aos casos com alto grau de
apresentou outros casos com uma relacdo dedificuldade retirados da literatura, somente o
parentesco diferente da real como sendo a desoftware FAMILIAS conseguiu 0s resolver.
maior probabilidade. Como a literatura mostra Nos casos |, Il, V as relagbes previamente
[39-44], os calculos para probabilidades de conhecidas entre os individuos foram inseridas
parentesco tem um alto indice de erro. Assim, e 0 programa gerou as probabilidades
para esses tipos de exame, os softwares nacsolucionando o caso. No caso IV ndo foram
devem ser as Unicas ferramentas. Para concluirestabelecidas relagées previamente conhecidas.
efetivamente esses casos, a literatura sugere 0O usuario precisa analisar previamente o caso e
acréscimo de outras ferramentas moleculares, adicionar relagfes possiveis. Se for o préprio
assim a relacdo de parentesco podera serprograma que gerar as relacdes, elas chegam a
confirmada [39-44]. milhares. Ap6s o calculo, o programa forneceu
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a maior probabilidade resolvendo o caso. No apenas um perfil genético de material biol6gico
caso VI também ndo foram estabelecidas encontrado junto com os perfis genéticos dos
relacdes previamente conhecidas. O programafamiliares das vitimas, e ndo todos os perfis
gerou 1.024 possibilidades e calculou suas genéticos de materiais bioldgicos encontrados
probabilidades, resolvendo o caso. Todavia, no junto com todos os perfis de familiares das
caso Il o programa ndo conseguiu mostrar a vitimas.
relacdo entre a mae e o filho, visto que ela
cedeu para o filho duas mutacdes em diferentes Como consideracao final, ndo deve ser
loci. A mae foi excluida, o suposto pai foi negligenciado o fato de que as analises
incluido e sua probabilidade de paternidade laboratoriais utilizando ferramentas moleculares
calculada. e computacionais, assim como a qualificacéo

As prioris foram  selecionadas profissional constante, constituem hoje em dia
dependendo do tipo de caso, conforme as uma parte importante e imprescindivel no
instrucdes do programa. processo de investigacdo humana.

Portanto, apds a avaliacao realizada nos
dois programas, percebe:se que O programa Agradecimentos
computacional PATCAM é adequado e eficaz
para 0 uso em grande escala nos casos de triosAgradeco ao grupo da Patologia Molecular da
duos e reconstrugcao simples, visto que suas UNIFESP pelos ensinamentos, ajudas e pela
caracteristicas unem simplicidade de interface, boa vontade durante todo o periodo; ao Mark
rapidez na utilizagdo e armazenamento de pela paciéncia; a Prof2. Dra. Edna Miazato
muitos dados. Em casos de maior complexidade Sadayo Iwamura pela confianca; e a todos os
como auséncia de familiares, desastres em que me auxiliaram nesse projeto.
massa e vinculos familiares distantes, o
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