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RESUMO

Muitas das técnicas de genética forense sdo utilizadas para a resolugao dos mais variados casos.
Com isso, o estudo do DNA obtido a partir de vestigios bioldgicos € um instrumento importante
para combater a criminalidade. Atualmente, tal area t€ém se tornado umas das mais inovadoras,
com tecnologias que possibilitam conclusdes em relatorios periciais, que ainda ha pouco tempo
eram inimaginaveis. Nessa perspectiva, esse trabalho objetivou identificar quais as principais
técnicas de genética forense utilizadas para obtencao de perfil de DNA na resolucao de crimes
e sua importancia no ambito juridico. Sendo assim, foi realizada uma pesquisa bibliografica,
através de uma analise por meio da revisdo de artigos cientificos publicados no Portal de
Periddicos CAPES/MEC e na Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertacdes (BDTD).
Para selecdo dos artigos foram utilizados os seguintes descritores: (DNA forense) OR (biologia
forense) AND (técnicas de genética forense), dentro de uma cronologia dos ultimos 6 (seis)
anos, entre 2016 e 2021, publicados em portugués e espanhol. Como resultado foram
encontradas no total 4 publicac¢des cientificas em que condiziam com a proposta apresentada
no presente estudo. Em relacdo as principais técnicas genéticas utilizadas na area forense,
verificou-se que a utilizagdo da PCR teve destaque por ser uma técnica eficiente. Quanto ao
marcador molecular, o STR se mostrou o mais eficiente, por ocorrer com mais frequéncia na
populagdo. Por fim, pode-se verificar que os estudo relacionados a andlise de DNA esta

avangando continuamente, tanto nas areas de pesquisa cientifica, quanto na area tecnologica.

Palavras-chave: Genética Forense. DNA forense. Marcador molecular.



ABSTRACT

Many of the forensic genetics techniques are used to solve the most varied cases. Thus, the
study of DNA obtained from biological traces is an important tool to fight crime. Currently,
this area has become one of the most innovative, with technologies that allow for conclusions
in expert reports, which were unimaginable a short time ago. From this perspective, this work
aimed to identify the main forensic genetics techniques used to obtain a DNA profile in solving
crimes and their importance in the legal field. Therefore, a bibliographical research was carried
out, through an analysis through the review of scientific articles published in the Portal de
Periodicos CAPES/MEC and in the Brazilian Digital Library of Theses and Dissertations
(BDTD). For selection of articles, the following descriptors were used: (forensic DNA) OR
(forensic biology) AND (forensic genetics techniques), within a chronology of the last 6 (six)
years, between 2016 and 2021, published in Portuguese and Spanish. As a result, a total of 4
scientific publications were found that matched the proposal presented in this study. Regarding
the main genetic techniques used in the forensic area, it was found that the use of PCR was
highlighted for being an efficient technique. As for the molecular marker, STR proved to be the
most efficient, as it occurs more frequently in the population. Finally, it can be seen that studies
related to DNA analysis are advancing continuously, both in the areas of scientific research and

in the technological area.

Keywords: Forensic genetics. DNA. Molecular marker.
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1 CARACTERIZACAO E JUSTIFICATIVA

A Ciéncia Forense ¢ uma especialidade da Pericia Criminal que visa resolver questdes
no ambito juridico, auxiliando juizes e juris em inquéritos de processos juridicos e questoes
civis. Tal area tem grande amplitude, abrangendo conhecimentos entre biologia, quimica, fisica
e matematica, assim como balistica, botanica, impressdes digitais, entre outras (BARBOSA;
ROMANO, 2018; BONACCORSO, 2005; JOBLING; GILL, 2004).

A utilizagdo de marcadores genéticos na identificagao de material biologico para fins
juridicos, tem se tornado ao longo dos anos um dos principais objetos da Genética Forense
(BARBOSA; ROMANO, 2018; PINHEIRO, 2015). Atualmente tal area tem se tornado uma
das mais inovadoras, com tecnologias que possibilitam conclusdes em relatdrios periciais, que
ha pouco tempo eram inimaginaveis (ARAUJO, 2018). Sendo assim, a genética forense
apresenta um grande potencial em investigacdes judiciais, através de seus métodos genéticos e
conhecimentos técnico-cientificos (FILHO et al., 2020).

Dessa forma, o estudo do DNA extraido de vestigios bioldgicos ¢ um instrumento de
suma importancia para combater a criminalidade, podendo incriminar ou inocentar uma pessoa
através das provas que sdo geradas (ARAUJO, 2018). Tais vestigios sio comumente
encontrados nas ocorréncias criminais, fazendo parte da rotina forense. Para que essas analises
sejam feitas de forma justa a servigo da justiga, € necessario que sejam estabelecidas técnicas e
procedimentos padrdes para a obtencao de perfis genéticos confidveis (BASTOS, 2018). Desta
forma, no dmbito das investigacdes criminais, a pericia da genética forense em amostras
biologicas de diferentes naturezas recolhidas em diferentes meios, inclui a sua investigagao
laboratorial para estabelecer caracteristicas genéticas (PINHEIRO, 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho pretende responder ao seguinte problema de
pesquisa: quais as técnicas de genética forense utilizadas para a obtengdo de perfil de DNA na

resolucdo de crimes e sua importancia no ambito juridico?



2  OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Levantar as técnicas de genética forense utilizadas para a obtencao de perfil de DNA na

resolucao de crimes e sua importancia no ambito juridico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar quais as principais técnicas de genética forense utilizadas no ambito juridico;
e Identificar qual marcador molecular mais eficiente na area forense;
e Identificar a importancia da genética forense na resolugdo de crimes;

e Verificar se ha uma técnica indicada para cada tipo de caso.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HISTORIA DO DNA NO AMBITO CRIMINAL

Desde o uso e reconhecimento das impressdes digitais como caracteristicas pessoais, o
teste de DNA tem sido considerado a maior revolugao cientifica no campo da medicina legal.
A tecnologia de identificagdo baseada na analise direta de DNA tem pelo menos duas
vantagens: a estabilidade quimica do DNA, mesmo depois de muito tempo, e por estar presente
em todas as células nucleadas do organismo humano, de forma que os vestigios da cena do
crime possam ser usados para condenar ou inocentar suspeitos de crimes (LEITE et al., 2013).

De acordo com Francez, Pombo e Silva (2020), desde a década de 80, o teste de DNA
vem sendo utilizado para identificagdo humana. Tudo comegou por volta de 1985, quando o
cientista Alec Jeffreys descobriu que todos os individuos podem ser identificados a partir de
padrdes especificos por meio da analise de DNA (BERNATH, 2008). Segundo o autor, Jeffreys
fez essa descoberta estudando um determinado gene, onde ele percebeu que existem diferencas
entre as pessoas, que se diferiam ao longo da regido do gene. Essas diferencas foram analisadas
na forma de faixas de diferentes tamanhos por métodos indiretos. A partir dai, ele descobriu
que essas regides de tamanhos diferentes entre os individuos estdo espalhadas por todo o
genoma e, a partir dessas regides, ele pode definir o que chama de “impressoes digitais do
DNA” ou “DNA fingersprinting” (BARBOSA; ROMANO, 2018; BERNATH, 2008). Em 1988
sua técnica foi usada oficialmente para resolver o caso Leicester, e desde entdo o uso de DNA
forense vem sendo utilizado como principal ferramenta para solucionar casos criminais € no
estudo de vinculo genético (BARBOSA; ROMANO, 2018).

Segundo Barbosa e Romano (2018), o primeiro caso solucionado através da analise de
DNA, foi no assassinato de duas garotas, Lynda Mann e Dawn Ashcroft. Em 1983, no vilarejo
de Narborough, na Inglaterra, foi encontrado o corpo de Lynda, de acordo com a policia a garota
tinha sido estuprada e assassinada logo em seguida. E em 1986 a policia encontrou o corpo de
Dawn, proximo a Narborough, onde a vitima também havia sido estuprada e assassinada do
mesmo modo em que Lynda, e nos dois casos a policia recolheu amostras de s€men que tinham
sido deixadas pelo estuprador, onde um homem chamado Richard Buckland confessou os dois
crimes.

No mesmo local em que ocorreu os dois crimes vivia o cientista Alec Jeffreys, e na
tentativa de solucionar o caso a policia entrou em contato com o mesmo, para serem realizados

testes de DNA com os sémens encontrados nas vitimas, com o de Richard Buckland. Nesses
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exames, eles descobriram que os sémens encontrados eram do mesmo homem, mas nao
pertenciam a Richard. Na tentativa de encontrar o real estuprador a policia realizou campanhas
de doagao de sangue na cidade, e com isso o cientista pode analisar cerca de 3.600 homens, mas
nenhum tinha o DNA compativel. Apos 2 anos do caso, uma mulher disse para a policia sobre
um funcionario de uma padaria chamado Ian Kelly, que ele havia doado sangue no lugar de seu
colega Colin Pitchfork, ou seja, a policia tinha o DNA de Ian como se fosse de Colin. Com isso,
a policia foi atrds de Colin, que deu uma amostra de seu sangue, confirmando entdo nos
resultados do exame que o estuprador e Colin eram a mesma pessoa, entrando para a histéria
como a primeira pessoa condenada por causa de um exame de DNA (BARBOSA; ROMANO,
2018).

Atualmente, o DNA Forense ¢ utilizado em investigacdes no ambito criminal e na esfera
civil para investigagdes de paternidade. Tal método também ¢ aplicado na identificacdo de
outros fins, tais como: identificagdo de suspeitos em crimes sexuais; identificagdo de cadaveres
carbonizados, mutilados, em decomposicao, etc; cadaveres abandonados; aborto provocado;
relacdo entre instrumento lesivo e vitima; investigagdo de paternidade em caso de gravidez
resultante de estupro; estudo de vinculo genético entre outros (DOLINSKY; PEREIRA, 2007;
LEITE et al., 2005).

Deste modo, o avanco da Biologia Molecular permitiu caminhar no sentido de
aprimoramento dos métodos de identificagdo humana, a tipagem individual relacionada ao
DNA na década de 1980 tornou-se uma ferramenta poderosa. Desde o uso de impressdes
digitais, o teste de DNA se tornou a tecnologia de identificagdo humana mais importante

(MILLARD, 2014).
3.2 POLIMORFISMOS DE DNA E SUA IDENTIFICACAO

E possivel encontrar nas células humanas nucleadas dois tipos de DNA, o DNA
mitocondrial (DNAmt) e o DNA nuclear (DNAnu). No DNAnu seu nucleo ¢ organizado em
cromossomos, sendo altamente protegido e compactado por proteinas, chamadas de histonas.
Atualmente o DNAnu ¢ o preferencialmente utilizado para a identificagdo em casos forenses,
podendo em algumas situagdes utilizar o DNAmt (PINHEIRO, 2015). O DNAmt ¢ muito
utilizada em questdes relacionadas a parte materna, a andlise de microssatélites do cromossomo
Y tem sido uma excelente técnica usada em identificacdes humanas para solucionar casos de
paternidade, uma vez que o mesmo ¢ caracteristica Unica da linhagem paterna (KOCK e

ANDRADE, 2008). Além de suas diferencgas estruturais, ambos apresentam distintas formas de
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heranga, onde 0 DNAnu ¢ herdado do pai e da mae, e o DNAmt possui heranga uniparental
materna (PINHEIRO, 2015).

A identificagdo genética de amostras bioldgicas utilizada na resolugdo de casos forenses,
baseia-se na caracteriza¢ao de polimorfismos do DNA, ou também chamados de marcadores
genéticos, que sao regides ndo codificantes do genoma humano. Cerca de 3% do genoma
humano ¢é composto por repeticdes em tandem, cujas repeticdes sdo sequencias de DNA ndo
codificante que se repetem sucessivamente, da qual a diferencia¢do entre os individuos da
mesma espécie, se da pelo nimero de repeticoes que cada individuo apresenta em um
determinado /ocus de um par de cromossomos homologos. Este tipo de heranga relacionado ao
nimero de repeticdes segue a lei da Heranca de Mendel, assim como qualquer outro
polimorfismo usado para fins forenses (PINHEIRO, 2015; VOET; VOET; PRATT, 2014).

Nos ultimos anos, diversas técnicas foram desenvolvidas para estudar diferentes tipos
de polimorfismos de DNA, no qual os cientistas podem escolher o método mais adequado para
resolver o problema em questdo (PENA, 2005). Atualmente o método mais utilizado ¢
relacionado ao estudo dessas regides repetitivas de DNA, sendo classificados em dois grupos,
sendo eles chamados de minissatélites — VNTR’s (variable number of tandem repeats) e
microssatélites — STR’s (short tandem repeats), classificado de acordo com o tamanho da
sequéncia de repeticao (PENA, 2005; PINHEIRO, 2015).

Tais regides denominadas de microssatélites, tratam-se de marcadores genéticos
designados de STR’s, sendo compostas por uma sequéncia de DNA de 2-7 pares de base (pb)
(figura 1), distribuida por todo o genoma e repetida em tandem. Seu tamanho de alelo ¢ inferior
a 350 pb. Regides denominadas de VNTR’s também designada como regides minissatélites,
sao polimorfismos de DNA que consistem numa série de comprimento de repetigdes de
fragmentos de DNA. Consiste em 500 a 1000 pb, compreendendo principalmente unidades
repetidas em sequéncia, cada qual com cerca de 15 a 35 pb de comprimento (KOCK;

ANDRADE, 2008; PINHEIRO, 2015).

Figura 1 — representagdo de sequéncia de DNA, apresentando 9 repeti¢des consecutivas do bloco CTGA,

exemplificando um microssatélite STR.

AACTGGCTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACCTGGGC

Fonte: PACHECO, 2010.
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Em cada individuo o nimero dessas regides de repeticdo podem variar, sendo assim,
essa caracteristica permite diferenciar os individuos de uma mesma populacdo, mesmo sendo
da mesma familia, como irmaos que sao filhos do mesmo pai e da mesma mae, e até¢ gémeos
dizigbticos, com exce¢do dos monozigdticos por possuirem informagdo genética idéntica até
mesmo nesses marcadores, salvo raras exce¢des em caso de alguma mutacdo (PINHEIRO,
2015). Existem também outros tipos de polimorfismos, que ocorrem quando ha inser¢ao ou
delecao de fragmentos do DNA (MILLARD, 2014).

Em pericias de Genética Forense ¢ importante a analise destas sequéncias nao
codificantes de DNA, pelo fato de ndo estarem relacionadas com a sintese de proteinas e nao
haver nenhuma correlagdo que permita deduzir a predisposi¢cdo dos dados da amostra bioldgica.
Afirma-se que sequéncias de DNA codificantes, que possuem tais informagdes genéticas em
relacdo a produgdo de proteinas €, na verdade, a mesma para todos os individuos. Sendo esta,
uma das razdes da qual estas regides ndo sdo utilizadas para a identificagdo humana, sendo
assim, ndo utilizadas no ramo da Genética Forense (PINHEIRO, 2015).

Por meio da tecnologia molecular, o DNA pode ser separado de outros componentes
celulares, realizar cortes da molécula para manipulagao, aumentar o numero de copias, separar
a molécula e determinar a sequéncia de nucleotideos do DNA de qualquer organismo (HEPP;
NONOHAY, 2016). Técnicas como o Polimorfismo no Comprimento de Fragmento de
Restrigao (RFLP), Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), Eletroforese, e Southern Blotting
sdo utilizadas para uma ampla verificacdo em amostras de DNA na identificagdo de suspeitos
(OLIVEIRA; FILHO, 2018).

De acordo com Millard (2014), de forma esquematica, estabelecer um perfil de DNA
requer quatro passos principais: 1) a identificacdo de amostras bioldgicas (s€émen, sangue, entre
outras); 2) a extracdo do DNA, ou seja, o tratamento da amostra biologica de modo a romper
as células, extrair e purificar o DNA para processamento; 3) a amplificagdo do DNA extraido;
4) e por fim a separacdo e visualizacdo do perfil DNA, visualizando os fragmentos STR por
meio de um corante fluorescente e separa-los usando uma técnica especifica de modo a

possibilitar um perfil da amostra.
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3.3 TECNICAS DE GENETICA FORENSE

3.3.1 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica da reagdo em cadeia da polimerase — PCR (polymerase chain reaction),
consiste em um método mais rapido e adequado para amplificar especificamente um DNA
(VOET; VOET; PRATT, 2014). Tal técnica, permite amplificar uma molécula especifica de
DNA utilizando dois iniciadores (primers) complementares as extremidades do segmento que
se quer amplificar, AINTP e uma DNA polimerase. Com isso, uma serie de reagdes ciclicas
ocorre, consistindo em trés etapas: inicialmente, chamada de etapa de desnaturacao, a molécula
de DNA ¢ desnaturada através do aumento da temperatura por cerca de 95°C, entdo, as fitas se
separam. A segunda, chamada de anelamento, onde a temperatura ¢ entdo resfriada a 60°C,
permitindo que cada iniciador pareie ou hibridize, com a sequéncia complementar presente no
segmento a ser copiado. Em seguida, ¢ denominada a fase de extensdo, onde desenvolve-se
através da polimerizacdo da nova fita de DNA com o auxilio da enzima Taq polimerase, esse
processo acontece a uma temperatura de 72°C. Entretanto, uma copia do DNA ¢ sintetizada a
partir de cada iniciador, e o produto ao final das trés etapas ¢ usado como substrato para uma
nova reacdo de amplificacdo, que ¢ desenvolvida em sequéncia, com isso, o ciclo de
desnaturagdo, hibridizacao e extensao ¢ repetido muitas vezes para obter milhares de copias do
fragmento desejado. Vale ressaltar que todo esse processo € realizado através de um
termociclador, que controla automaticamente a temperatura necessaria em cada ciclo (MELLO;
FONSECA-COSTA, 2005; ALMEIDA, et al., 2010).

A amplificagdo do DNA por meio da técnica de PCR, tem se tornado uma ferramenta
indispensavel no estudo técnico-cientifico. Tal técnica, pode ser usada em diagnosticos de
doencas e na deteccao de eventos patoldgicos raros, onde no aspecto de analise forense, através
de um tUnico fio de cabelo ou do esperma encontrado no corpo da vitima ¢ possivel ser
amplificado por meio da PCR, de modo que possa ser identificado de maneira eficiente o seu

dador (VOET; VOET; PRATT, 2014).
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Figura 2 — representagdo esquematica da técnica de PCR
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Fonte: BOSTER, 2020.

Por sua alta sensibilidade, facil realizacdo e pelo baixo custo, a PCR é uma das técnicas
mais utilizadas, por permitir que seja realizada variais copias de uma determinada regido do
DNA (VIEIRA, 2011; OLIVEIRA; FILHO, 2018). Tal técnica ¢ adotada como Padrao de Ouro
(Gold Standard), ou seja, como prova definitiva em algumas situa¢des (VIEIRA, 2011). Ha
relatos de casos, em que a partir da técnica da PCR, condenados puderam sair da prisdo com
base em seus resultados que provaram sua inocéncia (VOET; VOET; PRATT, 2014).

Em contrapartida, alguns problemas podem surgir, tal como a contamina¢do da amostra
genética podendo gerar copias de DNA erroneas e com isso levar a conclusdes periciais erradas
(KINDERMANN; KLASS, 2006). Com isso, ¢ importante frisar os cuidados que devem ser

tomados na coleta dessas amostras € no manuseio das mesmas.

3.3.2 Polimorfismo do Comprimento do Fragmento (RFLP)

De modo geral, a técnica de Polimorfismo do Comprimento do Fragmento — RFLP
(derestriction fragment length polymorphism) define-se como a identificagdo de diferengas
genotipicas entre amostras de individuos diferentes, através de um comparativo referente ao

tamanho dos fragmentos polimorficos do DNA, sendo estes obtidos por clivagem de enzimas
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de restricdo. Essas alteragdes no padrao de clivagem sdo detectadas utilizando a propria regiao
polimorfica como sonda, esses padroes obtidos podem ser utilizados para estabelecer uma
“impressao digital de DNA”, onde ¢ possivel observar a diferenca entre dois individuos
(BRONDANI; PAIVA, 1992; ZAHA; FERREIRA; PASSALIA, 2014). Desse modo, a
metodologia do RFLP consiste na mesma seguida em Southern blotting, podendo esta ser feita
com o auxilio da PCR para ampliar uma regido especifica do DNA (PAVAN; MONTEIRO,
2014).

Apesar da técnica de RFLP ter sido amplamente utilizada desde sua invengao, seu
procedimento consiste em numerosas etapas, exige uma grande quantidade de amostra de DNA
e leva semanas para se obter um resultado, enquanto a técnica da PCR amplifica sequencias de
DNA em poucas horas, sendo essa, uma grande desvantagem da técnica em questdo (KOCK;
ANDRADE, 2008).

O RFLP foi usado para diversas aplicagcdes genéticas da analise desde sua invengao:
para determinar o estado de doengas genéticas tais como a fibrose cistica em um individuo; para
determinar ou confirmar a fonte de uma amostra do DNA como em testes ou investigagdes
penais de paternidade; no trago genético para determinar as taxas de recombinagao que mostram
a distancia genética entre os locus; para identificar um portador de uma mutacao de causa em
uma familia (PAVAN; MONTEIRO, 2014).

Com isso, vemos que o RFLP ¢ um bom marcador molecular, por apresentar diversidade
em aplicacdes e ser um marcador codominante, ou seja, onde ¢ possivel se diferenciar
homozigotos de heterozigotos (PAVAN; MONTEIRO, 2014). Este marcador pode apontar
relagdes de cruzamento entre casais, determinar relagdes de parentesco e até auxiliar na genética
forense para resolucao de crimes. Porém, entre as desvantagens dessa metodologia podemos
citar o fato de ter alto custo para execugdo, utilizar sondas que sdo toxicas e ser relativamente

trabalhosa.

3.3.3 Eletroforese

A técnica de eletroforese ¢ baseada na diferenca de migracdo de compostos i0nicos ou
ionizéveis na presenga de um campo elétrico (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Tal
método consiste em uma separacgao e visualizacdo de moléculas de DNA de acordo com sua
compactagdo, forma e tamanho. Essas moléculas sdo submetidas a um campo elétrico, onde

migram para um polo negativo ou positivo de acordo com sua carga, e seu fluxo migratorio
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depende de sua massa molecular (KOCH; ANDRADE, 2008; VOET; VOET; PRATT, 2014;
ZAHA; FERREIRA; PASSALIA, 2014).

A realizacdo da técnica de eletroforese se da através uma matriz semelhante a um gel
(figura 3), onde geralmente ¢ composta por agarose ou poliacrilamida. O gel ¢ mantido entre
duas placas de vidro, onde as moléculas a serem separadas sdo aplicadas em uma das
extremidades do gel e sob a influéncia de um campo elétrico migram pelos poros da matriz. As
moléculas menores se movem através do gel mais rapidamente, dessa forma, migram mais

longe em um determinado periodo (KOCH; ANDRADE, 2008; VOET; VOET; PRATT, 2014;
ZAHA; FERREIRA; PASSALIA, 2014).

Figura 3 — representacdo esquemadtica da eletroforese em gel
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Fonte: VOET; VOET; PRATT, 2014.

ApOs a realizagdo da eletroforese, as moléculas sao adicionadas para visualizacdo em
um gel através de um técnica apropriada (figura 4), como por exemplo, a adi¢gdo de um corante
que se liga fortemente ao DNA, por meio de uma marcagdo radioativa ou por sua fluorescéncia

(KOCH; ANDRADE, 2008; VOET; VOET; PRATT, 2014; ZAHA; FERREIRA; PASSALIA,
2014).
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Figura 4 — Diferentes sistemas de revelacdo dos géis: a) brometo de etidio; b) nitrato de prata;

¢) raio — X; d) quimiluminescéncia; €) coomasie blue e f) fast blue BB salt, o e  naftil acetato.

Fonte: BRAMMER, 2001.

Ao longo dos anos, a eletroforese tem sido aprimorada a fim de obter maior eficiéncia
e reduzir o efeito térmico devido a aplicagdo de um campo elétrico. Para tanto, avancos na
tecnologia de eletroforese t€ém permitido a introducdo de colunas capilares nos sistemas de
eletroforese, o que ¢ denominado de Eletroforese Capilar — EC (Capillary Electrophoresis)
(SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

A eletroforese capilar (figura 5) consiste em separar rapidamente as moléculas
carregadas, uma vez que, apesar das varias formas de eletroforese serem eficazes, em algumas
situagdes elas podem levar varias horas para ficarem prontas, sdo dificeis de serem
automatizadas e de dificil aplicagdo em analises quantitativas. Com o uso da eletroforese
capilar, técnica onde a eletroforese € feita em tubos muito finos, tais dificuldades sdo superadas.
Esses capilares tém a capacidade de dissipar o calor mais rapidamente, permitindo assim o uso
de campos elétricos mais elevados, e consequentemente reduzindo o tempo da eletroforese em

minutos (VOET; VOET; PRATT, 2014).

Figura 5 — representagdo esquematica da eletroforese capilar
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Tal técnica se apresenta promissora em diversos campos da ciéncias, destacando-se
inclusive na Biologia Molecular (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Desse modo, ressalta-
se que a eletroforese capilar ¢ amplamente utilizada em analises forenses, pelo fato de permitir
que grandes quantidades de amostras sejam analisadas de forma automatizada, além de

necessitar de poucas quantidades de amostra (LEITE et al., 2013).

3.3.4 Southern Blotting

Outra técnica utilizada na pericia criminal é Southern Blotting, essa técnica consiste em
uma forma de hibridizagao que detecta no DNA sequencias especificas. Nessa técnica, 0o DNA
passa por um processo de clivagem com enzimas de restri¢ao, podendo ser uma ou mais. Os
fragmentos gerados sdo levados a eletroforese em gel de agarose, onde sdo separados (ZAHA;
FERREIRA; PASSALIA, 2014). Posteriormente a eletroforese, os fragmentos de DNA de fita
dupla sdo separados em fita simples, utilizando uma solu¢do de 0,5M de NaOH. Dessa forma,
o DNA fita simples, pode ser ligado a membrana de nitrocelulose, esta posta sobre o gel apds a
separagdo em fita simples do DNA. Os fragmentos de fita simples, sdo ligados & membrana
exatamente na posi¢cdo em que parou no gel, entdo depois da secagem a 80°C da membrana, o
DNA fixa de forma permanente na posi¢do. A membrana seca pode ser umedecida
minimamente com uma solugdo com a sonda de interesse incluida. Essa sonda pode ser de RNA
que complementa a sequéncia desejada ou de DNA de fita simples. ApOs esse processo, a
membrana precisa ser mantida a uma temperatura adequada para a hibridiza¢do da sequéncia
de DNA com a sonda por algumas horas (VOET; VOET; PRATT, 2014).

O restante da sonda ndo ligada ¢ removido em uma lavagem da membrana, que entao ¢
seca e analisada. Geralmente, as sondas s3o marcadas com um is6topo radioativo (32P) ou com
um grupo florescente. No caso de ser uma sonda radioativa, € utilizada uma autorradiografia
com a exposic¢ao da nitrocelulose a um filme de raio-X. O aparecimento de manchas escuras no
filme que foi revelado, indica a posi¢do das sequencias complementares a sonda radioativa
usada. No caso de uma sonda fluorescente, ¢ realizada uma fotografia digital usando um

instrumento de imagem (VOET; VOET; PRATT, 2014).
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Figura 6 — representagdo esquematica da técnica de Southern Blotting
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Apesar da técnica de Southern Blotting se mostrar muito eficiente, ela possui algumas
desvantagens devido ao seu alto custo, ela também requer uma grande quantidade de DNA de

alta qualidade, sendo essa, uma técnica bem trabalhosa (OOSTRA; WILLEMSEN, 2009).
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4 METODOS

4.1 NATUREZA E TIPO DE PESQUISA

Foi realizado uma pesquisa bibliografica, através de uma analise por meio da revisao de
artigos cientificos publicados no Portal de Periodicos CAPES/MEC e na Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e Dissertagcdes (BDTD). Segundo Gill (2002), a pesquisa bibliografica ¢
desenvolvida com base em material elaborado, constituido principalmente de artigos
cientificos.

Esta pesquisa teve natureza qualitativa. Sendo assim, a andlise consistiu, assim como
afirma Gill (2002, p. 133), em “uma sequéncia de atividades, que envolve a redugdo dos dados,

a categorizagdo desses dados, sua interpretagdo e a redacao do relatério”.

42 FONTE DA PESQUISA E PROCEDIMENTOS UTILIZADOS NA COLETA E
ANALISE DE DADOS

O levantamento de dados foi realizado no Portal de Periddicos da CAPES/MEC e na
Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagcdes (BDTD), sendo utilizado como parametro
tematico os seguintes descritores: (DNA forense) OR (biologia forense) AND (técnicas de
genética forense). Dentro de uma cronologia dos ultimos 6 (seis) anos, entre 2016 e 2021, dentre
esses, foram utilizados os trabalhos em portugués e espanhol.

Foram selecionados artigos que abordassem o tema proposto, € para a analise desses
artigos, foram seguidos alguns critérios de exclusdo e inclusao.

Como método de exclusdo, foram retirados os trabalhos que ndo apresentavam o tema
proposto nesse presente estudo em suas palavras-chave ou titulos. E como método de inclusio
foram pré-selecionados trabalhos que tratassem o tema proposto em suas palavras-chave ou
titulos. Estes por sua vez, passaram pela seguinte triagem: 1) Inicialmente, foram lidos os seus
resumos na tentativa de localizar os aspectos requeridos no trabalho, e selecionando os que
tratassem sobre o que foi proposto nos objetivos desse presente estudo. 2) Logo apods, esses
foram lidos de forma mais seletiva afim de localizar a tematica do trabalho, selecionando por
sua vez, apenas os trabalhos que realmente apresentavam o tema de interesse nesse presente
estudo. 3) Por fim, os dados coletados foram tabulados no Microsoft Office Excel, e analisado

pela pesquisadora, a fim de se construir um banco de dados.
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS DADOS
5.1 RESULTADO DA PESQUISA NAS BASES DE DADOS

Foram encontradas, ao total, 4 publicagdes cientificas, conforme o grafico 1, em que
condiziam com a proposta apresentada no presente estudo. No Portal de Periddicos
CAPES/MEC, incialmente, foram encontradas 42 publicacdes cientificas, que a partir dos
descritores pré-definidos neste trabalho, 35 foram excluidas, restando 5 publicacgdes cientificas
que foram pré-selecionadas a partir dos titulos e palavras-chave. Apds essas publicagdes
cientificas serem submetidas a uma leitura aprofundada dos resumos, foram selecionadas 2.

Na Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes foram encontradas 8
publicagdes cientificas, sendo pré-selecionadas 2 a partir dos titulos e palavras-chave e, apds

serem submetidas a uma leitura aprofundada dos resumos, as duas foram selecionadas.

Grafico 1 — niimero de publicagdes cientificas encontradas e selecionadas por base de dados
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5.2 PUBLICACOES CIENTIFICAS DO PORTAL DE PERIODICOS DA CAPES/MEC

A primeira publicagdo cientifica selecionada ¢ intitulada como: ‘“Andlise
transdisciplinar do Banco Nacional de Perfis Genéticos: técnicas moleculares e aspectos
juridicos”. Essa publica¢do tem como autores: Samantha Lopes Monteiro, fvna Soares de
Oliveira, Tarcisio André Amorim de Carvalho, sendo publicada na Revista Brasileira de
Criminalistica, no ano de 2019. O artigo tem como principal objetivo, realizar uma analise
transdisciplinar do Banco Nacional de Perfis Genéticos (BNPG), e com isso fazer uma analise
sobre sua funcionalidade, suas técnicas moleculares aplicadas e também discutir questdes
juridicas.

Com base nos estudos feitos por Monteiro, Oliveira e Carvalho (2019), por ser uma
técnica muito especifica, a analise de DNA se tornou de ampla aplicabilidade na resolugao de
casos na area forense. Pois € possivel fazer a ligagdo de um suspeito com a cena de um crime,
assim como, a ligagdo de uma cena de crime com outra. Os autores ressaltam, que a técnica
utilizada para identificacdo humana anteriormente era o RFLP, técnica que consiste em utilizar
enzimas de restri¢do no objetivo de “cortar” o DNA em locais especificos, porém, tal técnica
foi substituida por ser demorada e complexa demais. Com isso, surgiu a analise por meio da
PCR, que esta relacionada a detec¢do do polimorfismo de comprimento de sequéncia. A PCR
¢ uma técnica realizada por meio in vitro, sendo utilizada para a amplificacio do DNA e até
mesmo do material genético encontrado em quantidade infima (MONTEIRO; OLIVEIRA;
CARVALHO, 2019).

A respeito dos marcadores moleculares, Monteiro, Oliveira e Carvalho (2019), apontam
que dentre os polimorfismos de comprimento existem regides que apresentam repeticoes de
DNA, as denominadas de VNTR’s ou minissatélites e STR’s ou microssatélites, sendo
basicamente estes os Unicos utilizados na atualidade. Porém, por possuir uma especificidade
melhor em relacdo a diferenciag¢do entre os individuos, o polimorfismo genético por meio de
microssatélites se mostra o mais eficaz. H4 também um outro marcador utilizado dentro da
pericia criminal, que ¢ o DNA mitocondrial ou mtDNA, que geralmente ¢ utilizado quando a
amostra a ser analisada esta muito degradada e nao ¢ possivel extrair seu DNA nuclear.

Em 2006 no Brasil, o Ministério da Justi¢a, através da Secretaria Nacional de Seguranga
Publica, criou um protocolo onde ele padroniza os exames da pericia criminal, utilizando o
CODIS (Combined DNA System Index) de 13 loci de STRs. Os 13 marcadores requeridos a
elaboracdo dos perfis de DNA sdo: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358, D5S818,
D7S820,D8S1179,D13S317,D16S539, D18S51 e D21S11. Tal protocolo ¢ de uso obrigatorio
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no Brasil, porém o laboratério pode utilizar mais marcadores, além dos 13 mencionados
(MONTEIRO; OLIVEIRA; CARVALHO, 2019).

Nesse modo, os autores concluem que ao associar as investigagdes criminais com o
estudo da identificagdo humana por meio da analise de DNA, tem gerado grandes avangos no
combate ao crime. Com a criacdo do banco de dados, ¢ a criagdo da Lei de Identificagdo
Criminal por Perfil Genético no Brasil, gerou vérias opinides discutidas em outros paises.
Entretanto, o conhecimento do potencial dessa ferramenta podera despertar o interesse de
profissionais das areas de bioldgicas e juridica, para que possam melhora-la e desenvolver
outras aplicagdes no futuro (MONTEIRO; OLIVEIRA; CARVALHO, 2019).

A segunda publicagdo cientifica selecionada nessa base ¢ intitulada como: “O papel de
marcadores moleculares na genética forense”. Essa publicagdo tem como autora: Daniele
Decanine, sendo publicada na Revista Brasileira de Criminalistica, no ano de 2016. O artigo
tem como principal objetivo fazer uma revisdo sobre as principais tecnologias utilizadas na
genética forense, com énfase nos marcadores moleculares.

Conforme os estudos de Decanine (2016), a utilizacdo da biologia molecular em
resolugdo de crimes, tem evoluido ao longo desses ultimos anos. Sua principal aplicagdo tem
sido no teste de identificagdo humana, onde sdo utilizados marcadores ndo fenotipicos de um
unico nucleotideo. A selecdo desses marcadores para andlise forense ¢ determinada
principalmente pelo seu polimorfismo, além de garantirem o anonimato do individuo analisado.

Obviamente, as evidéncias biologicas, principalmente as genéticas, conquistaram
posi¢do de destaque nos tribunais criminais, passando de provas complementares a bases de
decisodes judiciais. Do ponto de vista social, o uso de marcadores de DNA ¢ uma das ferramentas
mais revolucionarias para a analise da identidade humana, porém, existem muitos obstaculos
na pratica forense atualmente, incluindo a pressdo do judiciario para dar uma resposta mais
eficaz (DECANINE, 2016).

Com énfase nos marcadores moleculares, a autora aponta que o STR apesar de ser
similar a0 VNTR, no microssatélite hd um grande numero de diferentes alelos, inclusive maior
do que o encontrado em VNTR, o que os torna ainda mais util para identificagdo humana.
Porém, quando analisado individualmente ndo se faz tao eficiente quanto ao VNTR, e com isso,
¢ preciso uma analise em conjunto de varios locus STRs para garantir resultados confidveis. Ha
também a possibilidade de fazer a analise a partir do mtDNA, nos casos em que a andlise por
meio de STR se torna dificil devido a sua quantidade ou qualidade de DNA, porém vale ressaltar
que tal analise ndo ¢ tdo informativa como as analises por meio de STR, mas ¢ tdo util como

(DECANINE, 2016).
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No estudo, a autora também menciona que a utiliza¢cdo de marcadores forenses Y-STR,
tem aumentado consideravelmente nos Ultimos anos, ressaltando sua importancia
principalmente em casos de violéncia sexual, mas que também pode ser muito util em analises
de parentesco, devido ao seu padrao de heranga paterna. Seu Gnico ponto negativo destacado
pela autora, seria devido a sua taxa de mutacdo, por ser muito baixa, ¢ dificil fazer a
diferenciagdo de individuos do sexo masculino da mesma familia (DECANINE, 2019).

Decanine (2019) traz em seus estudos novas perspectivas que poderdo ser utilizadas
futuramente para a analise de DNA forense, uma delas, ¢ o sequenciamento de proxima geragao
(NGS), uma tecnologia com capacidade de alto rendimento e baixo custo, podendo ser aplicada
para analisar simultaneamente multiplos /oci de interesse forense em diferentes contextos
genéticos. Ressalta também, que em breve tal tecnologia deve substituir o STR convencional.

Outra perspectiva que a autora traz, ¢ que os cientistas forenses pretenderem fazer a
transicao da eletroforese capilar para o sequenciamento paralelo macigo (MPS), utilizando-os
para aperfeicoar as analises de perfis genéticos. Tal tecnologia promete varias vantagens sobre
a eletroforese capilar, uma delas seria STR multiplex com niimeros ilimitados de /oci génico e
SNP, sem restri¢ao de separagdo de tamanho e um maior poder de discriminagdo (DECANINE,
2019).

Com isso, a autora conclui que a Biologia Molecular tem cada vez ganhado mais espaco
e se tornado mais 1Util no &mbito juridico. Por outro lado, ressalta também sobre a inovagao e os
novos conhecimentos que estdo sendo adquiridos e aperfeicoados ao longo dos anos, trazendo
novas tecnologias que prometem ser mais eficientes e mais satisfatorias com o custo beneficio

(DECANINE, 2019).

5.3 PUBLICACOES CIENTIFICAS DA BIBLIOTECA DIGITAL BRASILEIRA DE
TESES E DISSERTACOES

A primeira publicacdo cientifica selecionada nessa base ¢ intitulada como:
“Identificagao Genética e Crime: a introdugdo dos bancos de DNA no Brasil”. Essa publicagao
tem como autor: Vitor Simonis Richter, sendo publicada na Biblioteca Digital Brasileira de
Teses e Dissertagdes, no ano de 2016. O trabalho tem como principal objetivo, buscar uma
compreensdo etnografica dos nexos entre ciéncia, direito, tecnologia, seguranca e poder em
torno do processo de introducdo dos bancos de perfis genéticos no Brasil. Portanto, essa

presente revisao deu énfase ao segundo capitulo da tese, intitulado como: “Bancos de DNA
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para fins criminais: novas configuragdes de um estilo de pensamento”, onde aborda sobre a
PCR e a multiplicacdo dos marcadores STR .

No estudo, o autor afirma que a PCR se tornou extremamente importante no ramo da
genética forense por trés razdes. 1) por sua agilidade no resultado dos perfis genéticos,
permitindo assim um resultado em um menor tempo. 2) por permitir que sejam analisadas
pequenas por¢des de DNA. 3) pela possibilidade que a PCR trazia de criar iniciadores que
buscassem uma multiplicidade de sequéncias desejadas, permitindo a comparagcdo de mais
locus, e sucessivamente aumentando sua precisao de identificagao (RICHTER, 2016).

Richter (2016) aponta que os STRs assim como os VNTRs, sdo regides polimorficas
hipervariaveis. Entretanto, enquanto os VNTRs sdo muito grandes para serem amplificados, os
STR sdo compostos por apenas de 2 a 7 pares de bases. No entanto, ao contrario dos VNTRs,
os STRs, ocorrem com mais frequéncia na populagdo. Apesar do aumento da probabilidade de
STRs serem encontrados nas populagdes de referéncia, a possibilidade do uso de maior nimero
de marcadores permite chegar a probabilidades muito baixas de encontrar aleatoriamente o
mesmo conjunto de repeti¢des de pares de bases nas regides analisadas.

Richter (2016), também ressalta que a combinag¢do entre PCR e marcadores STR
permitiriam o surgimento de uma série de caracteristicas que viriam transformar e reduzir as
fontes de incertezas que a identificagdo genética carregava. Além disso, permitindo também a
chance de diminuir a probabilidade de encontrar perfis geneticamente iguais, possibilitando que
as amostras degradadas fossem usadas com mais seguranca pelos cientistas. Pois as sequéncias
curtas dos STRs, resistem por mais tempo as reagdes quimicas que atingiriam a molécula de
DNA durante sua exposi¢ao na cena do crime. Como vantagem, a combinacao entre PCR e
marcadores STR traz uma nova forma de visualizagdo das repeticdes encontradas nos
marcadores genéticos.

A andlise baseada no VNTR e na autorradiografia de eletroforese em gel, obtém uma
analise mais subjetiva ao comparar as posi¢des do VNTR na imagem gerada pela
autorradiografia. Na andlise por meio dos STRs, promete fornecer um resultado exato das
sequencias de pares de bases em cada regido analisada, através de um programa chamado de
eletroferograma.

O método de eletroferograma consiste em alguns passos, o primeiro ¢ fazer com que o
DNA amplificado pela PCR, seja langado através de um tubo capilar de eletroforese. Assim
como na eletroforese por agarose usada até entdo, o movimento da molécula de DNA ¢ gerado
pela aplicagdao de um campo elétrico. No final deste tubo, um raio laser faz a leitura do tamanho

das sequéncias repetidas em cada marcador STR de acordo com a velocidade que os fragmentos
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passam por ele. Visto que, os fragmentos menores percorrem mais rapidos € os maiores sao
mais devagar. No mais, logo apos todo esse processo, uma imagem digital é gerada em forma
de um grafico, permitindo visualizar picos coloridos referentes ao tamanho das repetigdes
encontradas em cada local do genoma em que foi analisado, conforme podemos analisar na

figura 7 (RICHTER, 2016).

Figura 7 — Imagem de eletroferograma
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Fonte: RICHTER, 2016.

Dessa forma, o autor conclui que a combinagdo entre PCR e STR, traz muito além do
que mudangas em sua precisao, agilidade, e confiabilidade na identificagdo forense. Também
contribui para impulsionar mudangas organizacionais e administrativas no trabalho de
investigagdo policial (RICHTER, 2016).

A segunda publicagdo cientifica selecionada nessa base, ¢ intitulada como: “Banco de
dados de perfis genéticos Y- especificos como ferramenta na investigacdo de crimes sexuais”.
Essa publicacdo tem como autora: Grasielly de Oliveira Lazaro e Ardo, sendo publicada na
Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes, no ano de 2019. O trabalho trata-se de
uma pesquisa aplicada descritiva, que tem como principal objetivo a criagdo de um Banco in
house de Vestigios de Perfis Genéticos para os marcadores STR do cromossomo Y (BVPG-
YSTR), com énfase na elucidagdo de crimes sexuais.

Inicialmente, Arao (2019) destaca que o banco de vestigios que contem perfis genéticos
de amostras coletadas em cenas de crime e sdo tipadas com marcadores Y-STR, podem ser

utilizadas para fins de investigacao criminal. Ou seja, o banco de vestigios Y-STR pode atuar
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como ferramenta na elucidagdo de crimes, pois permite a comparagao sistematica das amostras
inseridas e reporta as coincidéncias haplotipicas entre diferentes casos.

No estudo, as amostras foram selecionadas a partir de vestigios de crimes sexuais,
ocorridos no estado de Goias. Foi cedido pelo Laboratério de DNA Forense do estado de Minas
Gerais, uma versdo primaria do software do banco de vestigios, tal programa conta com 3
botdes basicos: 1) Marcadores, utilizados para incluir os marcadores genéticos Y-STR. 2)
Perfis, utilizado para a insercao ou edi¢do de perfis genéticos. 3) Pesquisar, utilizado para a
pesquisa de perfis coincidentes. Para a realizacdo do seu estudo, no BVPG-YSTR, foram
inseridos perfis haplotipicos provindo exclusivamente de vestigios relacionados a crime sexual
contra pessoa do sexo feminino e que apresentaram perfil genético de qualidade (ARAQ, 2019).

Foram obtidos resultados satisfatorios sobre a eficiéncia do BVPG-YSTR. Além disso,
também foi observado que no caso de um resultado negativo relacionado a pesquisa de
espermatozoide, possivelmente pode-se pensar que isso pode mascarar a hipotese de conjungao
carnal. Porém, a autora conclui que € possivel obter o perfil genético usando os marcadores Y-
STR de células epiteliais do agressor deixadas na vitima durante o ato sexual, ou até mesmo de
outras células nucleadas presentes no liquido seminal, como por exemplo, células germinativas
imaturas ou até mesmo leucocitos (ARAQ, 2019).

Com base nisso, podemos observar um achado muito importante na pesquisa de Arao
(2019), onde podemos ver que os marcadores Y-STR sdo ferramentas genéticas promissoras
quando a andlise com marcadores autossdmicos € inconclusiva, advindas por exemplo, de
agressores sexuais vasectomizados ou quando nao houve ejaculagdo durante o ato.

A autora ressalta que o banco de perfis genéticos Y-STR pode corroborar com a
investigacdo policial, a fim de identificar crimes e fornecer subsidios para iniciar uma
investigacdo. Tendo em vista os resultados benéficos na reducdo da reincidéncia de crimes, na
agilidade da investiga¢do, na redu¢do do dinheiro publico utilizado para a preven¢do do crime

e na colaboracdo no processo de julgamento e condenagio (ARAO, 2019).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em relacao as principais técnicas genéticas utilizadas na area forense, verificou-se
poucos estudos relacionados ao tema. Entretanto, no estudo de Monteiro, Oliveira e Carvalho
(2019), os autores destacam sobre a utilizacdo da PCR como uma técnica muito mais eficiente
que o RFLP, sendo essa uma técnica mais complexa e demorada. O que corrobora com o estudo
de Richter (2016), onde o autor ressalta a importancia da técnica no ramo da genética forense,
sendo que PCR ¢ a técnica mais indicada, por ser precisa e agil, ou seja, temos resultados muito
mais rapidos, e também permite que sejam analisadas quantidades infimas de DNA.

O marcador molecular STR se mostra eficaz por ocorrer com mais frequéncia na
populagdo, conforme visto nos estudos analisados. Com isso, a combinagdo da PCR e dos
marcadores STR pode trazer resultados muito mais precisos. H4 também outros marcadores
moleculares que podem ser utilizados em algumas situagdes especificas, como o mtDNA,
utilizado em casos referente a linhagem materna, ou quando nao ¢ possivel utilizar o STR pela
sua qualidade ou quantidade. Apesar disso, nao foi possivel relacionar cada técnica utilizada
com cada tipo de caso, porém o Y-STR se mostra como marcador molecular importante
utilizado em casos especificos, como o de abuso sexual.

Um achado bem interessante nessa revisdo, sdo as novas perspectivas que poderao ser
utilizadas futuramente para a analise de DNA forense, o que parece ser muito promissor
trazendo beneficios dentro da area da genética forense prometendo ser mais eficientes e mais
satisfatorios.

Diante disso, vemos que o ramo da Biologia Molecular tem ganhado mais espago e se
tornado mais Util no ambito juridico, auxiliando em casos forenses a terem mais precisdo e
confiabilidade em suas provas genéticas. Vimos que os estudos relacionados a analise de DNA
esta avancando continuamente, tanto na area de pesquisa cientifica quanto na area tecnoldgica,

que os torna indispensavel um conhecimento mais aprofundado sobre o tema em questao.
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