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Resumo

O objetivo desse trabalho foi apresentar uma revisao bibliogréafica sobre as tecnologias utilizadas na Genética Forense, enfatizando o
uso de marcadores moleculares para a identificagdo humana. Apresento aqui alguns exemplos do potencial da Biologia Molecular
para auxiliar na investigacdo criminal, bem como na definicdo de parentesco (maternidade e paternidade). A utilizacdo desses
marcadores é atualmente a peca fundamental para os testes de DNA forense. Estes sistemas séo, na sua maioria, baseados na analise
de painéis de sequéncias microssatélites especificas (STRs). Foi possivel discorrer sobre o uso forense do DNA, sobre a presenca de
regides hipervaridveis no material genético, o papel de marcadores moleculares, bem como abordar técnicas de anélise de DNA e
suas aplicacdes. A busca por novas metodologias se faz importante para reduzir os custos e impulsionar uma nova cultura genética na
Ciéncia Forense, as quais terdo impacto no futuro do DNA forense com a expansdo da Biologia Molecular.

Palavras-Chave: DNA forense; STRs; Perfil de DNA; Investigagdes criminais.

Abstract

This work aimed to present a review on the technologies used in Forensic Genetics, emphasizing the molecular markers used for
human identification. This work presents a few examples of Molecular Biology potential to assist in the criminal investigation as in
definition of parentage (maternity and paternity). The use of these markers is currently fundamental for forensic DNA testing. These
systems are based on analysis of short tandem repeat (STR) sequences (microsatellites) (STRs). It was possible to discuss the
forensic DNA use, about the hypervariable regions, the role of molecular markers as well as DNA analysis and their applications.
The search for new methodologies is important to reduce costs and boost a new genetic culture in Forensic Science that will affect for
future forensic DNA with the expansion of Molecular Biology.

Keywords: Forensic DNA; STR; DNA profile; Criminal investigations.

altamente topico e ambivalente. Por um lado, os
cientistas nunca estiveram em melhor posicdo como

1. INTRODUCAO

Atualmente hd uma grande preocupagdo quando
pensamos na evolugdo cientifica, sobretudo na questao
da Biologia Molecular, pois a ciéncia néo é estética e a
pericia deve acompanhar este processo. Neste contexto,
a Genética Forense (ou DNA Forense) trata da
utilizacdo dos conhecimentos e das técnicas de Genética
e de Biologia Molecular no auxilio da justica no que
tange desde a identificacdo de cadaveres e de suspeitos
guanto a definicdo de paternidade (ou maternidade). O
DNA empregado nesses processos é geralmente obtido
de 0ssos ou dentes, fio de cabelo, sangue, tecido, sémen,
saliva e urina. E, portanto, a utilizacdo de resultados de
andlises de material genético no processo legal €

agora para analisar o material biol6gico de diversas
naturezas, mesmo em quantidades limitadas e
degradadas. Por outro lado, a quantidade crescente de
dados cientificos gerados através de processos analiticos
modernos ndo implica necessariamente em dar respostas
totalmente satisfatorias [1].

As aplicacbes da Biologia Molecular para a
investigacdo de crimes tém evoluido ao longo dos
Gltimos 25 anos, a partir das investigages académicas a
respeito da estrutura e funcdo do DNA, em particular a
de sequéncias nao codificante [2,3]. A aplicacdo
predominante da Biologia Molecular Forense tem sido
no teste de identidade humana, utilizando marcadores
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ndo fenotipicos de um Unico nucleotideo. A escolha
destes marcadores para a andlise forense foi
impulsionada principalmente pela sua diversidade
polimdrfica, juntamente com o fato de garantirem o
anonimato civil dos individuos analisados, ndo sendo
possivel determinar doengas, comportamento, “raga” e
caracteristicas fisicas. Fica claro que a prova bioldgica,
em especial a genética alcancou destaques nas varas
criminais e de familia, passando de meio complementar
da prova para se tornar o fundamento das decisGes da
magistratura [4,5].

Conforme o short comunication escrito por
Bearmann, Vuille e Taroni [6], o interesse forense no
DNA vai muito além do padrdo, levantando muitas
vezes questdes sobre a maneira como as novas formas
de dados deveriam ser tratadas, direcionando para uma
perspectiva operacional. Existem indmeros obstaculos
na préatica forense atual, dentre eles a pressdo exercida
pelo judiciario por respostas mais eficientes. Do ponto
de vista social, a utilizacdo de marcadores de DNA ¢
uma das mais revolucionarias ferramentas para a analise
da individualidade humana que teve inicio com a
tipagem de grupos sanguineos, tipagem HLA (antigenos
leucocitarios humanos) passando, entdo, para os mini-
STRs e chegando aos microssatélites (STRs), que sdo 0s
ideais para fragmentos pequenos de DNA, como na
analise de ossos e material degradado [7].

A anélise desses marcadores tornou-se fundamental
para os testes de DNA forense, dado o seu poder de
discriminacéo e os muitos sistemas de DNA produzidos
comercialmente e validados para o uso forense. Todos
estes sistemas sdo baseados na analise de painéis de
sequéncias microssatélites especificas para um local
conhecido como STRs por PCR em multiplex, seguida
por eletroforese capilar [8].

2. USO FORENSE DO DNA

Por muito tempo as proteinas sanguineas foram as
mais utilizadas na identificacdo humana, talvez pelo fato
de ser possivel encontra-las tanto no sangue
propriamente dito como em outros fluidos corporais,
como o sémen. No entanto, estas proteinas sdo produtos
de expressdo génica, e, muito embora sejam sistemas
polimoérficos e possua heranga mendeliana polialélica,
sua variabilidade é limitada. Assim, durante décadas seu
uso se baseou na exclusdo de pessoas e ndo na
identificacdo propriamente dita. Com o avango da
ciéncia e tecnologia, em meados dos anos 80, o foco
passou a ser ndo o produto de transcricdo génica, e sim a
estrutura do proprio DNA [9].

A determinac@o de identidade genética pelo DNA pode
ser usada para demonstrar a culpabilidade dos
criminosos, exonerar 0s inocentes, identificar corpos e

restos humanos em desastres aéreos e campos de batalha,
determinar paternidade com confiabilidade praticamente
absoluta, elucidar trocas de bebes em bergarios e detectar
substituicdes e erros de rotulacdo em laboratérios de
patologia clinica [10].

As evidéncias fisicas tornaram-se cada vez mais
importante nas investigagcbes criminais, refutando
muitas vezes os relatos de testemunhas oculares ndo
confiaveis ou susceptivel ao viés metodoldgico e
indutivel. Provas fisicas podem, de forma independente
e objetiva, estabelecer o nexo causal de um
suspeito/vitima a cena de um crime, contestar um alibi,
ou direcionar para outra linha de investigacdo. No
entanto, as fases iniciais da pericia, bem como a analise
do local e adequada coleta dos vestigios pode ser
fundamental para a resolugdo bem-sucedida de
investigagBes criminais. Os métodos utilizados para o
reconhecimento, coleta e preservacao de provas fisicas,
tais como DNA, foram rigorosamente escrutinados e
contestados em tribunal [11].

Segundo Campos e colaboradores [12] o DNA esta
presente em todas as células nucleadas dos eucariotos,
arranjados na forma de cromossomos, e também no
interior das mitocondrias. O DNA é a principal unidade
bioldgica que compde os seres vivos. Situa-se no nucleo
de todas as células do corpo humano e nunca € igual de
uma pessoa para outra, exceto gémeos univitelinos que
sdo geneticamente idénticos, chamados clones naturais,
e em individuos biologicamente relacionados que
apresentam semelhangas genéticas tipicas. 1sso se deve
ao fato de que sempre metade do DNA de um individuo
¢ herdada de seu pai biol6gico e a outra metade é da
mae biolégica como uma marca registrada da heranca
genética das pessoas [13]. Em estudos de identificacdo
humana utiliza-se, principalmente o DNA nuclear,
sendo o diagndstico e 0 mapeamento genético técnicas
fundamentais empregadas na identificacdo do DNA para
fins forenses [14].

Entretanto, existem alguns fatores que podem
influenciar a qualidade da amostra como, por exemplo,
a quantidade reduzida da amostra, degradacdo da
amostra, a exposi¢do prolongada do material ao meio
ambiente, a contaminacdo bacteriana e a auséncia de
pureza da amostra, no que diz respeito aos
polimorfismos genéticos e marcadores moleculares
comuns entre a populacdo [11]. Desse modo, o
sequenciamento do DNA mitocondrial, vem suprindo
estas lacunas e superando algumas dessas limitagGes. Se
antes, eram somente utilizadas impressdes digitais e
outras pistas para desvendar crimes, hoje, sdo inimeras
possibilidades de extrair material genético, pois,
qualquer tecido ou fluido biolégico se torna Gtil como
fonte de DNA. Pode ser encontrado na urina a partir de
células da bexiga, mucosa do pénis e glébulos brancos
do sangue, da mesma forma que podemos extrair de
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células presentes na saliva, lagrimas, suor e outros
materiais organicos [15].

Estas técnicas sdo conhecidas como datiloscopia genética
(genetic fingerprinting), embora o termo mais preciso e
utilizado para designa-las seja perfil de DNA. O perfil de
DNA se baseia no fato de que gémeos idénticos sdo o0s
Unicos individuos que possuem copias idénticas do
genoma humano, mas este, em individuos diferentes,
contém muitos polimorfismos, que séo posi¢des onde a
sequéncia de nucleotideos difere em cada membro da
populacdo. Para ser considerado um polimorfismo, o
alelo raro de um determinado loco deve estar presente
em mais de 1% dos individuos da populagdo. Assim,
com esta grande variagdo no ndmero e no tipo de
variag@es, fica possivel identificar uma pessoa com base
no seu padrédo de polimorfismos [16].

3. REGIOES HIPERVARIAVEIS DO DNA

No genoma humano existem determinadas regiGes
polimoérficas de um locus (local fixo onde estd
localizado determinado gene ou marcador genético) no
qual dois ou mais alelos tem frequéncias génicas
maiores que 0,01 em uma populagdo. Quando este
critério ndo é preenchido, o locus € monomorfico [17].
Essas regifes sdo utilizadas nos exames de paternidade
e de outros vinculos genéticos e podem constituir
repeticdes consecutivas de numeros variaveis ou
minissatélites (VNTR, do inglés, Variable Number of
Tandem Repeats); ou repeticBes consecutivas curtas ou
microssatélites (STR). S8o regides, altamente
polimdrficas isto é, apresentam uma variedade de
tamanhos na populacdo e, assim, a andlise permite
discriminar pessoas ou linhagens de pessoas a partir de
um DNA integro e em grandes quantidades [12].

As sequéncias VNTRs variam de 12 a 100 pares de
bases de comprimento e sdo encontradas em conjuntos
contendo cerca de 3.000 repeti¢cBes. Assim, estas
sequéncias ocupam segmentos consideravelmente mais
curtos do genoma do que as sequéncias satélites. Por
uma razéo desconhecida, os minissatélites tendem a ser
instaveis, e 0 nimero de coOpias de em sequéncia
particular, frequentemente, aumenta ou diminui de uma
geracao a outra. Como resultado, o comprimento de um
locus particular de minissatélite é altamente variavel na
populacdo, mesmo entre membros da mesma familia.
Uma regido VNTR tipica consiste de 500 a 1000 pb,
compreendendo principalmente unidades repetidas em
sequéncia, cada qual com cerca de 15 a 35 pb de
comprimento. Os VNTRs sdo particularmente
empregados como marcadores moleculares para a
identificacdo humana em casos criminais ou de
paternidade, por  serem bastante  variaveis
(polimorficos), contendo um nimero muito grande de
alelos diferentes [14,18,19].

Por outro lado, os STRs, embora sejam muitos
similares aos VNTRS, sdo as mais curtas sequéncias (1 a
5 pares de bases de comprimento) e estdo presentes em
pequenos agrupamentos de cerca de 50 a 100 pares de
bases de comprimento. Os microssatélites estdo
espalhados de forma bastante homogénea no DNA, pelo
menos 30.000 loci diferentes no genoma humano. As
enzimas da maquinaria de replicacdo do DNA ndo
conseguem copiar as regides do genoma que contém
essas sequéncias repetitivas, o que faz com que elas
apresentem taxa de mutagdo extremamente alta. Estes
locos sdo muito abundantes no genoma humano [18], e
cada um deles possui um grande nimero de diferentes
alelos, inclusive maior do que o encontrado em VNTRS,
0 que os torna ainda mais Uteis para identificacdo
humana.

Em média, 01 STR a cada 6 ou 10 kb (quilobase)
ocorre no genoma humano [20] e, portanto, atualmente,
as investigacbes genéticas nas populacBes pelos perfis
de locos STRs tém sido amplamente empregadas, as
quais permitem o uso de amostras contendo pequenas
quantidades de DNA e/ou degradadas. Contudo, quando
analisados individualmente ndo apresentam um poder de
discriminacdo comparavel aos VNTRs e, por isso, é
preciso uma anélise em conjunto de varios locos STRs
para garantir resultados satisfatorios [21]. Marcadores
STRs sdo suficientemente polimoérficos e passiveis de
multiplexagem para permitir a identificacéo inequivoca
de um individuo, e assim pode colocar o DNA daquela
pessoa na cena de um crime com um elevado grau de
certeza. No entanto STRs ndo transmitem ao
investigador quaisquer informacdes sobre quando ou
como o material foi depositado, qual a fonte do material
coletado (de células / fluido / tecido) ou quaisquer
descri¢fes fenotipicas de outra pessoa andnima que
deixou que o material na cena do crime, que ndo seja o
seu sexo [21].

Baseados  nesses  conceitos, 0s  produtos
comercializados hoje em dia para paternidade e
identificacdo de suspeitos, quase que na sua totalidade,
amplificam até 16 loci em uma Unica reacdo de PCR
(Reagdo da Cadeia Polimerase). A andlise do produto
amplificado pela PCR em sequenciadores de DNA e as
escadas alélicas (ladders) possibilita a identificacdo dos
alelos existentes nos loci analisados [7]. Na maioria dos
testes de paternidade por STRs a informacdo genética é
obtida pelos resultados provenientes de quinze loci,
podendo ser realizada pelo uso de Kkits comerciais
disponiveis, esses nimeros podem ser aumentados para
se alcangcar maiores confiabilidade nos resultados
[22,23]. Segundo Genetic Identity [24], 16 loci (15 STR
e Amelogenina, para determinacdo de género) sdo
necessarios para obter uma andlise precisa e confidvel,
assim satisfazendo as necessidades das principais
organiza¢fes mundiais.

20



D. Decanine, Rev. Bras. Crimin. 5(2), 18-27, 2016

Quando a analise de STRs se torna dificil ou
impossivel devido a quantidade ou qualidade do DNA
que foi recuperado, ha a opcéo, como ja foi mencionado
anteriormente, de se fazer o exame a partir do DNA
mitocondrial (MtDNA). Embora esteja longe de ser tdo
informativo como as analises STRs, o0 mtDNA pode
fornecer informagbes Uteis tanto no  quesito
investigativo quanto na confirma¢do da identidade.
Geralmente é feita por didesoxinucleétidos ("Sanger") e
sequenciamento da regido hipervariavel de controle do
genoma mitocondrial e foi revista para a utilizacdo na
Biologia Forense por Holland e colaboradores em 2013
[25].

Recentemente, o estudo da identificacio humana
tem se direcionado ainda para o uso de SNPs
(polimorfismos de nucleotideo Unico) que, por serem
marcadores de insercdo/delecdo (indels) pode atuar
como coadjuvantes para fornecer informacdo genética
decisiva em favor, a favor ou contra a relacdo assumida
e, também, por permitem a identificacdo de evidéncias
degradadas, comuns na Criminalistica [26]. Ambos
SNPs e indels agora podem ser obtidos com mais
facilidade usando multiplexes de até 50 loci com base
em comprimento de fragmentos, tornando possivel a
ampliagdo do leque de marcadores utilizados até o
momento (STRs) [27].

4. MARCADORES MOLECULARES: SISTEMAS
STR MULTIPLEX

Segundo Ferreira e Grattaplaglia [28] um marcador
molecular é qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico de DNA.
O fundamental é exatamente a diversidade nessas
regides génicas culminando em um ndmero de
repeticdes varidveis de um individuo para outro, e,
também pelo fato de serem passiveis de ser estudadas
com sondas de DNA e com amplificacdo por PCR [29].
Como j& fora dito, existe uma constante evolugdo
envolvendo as praticas em Biologia Molecular
direcionando para um esclarecimento melhor da
identificacdo humana e cabe relembrar que o primeiro
sistema de PCR usado na Genética Forense se
preocupou em analisar o locus HLA-DQA1, que faz
parte do complexo de histocompatibilidade principal
humano nos leucdcitos. Este sistema foi denominado
Amplitype DQAL1 e continha inicialmente 6 alelos.
Quando era testado em uma  evidéncia,
aproximadamente em 16% dos casos duas pessoas
apresentavam o0 mesmo gendtipo, fazendo com que
fosse necessario a adicdo de outros sistemas de PCR
para identificar os individuos [30].

O sistema desenvolvido posteriormente, usando
principios similares de analise de Dot Blot, foi o
Amplitype Polymaker. Sua maior contribui¢do foi a de

que ele realmente aumentou o poder de exclusdo
durante o teste (discrimination power). Na sequéncia
surgiu o AmpliFLP D1S80 kit de amplificacdo por PCR,
mais conhecido como D1S80. Este foi usado para a
deteccdo de variagBes genéticas no locus polimorfico
VNTR, D1S80. A sequéncia de repeticdo de base no
locus D1S80 foi de 16 pb com o ndmero de repeticdes
que variam entre 14 e 41 (350-1000 pb). Todavia,
devido ao fato de que este sistema foi desenvolvido
analisando somente um locus génico, o poder de
exclusdo ndo foi grande. Entretanto, em combinagéo
com outros sistemas (multiplex) mostrou-se bastante Gtil
[30].

Como no sistema de RFLP, os primeiros testes para
analise de DNA em Medicina Forense foram baseados
na variabilidade de sequéncias de DNA (polimorfismo
sequencial). A classe de locos polimorficos com blocos
repetitivos curtos (2-9 nucleotideos repetidos), é
chamada de STR ou microssatélite e se coloca em
contraste com os sistemas D1S80 (minissatélites). Estes
marcadores moleculares ja foram discutidos, e tem sido
mencionado que uma das suas principais vantagens é a
possibilidade de processamento relativamente simples,
rapido, e simultdneo de mais de 10 loci STR. Quase
todos os sistemas utilizados nos testes forenses tém
repeticbes de 4 pb (tetranucleotideo) ou 5 pb
(pentanucledtidos) que ocorrem cerca de 50 vezes,
dependendo do locus génico [31,32]. Estes tipos de
marcadores moleculares sdo muito curtos (100-400 pb)
e muito usados em DNAs degradados. O produto da
reacdo de amplificacdo dos STRs é detectado de acordo
com seus respectivos tamanhos (peso molecular) apds
migracdo em gel de eletroforese capilar de alta
resolucédo, semelhante ao observado no sequenciamento
automatico. Quando ha a presenca de STRs de mesmo

tamanho, é possivel diferencid-los através das
marcacdes fluorescentes [19].
Perfis de DNA forense séo atualmente

caracterizados utilizando um painel de alelos de multi-
marcadores de STR que sdo estruturalmente analogos
aos originais minisatélites, porém, com muito mais
intervalos curtos de repeti¢do e, portanto, mais facil para
amplificar com PCR multiplex. Primeira vantagem, ja
mencionado é que mais loci pode ser amplificado
simultaneamente (multiplex). Outras caracteristicas
importantes no desenvolvimento incluem: alelos
discretos e distinguiveis, a amplificacdo do locus que
tende a ser grande, alto poder de discriminacdo, a
auséncia de ligacdo genética com outros loci a ser
analisado, e niveis baixos de contaminagdo durante a
amplificagdo [33].

Diversos kits comerciais validados, fornecidos por
varias empresas, permitem a amplificagdo de multiplos
loci e constituem um consideravel avanco na resolucao
de pericias do &mbito da Genética e Biologia Forense
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[34]. Os sistemas STR mais comuns utilizados no
trabalho forense de rotina sdo comercializados e cada kit
de PCR multiplex utiliza coloracbes especificas e
amplifica diversos STRs. Por exemplo, os Kits
comerciais ProfilerPlus™ analisa simultaneamente 10
marcadores, o kit PowerPlex™ para 16 STRs, ¢ o
Identifiler™ para 16 marcadores [19], dentre outros
como AmpFLSTR® ldentifiler™ PCR Amplification Kit
para 15 STRs, PowerPlex® sistemas ESX (16 STRs) e
ESI (os mesmos 16 STRs com adicdo do SE33),
AmpFISTR® NGM™ PCR Amplification Kit (10 loci
incluidos no kit SGM plus com adicdo de 7 loci ESS
junto com 5 loci adicionais), Investigator ESSplex Plus
Kit (15 STRs e Amelogenina), IDplex Plux kit (13
STRs, mais D2S1338, D19S433 e Amelogenina) [29].

Devido ao fato destes alelos serem transmitidos por
heranca mendeliana, é possivel que se faca vinculagdes
genéticas tais como paternidade, maternidade e
irmandade, bem como utilizar para tipagem individual e
comparagdo com amostras questionadas obtidas em
locais de crime e para vitimas de crimes sexuais. Para
tanto, sdo utilizados calculos populacionais das
frequéncias alélicas previamente obtidas na populagéo,
implicando assim em resultados estatisticamente
significantes e validos [26]. Basicamente, existem dois
conjuntos de marcadores STR conformes com as
normas solicitadas pelos bancos de dados criminais em
todo o mundo: o conjunto padrdo Europeu de 12
marcadores STRs [35] e o padrdo dos Estados Unidos,
denominado CODIS (Combined DNA Index System)
com 13 marcadores STRs [36].

5. BANCO DE DADOS CRIMINAL

O primeiro banco de dados de perfis genéticos de
criminosos foi criado na Inglaterra, 0 Banco de Dados
Reino Unido DNA Nacional (NDNAD) criado em 1995.
A partir do final de 2005, ele levou os perfis de cerca de
3,1 milhdes de pessoas. Em mar¢o de 2012 a base de
dados continha um ndmero estimado de 5.950.612
individuos. O banco de dados, que cresce em 30.000
amostras a cada més, é alimentado por amostras
recuperadas de cenas de crime e levado de suspeitos da
policia e, em Inglaterra e no Pais de Gales, qualquer
pessoa detida e presa em uma delegacia [37].
Entretanto, o sistema de indice de DNA Combinado
(CODIS) criado pelo FBI, que comegou como um
projeto piloto em 1990 e ganhou forca em 1994, deu ao
FBI a autoridade de estabelecer um banco de dados em
nivel nacional para fins de investigacdo criminal [29].

Existem dois arquivos diferentes de perfis genéticos
com objetivos complementares. O “Indice Forense”
(“Forensic Index) que contém perfis genéticos obtidos
a partir de cenas de crimes e o “Indice de Criminosos”
(“Offender Index”) com perfis genéticos de criminosos

condenados por crimes sexuais € outros crimes
violentos [29]. A partir de fevereiro de 2016 o CODIS
contava com 684.519 perfis forenses e 14.464.461 perfis
criminosos, sendo a maior base de dados de DNA no
mundo. Ultrapassou a base NDNAD do Reino Unido,
estimada em cerca de 5.950.612 perfis em marco de
2012 [38].

A Unidade CODIS gerencia o Indice de DNA
Sistema Combinado (CODIS) e o Sistema de indice de
DNA Nacional (NDIS) [39]. O Programa CODIS é
designado para unidade federal, estadual e laboratérios

de criminalidade locais nos Estados Unidos e
internacionais, e também para laboratérios de
criminalistica com aplicagdo para fomentar o

intercdmbio e a comparacdo das provas de DNA forense
a partir de investigacbes de crimes violentos. Esta
unidade também fornece gestdo administrativa e apoio
ao FBI para varios conselhos consultivos, Departamento
de Justica (DOJ) dos programas de outorga, e legislacéo
sobre DNA [38].

Segundo o site oficial do FBI [38], o Indice de DNA
Nacional (NDIS) contém, atualmente, mais de
12.205.768 perfis de criminosos, 2.258.693 perfis de
detidos e 684.519 perfis forenses. Em Ultima andlise, o
sucesso do programa CODIS é garantido pelos crimes
gue ajuda a solucionar, tendo em vista que em fevereiro
de 2016, o CODIS teve mais de 322.011 acessos em
mais de 309.614 investigaces.

S&o adotados 13 loci de STR para o banco de dados
nacional de suspeitos, que inicialmente foi limitado a
estupradores e assassinos condenados [40]. A base do
CODIS é a comparacéo dos perfis genéticos obtidos dos
vestigios biolégicos em local de crime com os cadastros
no banco de identificacdo a partir de outros crimes
(bancos de dados de perfis de DNA de criminosos),
portanto, todo material biol6gico colhido em cena de
crime fornece perfil genético para o indice Forense. Em
termos de aplicacdes forenses especificas, o objetivo do
banco de dados é auxiliar na prova da inocéncia ou
culpabilidade de suspeitos, identificar restos mortais e
amostras hioldgicas, culminando em celeridade na
investigacdo criminal, resolucdo de crimes antigos e
producdo de informacdes para a investigacdo criminal
[40].

Os marcadores moleculares do CODIS foram
selecionados de forma a coincidir com outros loci
escolhidos pelo Forensic Science Services na Gra-
Bretanha para o seu banco de dados e organizacBes
como a INTERPOL nacional. Dois fatores importantes
estdo relacionados com o CODIS, ou seja, nenhum dos
marcadores estdo ligados dentro de exons, e ndo estdo
associados a fen6tipos conhecidos, séo eles, o0 CSF1PO,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX,
VWA e a Amelogenina para identificacdo do sexo [41].
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Do ponto de vista juridico, sdo discutidas as
possibilidades legais e éticas da construgdo de bancos de
dados com informacgdes genéticas de criminosos, a fim
de auxiliar a investigacdo na busca de suspeitos de
crimes, especialmente a partir de evidéncias de crimes
sexuais. Além da necessidade de se tomar os cuidados
necessarios para que o dominio de informagdes
genéticas ndo impliqgue em uma nova visdo bioldgica
(genética) do crime. No Brasil, a introducéo dos bancos
de dados de perfis genéticos baseia-se em algumas
resolucbes importantes, como a Lei n° 12.654,
publicada em de 28 de maio de 2012, que altera
dispositivos da lei de execucdo penal, admitindo coleta
e armazenamento em bancos de dados dentre outros,
como o0s destacados nos Art. 5° 7°-A e B e Art. 3°. A
Lei n° 7.210, de 11 de julho de 1984 - Lei de Execugdo

Penal acrescida do Art. 9°-A [42].

Art.5°-A Os dados relacionados a coleta do perfil
genético deverdo ser armazenados em banco de dados de
perfis genéticos, gerenciado por unidade oficial de
pericia criminal; (§ 1° As informagOes genéticas contidas
nos bancos de dados de perfis genéticos ndo poderdo
revelar tragos somaticos ou comportamentais das
pessoas, exceto determinacdo genética de género,
consoante as normas constitucionais e internacionais
sobre direitos humanos, genoma humano e dados
genéticos. § 2° Os dados constantes dos bancos de dados
de perfis genéticos terdo carater sigiloso, respondendo
civil, penal e administrativamente aquele que permitir ou
promover sua utilizagdo para fins diversos dos previstos
nesta Lei ou em decisdo judicial. § 3° As informagdes
obtidas a partir da coincidéncia de perfis genéticos
deverdo ser consignadas em laudo pericial firmado por
perito oficial devidamente habilitado).

Art. 7°-A exclusdo dos perfis genéticos dos bancos de
dados ocorrera no término do prazo estabelecido em lei
para a prescricdo do delito. 7°-B. A identificagdo do
perfil genético serd armazenada em banco de dados
sigiloso, conforme regulamento a ser expedido pelo
Poder Executivo.

Art. 9°-A. Os condenados por crime praticado,
dolosamente, com violéncia de natureza grave contra
pessoa, ou por qualquer dos crimes previstos no art. 1° da
Lei n° 8.072, de 25 de julho de 1990, serdo submetidos,
obrigatoriamente, a identificagdo do perfil genético,
mediante extracdo de DNA - acido desoxirribonucleico,
por técnica adequada e indolor [43].

6. ANALISES FORENSE DE DNA: RECENTES
AVANCOS

O avanco em vérias areas da Biologia Molecular tem
impulsionado novos conhecimentos a respeito dos
acidos nucléicos, os quais vao muito além da estrutura e
sequéncia do DNA propriamente dito. InGmeras
variantes sdo muitas vezes agrupadas como
"epigenética". Padrbes de metilacdo especificos também
estdo associados com caracteristicas fenotipicas, e sdo
passiveis de serem detectados por novas tecnologias de
sequenciamento de DNA, ndo muito diferentes das
propostas inicialmente. Em um contexto forense, estes

avancos na biologia molecular jA demonstraram um
grande potencial na identificacdo de tipos de tecido,
bem como na deteccdo de varias caracteristicas
comportamentais [44].

Dentro do contexto epigenético podemos observar
cinco alteragfes importantes, como a metilacdo de DNA
(metilaco nas regiBes promotoras de genes — CpG)
promovendo o silenciamento da expressdo génica; as
modificagbes  pos-traducionais de  histonas; a
remodelacdo da cromatina (um fator ATP-dependente);
histonas variantes, as quais podem aumentar
estabilidade ou diminuir a estabilidade, modificar
aminoacidos, dentre outros; e por fim, os noncoding

RNAs, dentre eles os microRNAs (miRNAS)
(importante no silenciamento de genes pos-transcrigao)
[45].

Sequéncias especificas de DNA tornam-se metiladas
durante o curso do desenvolvimento de um organismo.
A metilagdo no &mbito da epigenética € bem adequada
para a deteccdo e identificacdo de fluidos corporais,
explorando a metilagdo diferencial dos sitios
cromossdmicos especificos entre os tecidos [46] e entre
os individuos, incluindo até gémeos idénticos [47]. Do
mesmo modo, a expressdo de tecido de miRNA pode ser
utilizada para a identificacdo dos fluidos corporais num
ambiente forense [48,49].

Os microRNAs (miRNAs) sdo moléculas ndo-
codificantes com funcbes reguladoras importantes;
muitas tém padrfes de expressdo especificos. Seu
tamanho muito pequeno, em principio, 0s torna menos
propensos a processos de degradacdo, ao contrério de
RNA mensageiro (mRNA), que foram anteriormente
propostos como ferramentas moleculares para
identificacdo de fluido corporal forense [48].

A grande maior parte dos avangos em analise
forense se baseia em inovagdo metodoldgica com
diferentes marcadores a fim de aumentar a viabilidade e
amplitude da identificacéo e, muitas vezes, na ansia de
diminuir custos. Pois, para um diagnostico ser
considerado conclusivo apds a deteccéo de uma possivel
exclusdo ou mutacdo é necesséria a utilizacdo de mais
marcadores para alcancar um indice de semelhangas
acumuladas para liberagdo ou confirmacdo dos
resultados. A analise do cromossomo Y, por exemplo, é
muito Gtil em casos em que hd um excesso de DNA de
vitima mulher e pequenas quantidades de DNA
masculino. Por exemplo, em casos que incluem
agressao sexual sem ejaculacdo, agressdo sexual por um
homem vasectomizado, DNA masculino sob as unhas
de uma vitima, DNA masculino sobre a pele (no toque),
e roupas ou pertences de uma vitima do sexo feminino
[50].

A utilizacdo de marcadores forenses e cromossomo
Y (Y-STR) aumentaram consideravelmente nos Gltimos
anos. Os kits desenvolvidos e comercialmente
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disponiveis STR-multiplex contém um ndmero
crescente de marcadores Y-STR, tal como o 12 para o
Sistema Y PowerPlex1 (PPY, 2003), 17 no AmpFISTR1
Yfilerl, (Yfiler, 2004), 23 no PowerPlex Y23System
(PPY23, 2012) e 27 no Kit AmpFISTR1 Yfilerl (2014).
Y-STRs, além de serem muito importantes em violéncia
sexual, também podem ser muito Uteis em andlises de
parentesco, devido ao rigoroso padrdo de heranga
paterna [51]. Contudo, como a taxa de muta¢do para o
Y-STRs usado é relativamente muito baixa, é dificil, se
ndo impossivel, a diferenciacdo entre individuos do sexo
masculino geneticamente relacionados.

Em um esforco colaborativo mundial, foram
analisados 19.630 cromossomos Y de 129 populagdes
diferentes em 51 paises, utilizando o Sistema PPY23

(DYS19, DYS389l, DYS3891l, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS385AB, DYS437, DYS438,
DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635,
GATAH4, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570,

DYS576, e DYS643. Foi verificado entdo, que esse
sistema se mostrou mais forte do que outros Kits
disponiveis, mas ao mesmo tempo revelou 0s mesmos
padrdes gerais de estrutura populacional [52]. No Brasil,
estudo semelhante foi realizado no Estado de Goids, no
qual foi analisado um total de 353 homens para 12 Y-
STRs. Os resultados foram condizentes com a histéria
de miscigenacdo da populagdo do Brasil Central e
permitiu o estabelecimento de hapl6tipos que servem
como referéncia na elucidacdo de casos criminais e
testes de paternidade [53].

Baseado na busca de novos marcadores, cada vez
mais tem se utilizado, ndo somente o cromossomo Y,
mas também o DNA mitocondrial (MtDNA),
haplogrupos valiosos para as investigacfes em Ciéncia
Forense, Antropologia Molecular e Genética Humana.
Mitchell e colaboradores [54] desenvolveram um painel
personalizado de 61 marcadores de mtDNA para a
classificacdo de alto rendimento para individuos
europeus, africanos e do nativo americano/asiatico. As
distribui¢des haplogrupos mitocondriais classificados
foi altamente concordante com a auto-identificado
raca/etnia (SIRE) em brancos nédo-hispanicos (94,8%),
mas foi consideravelmente menor em populacGes
miscigenadas, incluindo negros ndo-hispanicos (88,3%),
0s mexicanos-americanos (81,8%), e outros hispanicos
(61,6%). Mostrando, contudo, que € importante
considerar inconsisténcias entre SIRE e ascendéncia
genética ao realizar estudos de associagdo genética.

Além desses 61 marcadores ja descritos, outros
grupos se empenham em outras perspectivas utilizando
o mtDNA, como a andlise genética de 0ssos na busca de
DNA confidvel para a identificagio humana,
demonstrada por Higgins e colaboradores [55], os quais
observaram que a amostragem do cemento dos dentes
enterrados por até 16 meses pode fornecer uma fonte

confidvel de DNA nuclear enquanto que o0 mtDNA ¢é
melhor preservado na dentina, especialmente dentro da
raiz, tornando as raizes dos dentes de mais valor do que
os tecidos coronais. E o mapeamento genémico do
mtDNA (mtGenome), como apresentado na revisdo feita
por Just, Irwin e Parson [56].

Outra perspectiva de futuro na andlise de DNA
forense é o sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
com a sua capacidade de alto rendimento e baixo custo.
Esta tecnologia pode ser aplicada para analisar
simultaneamente multiplos loci de interesse forense em
diferentes contextos genéticos, como autossomos
mitocondrial e cromossomos sexuais. Além disso, a
tecnologia de NGS também pode ter aplicacdes
potenciais em muitos outros aspectos da pesquisa, 0
qual inclui a construcdo de banco de dados de DNA,
ascendéncia e inferéncia fenotipica, estudos com
gémeos monozigoticos, fluido corporal e identificagdo
das espécies animal, planta e microbioldgicas forense
[57].

Desde 2005, as tecnologias NGS vém evoluindo de
maneira significativa até o presente, com tecnologia que
ndo s6 permite a deteccdo de moléculas individuais, mas
também permite o sequenciamento em tempo real. O
atual lider neste campo é o sistema RS PacBio. Com
isso, pode atingir uma média de leitura de
comprimentos de 55.008.500 pb e pode também
detectar de forma direta as modificacbes epigenéticas.
Considerando a compatibilidade e custo, bem como as
limitagbes do sequenciamento de primeira geragdo, a
tecnologia NGS provavelmente em breve deve substituir
0 STR convencional para estudos forenses [57].

Cientistas forenses tém investigado como fazer a
transicio da eletroforese capilar (CE) para o
sequenciamento  paralelo  macico (MPS) para
aperfeicoar as andlises de perfis de DNA. MPS oferece
varias vantagens sobre CE, tais como STR multiplex
com numeros ilimitados de loci génico e polimorfismo
de nucleotideo Unico (SNP), pequenos fragmentos
amplificados, sem restri¢cGes de separacdo de tamanho e
com maior poder de discriminacéo.

Van Neste e colaboradores [58] apresentaram uma
estrutura bioinformatica My-Forenses-Loci-consultas
(MyFLq) para analise de MPS em dados forenses e um
método para avaliar o desempenho global e utilidade de
um locus em relacdo ao MPS. Pode ser utilizado
também para estimar se um alelo desconhecido, cuja
sequéncia ndo se encontra presente na base de dados
MySQL, é de fato um novo alelo ou um erro
sequenciamento. Os resultados mostram, techicamente,
gue o MPS forense caracteriza uma grande promessa
para aplicacdo na rotina gendmica forense, devido tanto
ao fato ja descrito acima, como também por ser
aplicavel a autopsia molecular na medicina legal e em
pesquisas de mtDNA.
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7. CONCLUSOES

A Biologia Molecular tem ganhado cada vez mais
espaco nas questdes investigativas, legais ou de
seguranca, apesar de ser mais direcionada para a
identificacdo humana e teste de paternidade. As
tecnologias aplicadas e os métodos relacionados ao
DNA progrediram a ponto de ndo colocar em ddvida a
admissibilidade dos dados quando estes forem coletados
e analisados de maneira adequada. Por outro lado,
atualmente, a Genética Forense também pode ser
aplicada na identificacdo ou individualizacdo de
animais, plantas e microrganismos presentes em
residuos, provas ou até mesmo no corpo de um cadaver,
sempre em busca de um desfecho que ndo possa ser
questionado juridicamente.

A inovagdo da ciéncia e novos conhecimentos
metodolégicos proporcionam progressos importantes na
investigacéo criminal desde a descoberta das impressées
digitais. Um nUmero crescente de cientistas esta
convencido de que o sequenciamento de DNA em breve
vai substituir os métodos baseados na analise de
comprimento de fragmentos devido ao fato de poderem
ser expandidos e analisados de forma rapida e com
satisfatorio custo beneficio. A inclusdo de um conjunto
mais abrangente de marcadores para amostras de
referéncia ird sobrepor-se aos bancos de dados atuais de
investigacdo. Além do que, com a evolugdo da
tecnologia, é provavel que em um curto prazo de tempo
0s MPS sejam capazes de oferecer a sensibilidade de
deteccdo para amostras de baixa quantidade e qualidade
de DNA.
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