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A utilizacdo de marcadores moleculares aplicados na identificacdo humana.

Jaqueline Osiro Campos®
Paulo Roberto Martins Queiroz?

Resumo

O uso de marcadores moleculares na obtencdo de perfis genéticos tem grande relevancia no
processo de identificacdo humana. A presente pesquisa trata-se de uma revisdo em formato
narrativo, com 0 objetivo de descrever os principais marcadores moleculares usados nas
investigacOes forenses. A analise de marcadores polimdrficos associada aos bancos de dados
de DNA forense tornam-se elementos fundamentais para solucionar crimes sem suspeitos.
Além disso, é possivel estabelecer uma conexao entre o0 suspeito e sua presenca na cena de
crime. Nesse sentido, o material biol6gico deve ser coletado, acondicionado e manipulado de
acordo com critérios rigorosos, para que possa produzir resultados esperados e auténticos.
Com a descoberta da técnica de Fenotipagem Forense de DNA é possivel indicar se a amostra
analisada contém tracos fisicos de um individuo. Dessa forma, espera-se que as técnicas de
biologia molecular sejam aperfei¢coadas de forma a auxiliar as investigagdes criminais e a
solucdo de casos em aberto.

Palavras-chave: Tipagem de DNA. Identificagdo humana. Perfil genético. Marcadores
moleculares. Polimorfismos. Fenotipagem forense.

The use of molecular markers applied in human identification.

Abstract

The use of molecular markers to obtain genetic profiles has great significance in the aspect of
human identification. This research comes up for a narrative review, aiming to describe the
main molecular markers used in forensic investigations. Analysis of polymorphic markers
associated with forensic DNA databases become crucial elements to solve crimes without
suspects. It is also possible to connect the suspect to the crime scene. In this sense, the
biological material should be collected, prepared and handled according to strict criteria in
order to produce expected and authentic results. With the discovery of DNA Forensic
Phenotyping technique it is possible to indicate whether the analyzed sample contains
physical traits of an individual. It is expected that the molecular biology techniques will be
improved to support criminal investigations and the solution of open cases.

Keywords: DNA typing. Human identification. Genetic profile. Molecular markers.
Polymorphisms. Forensic phenotyping.
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1 Introdugéo

A identificago humana por meio do DNA constitui uma das técnicas mais
importantes e revolucionarias da Genética. Em poucos anos tornou-se uma ferramenta
indispensavel na investigacdo criminal, sendo aceita frequentemente em processos judiciais.
A importéncia ndo estd apenas na possibilidade de provar a culpabilidade de uma pessoa ou
inocenta-la, mas em estabelecer uma conexdo irrefutavel entre o individuo e sua presenga na
cena do crime (PANETO, 2006).

A evolucdo no campo da identidade ocorreu a partir do estudo do genoma humano. A
impressdo digital genética do DNA contribuiu na atividade pericial desde a determinagdo do
vinculo de paternidade até a analise de vestigios humanos com a utilizacdo de marcadores
genéticos e polimorfismos do DNA. Os métodos de identificacdo humana tém contribuido na
analise de materiais bioldgicos no ambito pericial, assim, fluidos como sangue, sémen, saliva,
pélos e partes cadavéricas podem ser objetos de identificacdo de individuos (FRUMKIN et al.,
2010).

O termo identidade apresenta propriedades, sinais ou marcas que caracterizam uma
pessoa individualmente. J& a identificacdo pode ser definida como um método préprio, em
uma sucessdo de atos ou de técnicas que permitem individualizar o material estudado. Para
que um determinado critério seja usado no processo de identificacdo este deve possuir 0s
seguintes elementos: Unicidade, quando todos os individuos possuem determinada
caracteristica; Imutabilidade, caracteristica que ndo pode variar com o decorrer dos anos;
Perenidade, capacidade da caracteristica em resistir a acdo do tempo; Viabilidade, questbes de
custo envolvidas na execucdo do método de obtencdo de alguma caracteristica;
Classificabilidade, quando o processo em questdo pode ser facilmente arquivado, seja por
meio fisico ou eletrdnico (COIRADAS, 2008).

O perfil genético de um individuo é baseado na combinacdo de diversos marcadores
que s@o herdados de seus progenitores. Geralmente, esses marcadores sdo diferencas nas
sequéncias de DNA nuclear entre os individuos, conhecidos como polimorfismos. Com
relacdo ao estabelecimento do perfil genético sdo analisadas algumas regides do DNA que
apresentam maior variacdo individual e facilidade de estudo, conhecidas como marcadores
genéticos ou moleculares. Além disso, estes podem ser utilizados para caracterizar o DNA de
um individuo em um padrdo ou perfil de fragmentos Unicos (DUARTE et al., 2001;
PANETO, 2006).



O desenvolvimento da tecnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
proporcionou uma revolucdo no processo de identificagdo humana por DNA, ao permitir em
poucas horas, a obtencdo de bilhdes de copias de um determinado locus presente em um
pequeno fragmento de DNA. Um dos marcadores mais utilizados € o microssatélite ou STR
(Repeticbes Curtas in tandem), que séo regides repetitivas do DNA obtidas por meio dessa
técnica. Assim, a amplificacdo do DNA pela PCR resultou em um grande aumento de
sensibilidade, fazendo com que materiais bioldgicos degradados presentes em pequenas
quantidades pudessem ser analisados com sucesso (JOBLING; GILL, 2004; BUTLER, 2005;
DOLINSKY:; PEREIRA, 2007).

Os marcadores de polimorfismos SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Simples) séo
baseados na substituicdo de nucleotideos Unicos e visam uma posic¢ao Unica no genoma. Dessa
forma, podem ser estudados em produtos de amplificacdo muito curtos (50 pb ou menos),
sendo um procedimento mais eficaz para analisar moléculas de DNA de ma qualidade ou
extremamente degradadas, como sangue pouco fresco ou em casos de cadaveres em estado
avancado de decomposicdo ou carbonizados (PENA, 2005).

Ao longo dos ultimos anos, a analise do DNA revolucionou a ciéncia forense e tornou-
se um instrumento essencial na investigacdo criminal. A evidéncia do DNA é indispensavel
para a condenacdo ou absolvi¢do de suspeitos em diversos crimes. A analise de DNA em
casos forenses utilizando marcadores moleculares é fundamental e pode ser utilizada na
resolucdo de crimes sem suspeitos, possibilitando assim a identificacdo de individuos por
meio dos vestigios encontrados no local do crime (MUNIZ; FRUMKIN et al., 2010).

A partir do exposto, o objetivo deste trabalho foi descrever os principais tipos de
marcadores moleculares usados na obtencdo de perfis genéticos visando a identificacdo

humana com a finalidade de auxiliar nas investigacdes de crimes.

2 Metodologia

Esta pesquisa trata-se de uma revisao bibliografica em formato narrativo, que segundo
Cordeiro (2007) é aquela que apresenta uma tematica mais aberta, ndo exige um protocolo
rigido para sua confecgdo e a busca das fontes ndo é pré-determinada e especifica. Para isso,
foram consultadas as bases de dados SciELO, ScienceDirect, PubMed, MEDLINE, BIREME,
LILACS, para levantar artigos publicados no periodo de 2004 a 2014 utilizando as palavras-
chave: tipagem de DNA, identificacdo humana, perfil genético, marcadores moleculares,

polimorfismos, fenotipagem forense.



3 Desenvolvimento

3.1 Coleta e preservacao de materiais biologicos

O material bioldgico a ser usado nas analises por DNA deve ser coletado,
acondicionado e manipulado de acordo com critérios rigorosos e restritos, para que possa
produzir resultados esperados e auténticos em analises posteriores. O método utilizado na
coleta dependera do estado e condicdo das amostras, sendo imprescindivel uma quantidade
significativa (em torno de nanogramas). E importante considerar também que as amostras de
DNA estdo sujeitas a sofrer alteragdes que afetem a cadeia de nucleotideos, modificando a
estrutura e composicdo, tornando invidvel a sua utilizagdo. Para evitar que isso ocorra, a
amostra deve ser acondicionada em ambiente seco e em baixa temperatura a fim de manter a
sua atividade biologica. A Tabela 1 ilustra a quantidade de DNA presente nos tipos de
amostras (SILVA; PASSOS, 2006).

Tabela 1. Contetdo de DNA nas amostras bioldgicas.

Tipo de amostra Quantidade de DNA*
Sangue 20.000 - 40.000 ng/mL
mancha com 1 cm? de 4rea cerca de 200 ng
mancha com 1 mm? de &rea cerca de 2 ng
Sémen 150.000 - 300.000 ng/mL
esfregaco vaginal pos-coital 0-3.000 ng
Cabelo
arrancado 1 - 750 ng/fio
desprendido 1 - 12 ngffio
Saliva 1.000 - 10.000 ng/mL
Urina 1 - 20 ng/mL

*A quantidade de DNA é fornecida emnanogramas (ng); 1 ng = um bilionésimo de grama (10°g)

Fonte: Adaptado de Bonaccorso (2005).

Cada tipo de material bioldgico com finalidade forense exige um tipo diferente de
coleta. E comum que fluidos, tais como sangue, saliva, esperma, entre outros estejam em
estado liquido e em pequenas quantidades para que a coleta seja realizada com swab estéril.
Entretanto, pode-se usar uma seringa descartavel estéril se a quantidade for maior. Se o fluido
for encontrado em pequenos objetos ou vestes e estiver seco, estes deverdo ser encaminhados
para a analise e se estiverem em grandes objetos ou em algum tipo de superficie, podem ser
removidos com bisturi, espatula ou swab umedecido com agua estéril. Utiliza-se tesoura em
objetos que possam ser cortados e pinga quando o fluido estiver em alguma parte do corpo
(PARADELA; FIGUEIREDO; SMARRA, 2006).



Devem ser documentadas por fotografia ou descricdo as amostras que forem
compostas de tecido, 0sso, pele, sangue, unhas, pélos. Recipientes neutros e estéreis sao
utilizados para acondicionar saliva, urina e outros fluidos corporais, mantendo esses materiais
em ambiente frio e na auséncia de luz. Em caso de manchas € feita a documentacéo e a coleta
de parte do material biolégico. Se forem objetos maiores ou metalicos a coleta é feita com
utensilios apropriados (SILVA; PASSOS, 2006).

Todo procedimento de coleta de material biologico para analise deve ser realizado
com base nos procedimentos de biosseguranca padronizados pela legislacdo e programas de
acreditacdo laboratorial, tendo como finalidade a protecdo do perito a fim de evitar falha
humana. Assim, ap0s a coleta e acondicionamento apropriado, os materiais devem ser
encaminhados ao laboratorio e preparados para posterior analise (ARCANJO; GONTIO,
2010).

3.2 Marcadores moleculares e técnicas de identificacdo humana

A caracterizacdo da variabilidade do genoma humano foi possivel em fungdo das
técnicas de biologia molecular, que estdo sendo aplicadas na area forense com o objetivo de
identificar individuos que possam ser a fonte de material bioldgico. Uma das técnicas forense
padrdo atualmente reconhecida é a analise de marcadores polimérficos, usada na investigacdo
e deteccdo de uma variedade de crimes. Esses polimorfismos também sdo U(teis na
identificacdo de vitimas de guerra ou desastres em massa (BOND, 2007).

O segmento de DNA que ocupa um mesmo locus em diferentes cromossomos
homdlogos pode ser idéntico (homozigoto) ou diferente (heterozigoto), devido a ocorréncia de
mutacdes ao longo do tempo. O termo polimorfismo refere-se a presenca de mais de um alelo
de um mesmo gene ou segmento de DNA em uma populacdo. Porém, para que um locus
génico seja considerado polimérfico, o seu alelo mais comum ndo deve apresentar frequéncia
populacional superior a 99%, de modo que o outro alelo polimérfico tenha frequéncia igual ou
maior que 1% (UTIYAMA; REASON; KOTZE, 2004; BUTLER, 2005).

A obtencédo de perfis genéticos a partir de amostras de material biolégico coletado na
cena de crime apresenta grande utilidade quando comparado com o perfil de DNA de
eventuais suspeitos. Nesse sentido, é possivel auxiliar os investigadores a estabelecer uma
conexd@o entre o criminoso e o local do crime ou inclusive, eliminar suspeitos na fase de

inquérito ou durante as investigacdes (ALONSO et al., 2005).



3.2.1 PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase)

A amplificagdo do DNA pela técnica de PCR resultou em um grande aumento de
sensibilidade, fazendo com que materiais bioldgicos degradados, encontrados em pequenas
quantidades nas cenas de crime, pudessem ser analisados com sucesso. Dessa forma,
marcadores genéticos polimérficos analisados em pequenos fragmentos de DNA passaram a
representar a base que fundamenta a identificagdo humana por DNA (JOBLING; GILL, 2004
BUTLER, 2005).

Para amplificar uma determinada regido de um gene usando a PCR, sdo necessarios
dois iniciadores complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento de DNA a
amplificar, nos seus terminais 3’, de modo a permitir a atuacdo da enzima DNA polimerase
durante a sintese da cadeia complementar, usando como molde cada uma das duas cadeias
simples constituintes do DNA a amplificar. Sao necessarios pelo menos 30 ciclos para obter
uma quantidade suficiente de cdpias, sendo que a cada ciclo o nimero de clpias aumenta

exponencialmente em duas vezes, conforme ilustrado na Figura 1 (VANOUSE, 2011).

Figura 1. Amplificacdo exponencial da PCR.

Gene ou 3 ciclo
seqiiéncia a ser < —— Amplificagio exponencial
pesquisada P — S——
— 2*ciclo
fPciclo @ esessesseeee » 35ciclos
DNA e — - ———
= % B _.__< —
¥ P 2% ciclos = 68
4copias 8copias 16copias 32copias bilhdes de copias

Fonte: Adaptado de Vanouse (2011).

Dentre os principais marcadores genéticos polimorficos, os STRs (Repeti¢cdes Curtas
in tandem) e os SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Simples) sdo aqueles que apresentam
maior aplicabilidade no &mbito forense. Os STRs ou microssatélites sdo polimorfismos
genéticos gerados por um arranjo de sequéncia in tandem de multiplas cépias de um pequeno

segmento de DNA. Os STRs podem apresentar alelos diferentes, sendo que cada alelo contera
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um numero especifico de cdpias da unidade de repeticdo. Portanto, a diversidade de alelos
observada deve-se a variabilidade do nimero de unidades repetidas contidas no segmento de
DNA. Desse modo, dois individuos apresentam grande probabilidade de apresentarem alelos
distintos em um determinado locus (JOBLING; GILL, 2004; ALONSO et al., 2005).

O processo de geracdo dos microssatélite parece ser um fendmeno que ocorre por
falhas no momento da replicacdo do DNA que terminam por aumentar ou diminuir o0 nimero
de unidades de repeticdo. Este fendbmeno pode ser associado a polymerase slippage e outros
mecanismos. Apesar da presenca destes mecanismos sutis serem benéficos para toda a
populacdo, podem ocorrer erros como a repeticdo do trinucleotideo humano que é associado a
doengas, como a doenga de Huntington, de heranga autossomica dominante, caracterizada
clinicamente por distdrbios progressivos do movimento e deméncia que levam a morte. Dessa
forma, o fato dos microssatélites poderem ser associados a doengas como estas, caracteriza-os
como Otimos marcadores para pesquisa de genes envolvidos em uma ampla variedade de
doencas, como ilustrado na Figura 2 (QUEIROZ, 2012).

Figura 2. Representacdo esquematica da polimerase slippage responsavel pela variagcdo nos
nameros de repeticdo do STR.
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Fonte: Adaptado de Queiroz (2012).
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Os SNPs podem ser definidos como polimorfismos criados por uma mutacéo de ponto,
resultantes da substituicdo de um nucleotideo por outro, proporcionando o surgimento de
diferentes alelos. Esses polimorfismos estdo presentes por todo o0 genoma nuclear e no DNA
mitocondrial, sendo identificados mais de milhdes de SNPs. A facilidade de analise em larga
escala por meio de tecnologias modernas e adaptagéo aos processos de automacao laboratorial
estdo dentre as principais vantagens. Dessa maneira, milhares de SNPs podem ser analisados
simultaneamente em um Unico individuo e servirem de grande utilidade no exame de
fragmentos pequenos presentes em amostras degradadas (ALONSO et al., 2005).

Outro aspecto importante é a presenca de polimorfismos nas regibes codificadoras e
promotoras dos genes, ou seja, em regides responsaveis pela codificacdo das proteinas, que
tem como finalidade o fendtipo do individuo. Nesse sentido, conjuntos especificos de SNPs
presentes nesses genes sao de grande relevancia para a determinacgdo de caracteristicas fisicas,
como a cor da pele, olhos, espessura dos fios de cabelo, formas da face e estatura. Em breve, é
possivel que a analise de SNPs nesses genes venha a contribuir para a determinagdo do retrato
“falado” biomolecular de um criminoso que tenha deixado vestigios de sangue ou de outros

materiais bioldgicos em uma cena de crime (FRUDAKIS, 2008).

3.2.2 RFLP (Polimorfismo de Fragmentos de Restri¢do)

Os VNTRs (Numero Variavel de Repeticbes in tandem) ou minissatélites sao
marcadores genéticos altamente polimérficos gerados por um arranjo em sequéncia in tandem
de maltiplas copias de um pequeno segmento de DNA, composto de 9 a 100 pares de bases.
Esses marcadores sdo analisados pela técnica de RFLP, baseada em mutac6es que modificam
sequéncias no DNA, em que enzimas de restricdo que perdem a capacidade de clivar aquele
DNA em posicdes suscetiveis. Individuos podem ser diferenciados pelo comprimento de
sequéncias VNTR gerados apds a acdo de uma enzima de restricdo. Esse padrdo de
fragmentos € caracteristico e herdado por individuos geneticamente relacionados, uma vez
que a localizacdo dos sitios de restricdo é tipica, sendo cada sonda hibrida com dois
segmentos de DNA corresponde aos alelos materno e paterno (JOBLING; GILL, 2004;
GOES, 2010).

Entretanto, ha desvantagens na tipagem de alelos VNTR, pois requer que o DNA
esteja integro e em grande quantidade (500 a 1000 ng), tornando praticamente inviavel a
tipagem de amostras bioldgicas antigas, degradadas ou com insuficiente quantidade de DNA,

sendo pouco utilizado em investigacdes. Os STRs diferem dos VNTRs no tamanho, visto que
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em geral contém poucos pares de bases, permitindo que amostras com quantidades minimas
de DNA ou com alto grau de degradacdo possam ser tipadas. Nesse sentido, a analise de loci
STR superou varias limitacGes relacionadas a manipulacdo de sequéncias VNTR, sendo a
tipagem de marcadores STR escolhida para andlise de vestigios bioldgicos, tornando estes
marcadores importantes em estudos de vinculo genético e identificacdo criminal de suspeitos.
O Quadro 1 apresenta as caracteristicas, vantagens e limitacdes dos marcadores moleculares
(KASHYAP et al., 2004; MAGALHAES; SILVA, 2006; GOES, 2010).

Quadro 1. Principais marcadores moleculares utilizados na identificacdo humana.

SNPs STRsou VNTRs ou
MICROSSATELITES MINISSATELITES
Polimorfismos nas | Alelos diferentes: | Padrao de fragmentos ¢€

CARACTERISTICA regides rgs‘ponséveis m{'Jrrjero espevcifico de Far;c,teristico - herQado por
pelo fenotipo do | copias da unidade de | individuos  geneticamente

individuo. repeticao. relacionados.
TAMANHO >8 pb 2a8pb 9a 100 pb
TECNICA PCR PCR RFLP
AMOSTRA Degradada e pouca Degradadg £ pouca Integra e gm grande
guantidade, quantidade. quantidade.
Analise em larga escala; Alto conteudode Abrange aranda nimera
VANTAGENS Determinagdo de informacgao € ge et
caracteristicas fisicas. polimarfica. '
LIMITACOES Sequenciamento Gémeos univitelinos Técnica demorada

Fonte: Adaptado de Jobling; Gill (2004); Alonso et al (2005); Frudakis (2008); Gdes (2010).

3.2.3 Marcadores moleculares uniparentais

O DNA mitocondrial humano (DNAmt) ¢ uma molécula circular de fita dupla,
dividida em uma regido controle e outra codificante. As regies controles ou hipervariaveis de
DNAmt sdo utilizadas para a analise de DNA degradado, devido ao alto grau de polimorfismo
e compreendem trés segmentos: HV1, HV2 e HV3. Mais especificamente, as regides
hipervariaveis | e Il sdo encontradas por apresentarem maior numero de variagfes, assim, a
taxa de mutacdo do DNA mitocondrial é de 10 a 100 vezes maior do que a taxa do DNA
nuclear, sendo mais alta na regido de controle (PANETO; MAGALHAES; SILVA, 2006).
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O DNA mitocondrial é transmitido aos descendentes apenas pela mae, o que torna
possivel identificar a linhagem materna de uma pessoa. A molécula de DNA mitocondrial é
mais resistente a degradacdo do que o DNA nuclear, além de estar presente em varias copias
por célula. Assim, quando o processo de identificacdo dos corpos € complexo, como nos
casos de grandes desastres, incéndios e explosdes, a anélise de DNAmt é feita com a extraco
dos restos mortais, enquanto a sequéncia de interesse &€ comparada com sequéncias obtidas de
irmaos ou ascendentes maternos (ANJOS et al., 2004; HOONG; LEK, 2005).

Existe a possibilidade da amostra pertencer a outro individuo ndo aparentado. Por essa
razdo, a identidade de duas amostras na regido HV1 e HV2 ndo pode ser considerada uma
identificacdo conclusiva. Para determinar a significancia dessa identidade é necessario
verificar a frequéncia com que esse conjunto de polimorfismos ocorre na populagdo, o que
gera a necessidade de um banco de dados populacional de DNAmt. Haplotipos pouco
frequentes indicam maior probabilidade da amostra ser realmente de mesma origem da
amostra referéncia. Entretanto, hapl6tipos muito frequentes indicam menor probabilidade de
coincidéncia, ja que muitos individuos apresentam o mesmo conjunto de polimorfismos
naquela populacdo (HOLLAND; PARSONS, 1999; SWGDAM, 2003).

O cromossomo Y é transmitido pela linhagem paterna para os descendentes
masculinos e a analise desta regido pode fornecer informacdes quanto a origem parental dos
individuos. A falta de recombinacdo na maior parte do cromossomo Y induz ao
comportamento semelhante a um fragmento Unico de DNA, sendo este transmitido intacto por
via paterna a descendéncia masculina. A Unica fonte de variacdo nesta regido é representada
pelas mutagdes que se acumulam gradativamente com o tempo e a maioria ocorre nas regides
de introns e nas regides extragénicas. Dessa maneira, pode-se dizer que o cromossomo Y
contétm uma gravacdo de todos 0s eventos mutacionais ocorridos ao longo da histéria,
possibilitando a reconstrucdo das linhagens paternas (DAWID, 2001; LEE et al., 2002).

Outra ferramenta importante na genética forense é a analise dos STRs do cromossomo
Y (Y-STR), pois da mesma forma que o DNAmt, os haplotipos Y-STR representam a
informagdo de uma linhagem ndo recombinada que pode ser compartilhada por varios
individuos. Entretanto, a utilidade do cromossomo Y tem sido reconhecida nos casos de
deficiéncia de paternidade com descendéncia masculina e nos casos de genética forense, em
que as analises autossémicas dos STRs falnam em fornecer conclusdes claras. O conjunto de
dados de locus analisados pode caracterizar o individuo e individualizar populagdes,
formando uma grande variedade de marcadores polimérficos que podem ser genotipados por

PCR e estd disponivel para a pesquisa da diversidade do cromossomo Y. Assim, a
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disponibilidade de protocolos de tipagem de Y-STR possibilita uma crescente e util
ferramenta para identificagdo masculina em estudos forenses (BUTLER, 2003; PERIC et al.,
2005; GUSMAO et al., 2006).

O estudo do cromossomo Y por meio dos testes de DNA masculinos, portanto,
possibilitard a descoberta da linhagem paterna, podendo ser utilizados em testes de
identificacdo humana, incluindo anélises forenses que evidenciem abuso sexual, conducdo de
investigacOes de pessoas desaparecidas e testes de paternidade deficientes. Além disso, é
importante ressaltar que o uso do DNAmt é necessario, tendo em vista que contém regides
polimorficas que permitem a sua individualizagdo (MAGALHAES; SILVA, 2006;
DOLINSKY:; PEREIRA, 2007; LIMA, 2010).

4 A importancia das técnicas de identificacdo humana

A eficacia do DNA em relacgdo a sorologia tradicional consiste na possibilidade da sua
aplicacdo em qualquer fonte de material biologico. Assim, os testes sorologicos podem ser
realizados somente no sangue e nao em outros tecidos ou liquidos corporais. Em
contraposicdo, estudos com DNA permitem que tracos de qualquer material bioldgico ou
fluidos corporais, possam ser analisados para associar a identificacdo de um individuo. O uso
do DNA para fins forenses ndo s6 prova a culpabilidade ou inocéncia de criminosos, mas faz
uma relacdo com a cena do crime (DOLINSKY; PEREIRA, 2007).

A utilizacdo das técnicas de biologia molecular na area forense é de grande
importancia, pois podem ser empregadas na maioria dos tipos de investigagdo, tais como,
crimes sexuais, identificacdo de cadaveres carbonizados, mutilados ou em decomposicédo,
relacdo entre instrumento lesivo e vitima, entre outros. Nesse sentido, os resultados sao
imediatos e confiaveis quando coletados e analisados corretamente (MUNIZ; ARCANJO;
GONTHO, 2010).

Testes de DNA tornaram-se essenciais, tendo em vista que podem estar associados a
grande sensibilidade dos exames de DNA. Além disso, € uma molécula relativamente
resistente aos fatores ambientais, acidos, detergentes, diferentemente dos determinantes
proteicos, lipidicos e carboidratos. A determinacdo do polimorfismo por meio da técnica de
PCR pode ser efetuada com o DNA de poucas células, superando a sensibilidade dos exames
tradicionais. A eficiéncia com a qual um exame de DNA ¢é discriminatério pode ser
considerada uma das mais importantes caracteristicas e é responsavel pela ampliacdo da

adocdo destas técnicas para fins forenses. Dessa forma, enquanto a sorologia usa o0 grupo
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sanguineo ABO e tem capacidade de discriminar aproximadamente um em trés individuos na
populacdo geral, com a utilizacdo do DNA esta capacidade discriminatoria pode ser de um
individuo entre bilhdes. O Quadro 2 apresenta as principais diferencas entre os testes de DNA
e a sorologia tradicional (DOLINSKY; PEREIRA, 2007; KOCH; ANDRADE, 2008).

Quadro 2. Comparacdo dos testes de DNA e sorologia tradicional.

TESTES DE DNA SOROLOGIA TRADICIONAL
- Qualguer fonte de material
Aplicagao biclégico. Sangue (ABO)
Sensibilidade Alta Baixa
Resisténcia Alta Baixa
Quanttdafie de Pouca (nanogramas) Variavel
material
Idgnﬂficacso 1 entre bilhdes lem3
deindividuos
ReacOes cruzadas, inibicdo de | Aplicacdo, sensibilidade,
técnicas, auséncia de | resisténcia, quantidade de
LimitagBes padronizacao dos métodos de | material para analise, baixo
analise, falta de bancos de dados | potencial discriminatorio.
de DNA unificados.

Fonte: Adaptado de Dolinsky; Pereira (2007); Koch; Andrade (2008).

Apesar das vantagens dos testes de DNA, existem situacOes que estes apresentam
certas limitacdes em relacdo as peculiaridades da analise. Com frequéncia, vestigio de outros
materiais bioldgicos ou impurezas colhidas com as amostras bioldgicas como fragmentos de
tecidos coloridos, inibem a reacdo da PCR ou produzem reacGes cruzadas. Outra restri¢do € a
falta de padronizacdo dos métodos de analise, bem como, a falta de banco de dados de DNA,
com informacdes genéticas de criminosos e desaparecidos. Além disso, existe uma alta
dependéncia de produtos importados, o que encarece e limita 0 acesso aos varios laboratérios
de DNA forense, implicando na demora em relacdo aos resultados (KOCH; ANDRADE,
2008; ARCANJO; GONTIJO, 2010).
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4.1 DNA Fingerprint

O DNA fingerprint ou “impressao digital genética” € um método de identificacdo que
compara fragmentos de DNA, cujas sequéncias repetidas de nucleotideos sdo exclusivas para
cada pessoa e transmitidas de pais para filhos. Essa técnica permite determinar a paternidade
em 99,9% de confiabilidade comparando o DNA da crianca, da mée e dos provaveis pais.
Esse estudo € viavel, pois o padrdo de diferentes tamanhos das sequéncias isoladas é herdado
da mesma maneira que 0s genes, isto é, o individuo recebe metade do padréo do pai e da mae
(TRISTAO et al., 2011).

Segundo Tristdo e colaboradores (2011) a técnica do DNA fingerprint é amplamente
utilizada na identificacdo de material bioldégico. No genoma humano existem sequéncias de
DNA repetitivas que sao reconhecidas e clivadas por determinadas enzimas de restricao. Estas
enzimas dividem o DNA em fragmentos, em que as dimensdes e composicao de nucleotideos
variam de pessoa para pessoa e refletem as diferencas entre os alelos dos vérios loci.
Diferentes fragmentos de DNA movimentam-se de modo diferente quando submetidos a
eletroforese, técnica baseada na separacdo de moléculas em um determinado gel (agarose ou
poliacrilamida) de acordo com a sua massa e carga, apresentando um padrdo de bandas
diferente para cada individuo como resultado. Com excecdo de gémeos idénticos, 0 DNA
completo de cada individuo é Unico e usando estas sequéncias, cada pessoa pode ser

identificada exclusivamente pela sequéncia de pares de base.

4.2 Fenotipagem Forense de DNA

A técnica da Fenotipagem Forense de DNA apenas permite a identificacdo de
pessoas conhecidas pelas autoridades investigadoras, independe de qual tipo de marcador
genético usado. Na auséncia de uma base de dados universal de perfis de DNA, sem um
eficiente policiamento e considerando os problemas éticos, legais e econdémicos, esta técnica
pode ser essencial para orientar as investigagdes policiais na busca de pessoas desconhecidas.
Além disso, a fenotipagem forense também inclui informac6es a respeito das caracteristicas
externas visiveis a partir de uma amostra de DNA (SPINNEY, 2008; KAYSER, 2009).

Com a andlise simultanea de varios SNPs e com a modificacdo de uma Unica base de
nucleotideos no DNA, algumas informacgdes fenotipicas podem ser estimadas a partir da
amostra de um individuo. Estes tracos incluem cor da pele, olhos, cabelos e a estimativa da

altura de quem pertence a amostra bioldgica analisada, entre outros fendtipos. A identificagcdo
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dos SNPs pode ser feita com um gel de tamanhos diferentes de DNA, em que sdo detectados
devido as diferencas em um Unico par de bases no material genético das pessoas ou de forma
automatizada. Dependendo do perfil genético ou genotipo do individuo analisado, havera uma
maior probabilidade de ter uma ou outra caracteristica fisica investigada (CERQUEIRA,
2013).

Com relacdo as cenas de crime, espera-se reduzir o niumero de potenciais suspeitos
com essa técnica com o intuito de orientar as investigacdes policiais para encontrar o infrator
anteriormente desconhecido. A fenotipagem forense também pode ser Util na identificacdo de
pessoa desaparecidas, incluindo identificacdo de vitimas de desastre, para fornecer pistas para
encontrar amostras relevantes. E importante ressaltar que esta técnica ndo esta livre de
questdes eticas e também necessita de apoio legislativo. Para contrapor declaracbes de
testemunhas oculares, que possuem taxas consideraveis de erros, o valor das caracteristicas
externas visiveis de DNA pode ser importante na solucao de casos (KAYSER, 2009).

Com o avango no conhecimento dos dados genéticos funcionais, estudos realizados a
respeito do efeito de gendétipos especificos com caracteristicas humanas diversas, relacionados
com a variacdo fenotipica normal e patolégica no organismo, indicam se a amostra analisada
tinha alguma caracteristica especifica. A acurécia € de 92% de confiabilidade e devido ao
resultado ndo ser completamente confidvel para o uso na prética criminal, a fenotipagem
também pode ser utilizada em diagnosticos moleculares de doencas genéticas mais preciso e
objetivo (CERQUEIRA, 2013).

Por fim, sdo necessarias mais pesquisas para determinar o nivel de detalhe que
informacdes a respeito da aparéncia podem ser inferidas a partir de materiais biologicos. A
capacidade para estimar a aparéncia especifica do individuo por meio do DNA e a predi¢do da
morfologia facial é uma meta importante para a identificacdo de pessoas desconhecidas.
Dessa forma, novas tecnologias sdo necessarias para a genotipagem e fenotipagem em
paralelo com grandes nimeros de SNPs, que podem ser eficazes em pequenas quantidades de
DNA degradado (KAYSER; SCHNEIDER, 2011).

4.2.1 Aspectos éticos e legais relacionados a Fenotipagem Forense de DNA

Em relacéo a predicéo de caracteristicas fisicas € importante realizar uma abordagem
com relacdo ao debate ético. Além das informacBes apresentadas serem relevantes para 0s
pesquisadores da area forense, as questdes éticas tém sido discutidas em congressos

cientificos e tambeém na comunidade em geral. O principal argumento a favor da técnica de
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fenotipagem forense é que a pigmentacdo da pele, dos olhos e cabelos, ndo necessita de
confidencialidade, uma vez que sdo fenotipos 6bvios. Trata-se de caracteristicas observaveis
por qualquer um, ou seja, 0 DNA né&o revelaria nada que alguém ja néo soubesse. Exemplo de
fenotipo ndo visivel externamente é o grupo sanguineo de um individuo ou se este tem
predisposi¢do para alguma doenca genética especifica. Além disso, essa tecnologia inclui
principalmente o uso de SNPs e seria util apenas como fator de investigacdo e como uma
essencial ferramenta de inteligéncia. Entretanto, ndo é necessario fazer uso quando a analise
convencional por STRs for suficiente para esclarecer um crime (CERQUEIRA, 2014).

De acordo com Cerqueira (2014) o principal argumento contra é que essa técnica pode
ser usada para praticas eugénicas por pessoas ou empresas com interesses adversos, que
podem fazer a selecdo de zigotos com predisposi¢ao para tracos genéticos que os pais desejam
nos futuros filhos. Estes tracos podem estar relacionados com inteligéncia, aptiddo fisica,
pigmentacéo, presenca ou auséncia de doencas, para posterior implantacdo no Utero materno.
Vérias caracteristicas normais ou patoldgicas podem estar relacionadas com os diversos SNPs
difundidos pelo genoma. Nesse sentido, € importante ressaltar que a fenotipagem forense esta
em fase de pesquisa e na pratica ainda ndo € utilizada na maioria dos paises.

No Brasil, a Lei 12.654, de 28 de maio de 2012, diz que “as informacdes genéticas
contidas nos bancos de dados de perfis genéticos ndo poderdo revelar tragos somaticos ou
comportamentais das pessoas, exceto determinagdo genética de género [...]”. Portanto, a
tecnologia de predizer fendtipos por meio da analise do DNA, apesar de promissora, ndo
podera ser utilizada sem uma regulamentacdo devida e sem gque haja uma alta confiabilidade.
Muitos obstaculos técnicos estdo sendo superados para que a predicdo fenotipica para uso
forense seja um fato e que os aspectos éticos e legais relacionados com o tema sejam

discutidos e avaliados por foruns especializados e pela sociedade civil (CERQUEIRA, 2014).

4.3 Bases de dados de DNA

O banco de dados de perfis genéticos tem como finalidade comparar perfis de
suspeitos cadastrados e identificar criminosos a partir de outros crimes, podendo ser usado
para provar a inocéncia ou culpa de suspeitos, além de fazer a identificacdo de restos mortais
e amostras biologicas. Esse banco tem auxiliado o sistema de justica criminal em muitos
paises, principalmente com a finalidade de fornecer grande possibilidade de identificacdo de
individuos e resolucdo de casos sem suspeitos, caso ndo existam amostras para serem

comparadas com o material coletado na cena do crime. Na constru¢do de um banco de dados
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operacional para armazenamento e comparacdo de informacfes genéticas, as informacdes
geradas devem ser (teis para a maioria dos casos. Devido a isto, dados a respeito das regiGes
STR presentes no DNA nuclear devem ser incluidos, assim como, as tipagens de DNA
mitocondrial quando cabiveis (WALSH, 2004; PARADELA; FIGUEIREDO; SMARRA,
2006; DOLINSKY; PEREIRA, 2007).

Na Inglaterra, foi criado o primeiro banco de dados de perfis genéticos de criminosos.
Nos Estados Unidos surgiu o banco de dados mais conhecido e importante, o Sistema de
indice de DNA Combinado (CODIS). Neste sistema existem dois arquivos diferentes de
perfis genéticos em que os objetivos se completam: o Forensic Index (indice forense) que
contém 96.473 perfis genéticos obtidos a partir de cenas de crime e o Offender Index (indice
de criminosos), com 2.072.513 perfis genéticos de criminosos. A Figura 3 ilustra os 13
marcadores genéticos que formam o sistema CODIS na identificacdo criminal. O banco de
dados briténico, implementado em 1995, encontra-se em um estagio bem desenvolvido em
relacdo aos demais. Dados de 2006 mostram o quanto é eficiente esse banco de perfis
genéticos, pois verificou-se que a taxa de resolucdo de crimes passou de 26% para 40%
guando vestigios encontrados no local do crime sdo colocados no banco de dados (PENA,
2005; LIMA, 2007).

Figura 3. Principais marcadores STRs utilizados pelo sistema CODIS indicando a sua

distribui¢do cromossomal.
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O Brasil ainda ndo possui uma legislacdo especifica para anélise e uso de dados
genéticos para fins forenses e estabelecimento de bancos de perfis genéticos. Entretanto,
existem normas que tratam de provas periciais e condi¢des para que sejam aceitas. A auséncia
de uma legislacdo especifica capaz de padronizar os procedimentos de analise de amostras de
DNA e 0 uso das técnicas moleculares gera ainda inimeros problemas, uma vez que, 0s
laboratdrios séo relativamente novos e ndo ha padrfes definidos ou 6rgdo responsavel pela
certificacdo, fiscalizacdo e regulacdo dos laboratorios forenses (ARCANJO; GONTIJO,
2010).

E importante ressaltar que o FBI e a Policia Federal brasileira assinaram convénio em
2009 para cessao do sistema CODIS ao governo brasileiro, o que permitira a criacdo de um
banco de dados nacional com amostras de DNA de criminosos, suspeitos e vitimas. Além
disso, no mesmo ano, foi criada a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG),
que surgiu da iniciativa conjunta do Ministério da Justica e das Secretarias de Seguranca
Publica Estaduais tendo por objetivo propiciar o intercAmbio de perfis genéticos de interesse
da Justica, obtidos em laboratérios de pericia oficial. Para ser util na apuracdo criminal, a
RIBPG depende da devida insercdo de perfis genéticos, das amostras bioldgicas deixadas
pelos infratores nos locais de crime e dos vestigios provenientes de casos com ou sem
suspeitos. Atualmente essa rede reline mais de 2.500 perfis genéticos (MINISTERIO DA
JUSTICA, 2013).

De acordo com o Ministério da Justica (2013), o cumprimento da Lei n® 12.654/12 e 0
efetivo cadastramento de pessoas sdo fundamentais para que os vestigios sejam identificados
e a RIBPG possa auxiliar na elucidacdo de crimes, bem como evitar condenacOes
equivocadas. A identificacdo de pessoas desaparecidas ocorre mediante a alimentacdo
sistematica dos perfis genéticos de quatro tipos diferentes de amostras bioldgicas: cadaveres e
restos mortais ndo identificados, pessoas de identidade desconhecida, referéncias diretas de
pessoas desaparecidas e familiares de pessoas desaparecidas, as quais sd@o confrontadas
periodicamente para verificacdo de eventual vinculo genético entre as mesmas.

Em casos de agressdes sexuais, 0 exame de DNA permite identificar o agressor por
meio de vestigios biolégicos como manchas de sémen, sangue ou pélo, 0s quais podem ser
coletados diretamente da vitima ou do local do crime. Este exame também inocenta pessoas
falsamente acusadas por um crime sexual. Um dos fatores para o sucesso do banco de dados
de DNA, portanto, é a regulamentacédo da legislagdo, sendo importante na resolucéo de crimes
para 0s quais ndo ha suspeitos e que, de outra forma, permaneceriam sem solucéo
(PARADELA; FIGUEIREDO; SMARRA, 2006; LIMA, 2007).
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5 Consideracdes finais

A utilizacdo de marcadores moleculares na identificacdo humana requer uma série de
procedimentos, tendo como base a coleta de amostras de DNA para posterior analise forense.
O acondicionamento e coleta do material bioldgico de forma correta sdo essenciais para
manter e preservar a atividade biologica da amostra. Todo processo de coleta deve ser
realizado com base nos procedimentos de biosseguranca padronizados pela legislacdo, com a
finalidade de evitar falhas na obtencdo de vestigios encontrados na cena de crime.

As técnicas de identificacdo humana e os marcadores moleculares sdo essenciais para
obter perfis genéticos a partir de amostras coletadas, permitindo uma comparacao com o perfil
de DNA de possiveis suspeitos. E possivel estabelecer uma conexdo entre o local do crime e o
criminoso, sendo possivel auxiliar na acusacdo ou absolvicdo no decorrer do processo.
Entretanto, o uso do DNA no ambito forense apresenta limitacOes, tais como, reagdes
cruzadas, inibicdo de técnicas, auséncia de padronizacdo dos métodos de anélise, falta de
bancos de dados de DNA unificados que contenham informac6es genéticas de criminosos
para posterior comparacdo de dados, que afetam o andamento das investigacdes policiais, 0
resultado dos laudos periciais e a concluséo de todo o tramite processual.

Com os recentes avangos tecnoldgicos e estudos mais aprofundados a respeito da
identificacdo humana, estd sendo desenvolvida a técnica de Fenotipagem Forense por DNA,
que pode definir os tracos de um individuo a partir de uma amostra de DNA. Neste sentido,
sera possivel descrever as caracteristicas fisicas de um suspeito. Entretanto, essa técnica ainda
ndo esta sendo utilizada em alguns paises, pois necessita de aprofundamento cientifico e
metodoldgico, além de questdes éticas, que dificultam o seu uso no &mbito forense. Por tratar-
se de abordagem recente, ndo existe ainda uma ampla literatura a respeito do assunto.

Espera-se em breve que as técnicas de biologia molecular sejam aperfeicoadas, com o
intuito de auxiliar com maior precisdo as investigacOes e ajudar com eficiéncia e agilidade a
solucdo de crimes. Dessa forma, é importante que estas questdes sejam amplamente discutidas
e gque as pesquisas cientificas possam evoluir no aprimoramento dessas técnicas, para que
sirvam como ferramentas de suporte e de assisténcia para uma eficiente e rapida identificacdo

de suspeitos.
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