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RESUMO

Os avancos nas tecnologias de DNA (Acido Desorribonucléico) surtiram um enorme impacto
no campo da Genética Forense. O presente trabalho fara uma revisdo, através de autores
pesquisados, sobre as técnicas de Biologia Forense — PCR (Cadeia de Polimerase) e STR
(Repeticdes Curtas em Tandem), que foram desenvolvidas a partir dos anos 80 por Sir Alec Jeffreys,
para o estudo do polimorfismo de DNA e a identificagdo de individuos (PCR) e identificagdo de uma
sequéncia de bases especificas do DNA (STR). Sera descrita a reacdo da cadeia da polimerase
(PCR), um método laboratorial capaz de copiar milhdes de vezes um segmento de DNA que se
destaca por ser um procedimento relativamente simples e facil de realizar em laboratério, gerando
resultados precisos e satisfatorios, em um curto espaco de tempo. O objetivo principal, sera

descrever as técnicas de PCR e STR relacionadas a Genética Forense.

Palavras-chave: Genética Forense, DNA, PCR, SRT.



1 INTRODUCAO

O avanc¢o da ciéncia e tecnologia forense teve seu ponto culminante em
meados dos anos 80, quando as técnicas de identificacdo, fundamentadas na
analise direta do DNA (Acido Desoxirribonucléico) tornaram-se uma das mais
poderosas ferramentas para a identificacdo humana e investigacdes criminais
(BENECKE, 1997)

Entre as multiplas atividades de um laboratério de Genética Forense constam
a realizacdo de pericias referentes aos casos de filiagdo, criminalistica biologica e
identificacdo individual (genética). A identificacdo genética pressupde sempre o
estabelecimento da individualidade biolégica que cada ser humano representa e
fundamenta-se na exclusividade do seu DNA e na igualdade e invariabilidade deste
em todas as células do organismo ao longo da vida.

O primeiro método de utilizacdo da analise do DNA para identificar individuos
foi desenvolvido em meados da década de 1980 por Sir Alec Jeffreys, da
Universidade de Leicester e, apesar do seu enorme poder potencial, houve sérias
reservas quanto ao seu uso real, pois no inicio, havia muitas ddvidas quanto a
reprodutividade e a confiabilidade dos métodos (DUARTE et al., 2001; BROWN,
2001).

N&o h& crime perfeito. Em todas as metropoles do mundo ha crimes de dificil
solucdo. Contudo, os laboratérios de genética forense ja podem enxergar o
invisivel, a molécula de DNA, componente celular responsavel por carregar e
transmitir a informacao genética em todas as pessoas (LEITE, 2000).

A determinacdo de identidade genética pelo DNA pode ser usada para
demonstrar a culpabilidade dos criminosos, exonerar 0s inocentes, identificar corpos
e restos humanos em desastre aéreos e campos de batalha, determinar paternidade
e confiabilidade praticamente absoluta, elucidar trocas de bebes em bercarios e
detectar substituicbes e erros de rotulacdo em laboratorios de patologia clinica
(PENA, 2005).

As aplicacBes da Biologia Forense no laboratério criminal centralizam-se em
grande parte, na capacidade da analise do DNA em identificar um individuo a partir
de cabelos, manchas de sangue e fluidos corporais, entre outros itens recuperados
no local do crime. Essas técnicas sdo conhecidas como datiloscopia genética
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(genetic fingerprinting), embora o termo mais preciso e utilizado para designa-las
seja perfil de DNA (BROWN, 2001). O perfil de DNA se baseia no fato de que
gémeos idénticos sdo os Unicos individuos que possuem copias idénticas do
genoma humano, mas este, em individuos diferentes, contém muitos polimorfismos,
gue sao posicdes onde a sequéncia de nucleotideo difere em cada membro da
populacdo. Para ser considerado um polimorfismo, o alelo raro de um determinado
local deve estar presente em mais de 1% dos individuos da populagédo. Assim, com
esta grande variacdo no namero e no tipo de variag@es, fica possivel identificar uma
pessoa com base no seu padrdo de polimorfismos (BROWN, 2001).

Em geral, os profissionais indicados para a execucao de exames judiciais de
DNA, area conhecida como genética forense, sdo bidlogos, biomédicos e médicos.
Todavia, recomenda-se que sejam nomeados somente profissionais com pos-
graduacao em genética ou com varios anos de experiéncia neste setor.

Com uma incrivel sensibilidade e poder de discriminagéo, a analise de DNA
fornece grandes progressos no campo da ciéncia forense através de técnicas
desenvolvidas. Neste trabalho o enfoque serd o PCR (Cadeia de Polimerase) e STR
(Repeticbes Curtas em Tandem).

Assim, o objetivo deste trabalho é descrever as técnicas PCR e STR

relacionadas a investigacéao forense.



2 O DNA NA AREA FORENSE

2.1 Histéria

Historicamente, nos paises onde as tecnologias aqui discutidas foram aceitas
como forma de obtencdo de provas periciais, houve uma fase de muitas
controvérsias antes da larga aceitacdo que os testes de DNA hoje possuem. Este
periodo foi marcado por debates que acabaram por estabelecer rigorosos padrées
para a execugcdo dos exames. No Brasil, ndo h& fiscalizagcdo adequada ou
padronizagdo dos exames. Este fato, somado ao desconhecimento que alguns
magistrados tém de que os testes ndo sédo infaliveis, pode interferir nos julgamentos.

A genética forense teve origem através das primeiras utilizacbes das
caracteristicas genéticas para fazer testes de paternidade, ajudando a justica.

A fase moderna da genética forense se aconteceu na década de 1980 quando
investigadores descobriram regides altamente variaveis do ADN, capazes de
individualizar uma pessoa.

Em 1984, na Inglaterra, o médico Alec Jeffreys, elaborou um método de
identificar as pessoas por meio de fragmentos do seu material genético.

Em 1985, no Reino Unido, foi pela primeira vez efetuada a analise do DNA
com aplicacdo médico legal.

Em 1988 o FBI (Federal Bureau of Investigation) realiza casos através do
DNA.

Na década de 1990, houve uma grande evolugéo tecnoldgica e cientifica que
levou a popularizacdo da técnica da PCR e um desenvolvimento de técnicas cada
vez mais sensiveis, capazes de identificar a origem de amostras biolégicas com
pouco DNA.

A capacidade de introduzir achados de DNA no tribunal sofre grande impacto
pela coleta das provas e métodos de preservacdo. Do ponto de vista técnico e
criminalista, o DNA pode ser coletado da maioria das espécies biologicas, pois
sendo uma molécula estdvel em ambiente seco e frio, se armazenado em tais
condi¢bes, tem grandes chances de resultados confiaveis (BENECKE, 2005).

A tipagem do DNA para finalidade forense se baseia nos mesmos principios

fundamentais e usa as mesmas técnicas que sao empregadas numa ampla
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variedade de situacbes médicas e genéticas, tais como: o diagnéstico e o
mapeamento genético (DUARTE et al., 2001).

Em geral, uma quantidade significativa de material deve ser coletada para
garantir a extragcdo de DNA suficiente para os testes. No entanto, é importante
preservar a coleta de sujeira adicional, gorduras, fluidos e outros materiais que
possam afetar o processo de tipagem de DNA (LEE e LAAD, 2001). Deve-se levar
em consideracdo que o material biolégico recuperado na cena do crime pode sofrer
alteracbes da cadeia de nucleotideos e, como consequéncia, modificar a
composicgao e estrutura normal do DNA, impossibilitando a anélise (BONACCORSO,

2004).

2.2 Técnicas de Utilizacao

As matérias vivas contém quatro tipos basicos de substancia organica:
proteina, glicidios, lipidios e acidos nucléicos. Todas as formas de vida possuem os
chamados &cidos nucléicos, as maiores e mais importantes moléculas organicas
presentes nas formas vivas.

Temos dois tipos identificados de acidos nucléicos: DNA (DesoxirriboNucleic
Acid, ou acido desoxirribonucleico), assim denominado pela sua constitui¢cdo a partir
do agucar desoxirribose e, RNA (RiboNucleic Acid, ou acido ribonucléico), originario
do acucar ribose.

Desvendando grande parte do mecanismo desses &cidos, em particular o
DNA, se pode entender o funcionamento da vida, a perpetuacdo das espécies e a
possibilidade da investigacao da paternidade.

O DNA é possui duas fitas em forma de serpentina (helicoidais), formadas por
filamentos paralelos, em face da ponte de hidrogénio que liga estas cadeias de
filamentos. Sdo formadas por uma base hidrogenada e pelos nucleotideos (guanina,
citosina, adenosina e timina). Existe cerca de um milhdo de bilhdes de células
constituindo um corpo humano médio e, com algumas excecdes, cada uma dessas
células contém uma coépia completa do DNA daquele corpo. Portanto, o acido
nucléico se constitui numa central de informacdes, permitindo que a célula execute
suas funcbes. Assim, se replica em copias de si mesma e supervisiona a fabricacdo

de outra molécula, a proteina (que forma grande parte da estrutura de um corpo),
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além de controlar os processos quimicos que ocorrem dentro da célula, ligando-os e
desligando-os no momento e no lugar certo. Essa movimentacao intracelular leva
uma primeira célula a formar um bebe e, mais tarde, um corpo adulto.

Segundo Duarte et al. (2001), o DNA estda na forma de cromossomos
microscopicos, localizados no interior da célula, no ndcleo. Nos seres humanos, o
DNA que carrega o codigo genético ocorre em todas as células que possuem
nacleo, inclusive os glébulos brancos, os espermatozéides, as células que envolvem
as raizes capilares e as células encontradas na saliva. Estas sdo as células que
oferecem maior interesse para os estudos forenses.

A quantificacdo do DNA desempenha um papel central em todas as areas e
aplicacdes da andlise do DNA forense. A avaliagdo cuidadosa da quantidade de
DNA extraido de amostras biologicas € indispensavel para amplificacdo do DNA.
Quando um vestigio bioldgico proveniente da cena de um crime é processado para o
isolamento do DNA, todas as fontes de DNA séo extraidas e estardo presentes nas
amostras a serem examinadas (BUTLER, 2009).

O excesso de DNA em uma amostra quando analisada resulta em um
eletroforetograma com baixa resolucdo, o que torna a interpretacdo dos resultados
mais dificil e demorada. J& a falta de DNA resulta na perda de alelos devido a
amplificacdo aleatoria, o que também impede a analise correta.

Existem varios métodos para estimar a concentracdo total de DNA ou
somente a concentracdo do DNA humanos presente em uma amostra. Alguns
desses testes incluem: espectrofotometria, géis, sistema slot blot; PCR em tempo
real entre outros (BUTLER, 2009; BONACCORSO, 2004).

A gquantificacdo do DNA em gel de agarose ou por espectrofotometria ndo sao
métodos muito sensiveis. A analise através do gel é relativamente simples e pode
ser utilizada para comprovacao da extracdo do DNA. A espectrofotometria ndo é
especifica para o DNA e alguns contaminantes da extragdo como proteinas e o fenol
podem emitir sinais falsos (BONACCORSO, 2004).

O slot blot € um método quimioluminescente utilizado nos laboratérios
forenses no final dos anos 90. Esse teste é feito através da hibridizacdo e uma
membrana de nylon de uma sonda de 40 pb especifica para humanos e outros

primatas no cromossomo 17.
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Conhecendo o DNA e suas funcgles, tornou-se possivel manipular seus

genes, extrai-lo de uma célula, fragmenta-lo, separar os especificos e introduzi-los
em outro organismo vivo. Hoje, via exame de tipagem de DNA, é possivel confirmar
ou negar uma paternidade ou maternidade, bem como, a inocéncia ou a culpa de um
acusado, por meios de comparacdo entre o material encontrado na vitima e o
encontrado no suspeito, com margem de acerto proxima dos 100% (PENA, 2005).

Entre um individuo e outro existem pequenas diferencas na sequéncia do
DNA que em média ocorre uma para cada 500 a 1.000 pares de bases. Essas
diferencas geralmente estdo presentes em apenas uma fragcdo da populacéo
humana e cada individuo possui algumas delas. Essas alteracées podem afetar os
sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo, o que leva a uma diferenca
de tamanho quando certos fragmentos de DNA séo produzidos pela digestdo com
uma enzima de restricdo particular. O polimorfismo do comprimento dos fragmentos
de restricdo (RFLPs) é conhecido como sendo essas diferencas de tamanho
(NELSON; COX, 2002).

Para se detectar os RFLPs normalmente se utiliza um procedimento de
hibridizacdo chamado de Southem blotting. Essa técnica foi desenvolvida por E. M.
Southem em 1975 e permite identificar a localizacdo de genes de outras sequéncias
de DNA em fragmentos de restricdo separados por eletroforeses em gel (SNUSTAD;
SIMMONS, 2008). As moléculas de DNA que sdo separadas pela eletroforese sdo
desnaturadas colocando-se o gel em substancia alcalina e em seguida sé&o
transferidas para uma membrana de nitrocelulose ou de nailon. Dessa maneira a
membrana passa a reproduzir a distribuicdo dos fragmentos no gel. A membrana é
imersa numa solugcdo que contem uma sonda de DNA radiotivamente marcada. A
sonda ira hibridizar apenas com as moléculas de DNA na membrana que contem
uma sequéncia de nucleotideos complementar a sequéncia da sonda, que
corresponde alguns dos milhares de fragmentos de DNA produzido quando o
genoma € digerido com uma enzima de restricdo. A revelacao desses fragmentos é
feita através da auto-radiografia (NELSON; COX, 2002).

As sequéncias de DNA escolhidas para realizacdo desses testes sao
normalmente regides que contem DNA repetitivo. O numero de repeticdes varia
entre os individuos (exceto no caso de gémeos idénticos). Quando sao usadas
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varias sondas em um unico teste é possivel identificar um Unico individuo na
populacdo humana, pois o padrdo de uma banda geralmente é distinto para cada
individuo testado. Porém, para realizacdo desse método sdo necessarias grandes
guantidades de DNA, que normalmente ndo sdo encontradas na cena do crime. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada para aumentar a sensibilidade da
analise de RFLP, pois essa reacao permite ampliar pequenas quantidades de DNA
como encontrada em um Unico fio de cabelo, uma gota de sangue ou amostras
antigas (NELSON; COX, 2002).

O DNA Forense € usado hoje na esfera criminal, para a investigagdo criminal
e na esfera civil, para investigacdo de paternidade. O DNA Forense € aplicado na
identificacdo de suspeito em casos de crimes sexuais (estupro, atentado violento o
pudor, ato libidinoso diverso da conjugacao carnal); identificacdo de cadaveres
carbonizados, em decomposicdo, relacdo entre instrumento lesivo e vitima,
identificacdo de cadaveres abandonados; aborto provocado; infanticidio; falta de
assisténcia durante o estado puerperal; investigacdo de paternidade em caso de
gravidez resultante de estupro; estudo de vinculo genético: raptos, sequestros e
trdfico de menores; e anulagdo de registro civil de nascimento (BEZERRA, 2004).

Além dos cuidados que devem ser tomados com todas as evidéncias
criminais e civis, nos casos que envolvem a andlise de DNA, deve-se ter atencdo em
relacdo a contaminacdo das evidéncias criminais que contenham material genético.
Por isso é importante 0 uso de luvas descartaveis, mascaras e gorros cirlrgicos
guando for fazer a coleta, manuseio e processamento das evidéncias. Amostras
biolégicas de interesse forense qualquer tipo de tecido ou fluido biolégico pode ser
utilizado como fonte de DNA, uma vez que sdo formados por células. Nas células, o
DNA de interesse forense encontra-se tanto no nucleo como nas mitocdndrias
(BEZERRA, 2004).

Os tipos de amostras mais comuns sao sangue, sémen, cabelo, saliva, urina,
pélos, unha, ossos, liquidos amniéticos, vilosidade crénica, figado, musculo, suor,
fezes. Podem ocorrer degradacédo e contaminacdo de DNA nos laboratérios e nos
locais de crime. A degradacéo biologica do DNA é feita por enzimas produzidas por
fungo e bactérias, por causa da umidade e do calor. O DNA resiste bem ao calor
(temperatura de até 100°C nédo o destréi), mas existe o problema da contaminacao,
gue é a deposicao de material biolégico de outra pessoa na amostra. Por exemplo,
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num caso de estupro, quando o material coletado com swab pode conter sémen
(espermatozéide) do estuprador e fluido vaginal com células da vitima (SILVA &
PASSOS, 2006).

Segundo Passos & Silva (2006) € importante destacar alguns vestigios
encontrados com mais frequéncia através do DNA:

- Manchas de sangue: O sangue € o tipo de amostra mais frequentemente
analisada, tanto no estado liquido como em manchas secas. O DNA é extraido dos
leucécitos do sangue, uma vez que os eritrécitos sdo células anucleadas. Esta
extracdo € efetuada mediante diferentes protocolos, sendo os mais usados os que
utilizam o fenol-cloroférmio ou o Chelex. As manchas sdo encontradas em suportes
porosos e absorventes existentes na cena do crime, como sofas, tapetes e mesmo
nas roupas da vitima ou autor do crime; ou em suportes ndo porosos como, por
exemplo, diferentes tipos de revestimentos de chdo ou paredes de residéncias,
vidros ou ceramicas.

- Sémen: O sémen (suspensdo de espermatozoéides no liquido seminal), é o
vestigio mais estudado, o que se deve ao fato de haver muitos casos de suspeita de
agressao sexual. O DNA a analisar € extraido dos espermatozoéides. Por isso, é
conveniente efetuar, em primeiro lugar, uma confirmacdo microscopica da sua
existéncia na amostra a ser estudada. E pratica efetuar o teste ou reacdo da
Brentamina (determinacao da atividade da fosfatase &cida), cuja reacéo positiva se
traduz no aparecimento de uma coloracdo purpura, numa mancha que se suspeita
de ser de sémem, depois da aplicacao do reagente. Por vezes, o resultado é
duvidoso, por se tratar de uma reacdo colorimétrica e, em alguns casos, de dificil
interpretacdo devido a cor do proéprio tecido onde a reacao € efetuada.

Depois da extracdo do DNA do vestigio bioldgico ou dos exsudatos vaginais
ou anais, procede-se ao estudo da amelogenina. A amplificacdo do gene homélogo
da amelogenina X-Y, permite concluir que quando estdo presentes células
masculinas aparecem duas bandas, uma com 212 pb, especifica do cromossoma X
e outra com 218 pb, caracteristica do cromossoma Y, cujos tamanhos em pares de
bases dependem dos primers usados. Na grande maioria dos casos estudados, a
amostra presente para exame é o exsudato vaginal da queixosa, que € colhido na
hora do exame. Pode haver sémen em pecas de vestuario da vitima ou do agressor,

ou até mesmo, no local onde ocorreu a violagdo, tanto em suportes porosos ou nao.
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As amostras de sémen podem estar misturadas com outro tipo de produtos
biolégicos da vitima ou haver mistura de sémen de dois ou mais individuos, o qual
ndo constitui problema para a resolucédo do caso. Atualmente, h4 metodologias que
permitem a separacao eficiente do DNA dos espermatozdides do DNA das células
do epitélio vaginal da violada e, no caso de mistura de sémen de mais de um
individuo, a andlise de DNA possibilita a deteccéo e identificacao dos individuos.

- Pélo: Os pélos podem aparecer em pecas de vestuario, nas maos da vitima,
ou ainda na cena do crime e devem ser recolhidos e acondicionados com
precaucao, pois podem ser provenientes de pessoas distintas. O DNA dos pélos
esta particularmente concentrado na raiz os quais dao melhores resultados, pois na
generalidade dos casos, possuem células do foliculo piloso, o qual permite obter
DNA em maior quantidade. Em condicfes ideais pode-se conseguir até 0,5 ug de
DNA de um s6 pélo, sendo a quantidade normalmente conseguida de 200 pg em
cabelos recentemente arrancados e cerca de 10 pg em cabelos caidos.

- Saliva e urina: A saliva e a urina ndo contém células na sua constituicao,
mas, por transportarem células epiteliais, respectivamente da cavidade bucal e das
vias urinarias, possuem DNA. As amostras que contém saliva, como filtros de
cigarros fumados, garrafas ou latas de refresco e selos ou envelopes, séo
susceptiveis de identificar o autor do crime.

- Unira: A urina possui bactérias e outros agentes contaminantes que
dificultam a obtencéo de resultados.

- Fezes: Os resultados sdo ainda mais escassos, porgue na maioria das
vezes, ndo possuem material genético, susceptivel de ser analisado e tém uma
composicao de elementos que impedem o éxito do estudo.

Para um efetivo controle da integridade fisica do material biolégico coletado,
faz-se necessario a documentacdo de sua cadeia de custddia, que diz respeito a
identificacdo de todas as pessoas que ficaram responsaveis pela guarda da
amostra, e das condicbes em que as mesmas se encontravam a cada nova
transmissao, desde a coleta até sua andlise em laboratério. As amostras biolégicas
merecem especial atencdo devido a sua susceptibilidade a degradacdo e
contaminacdo. Este controle é obtido mediante recibos assinados a cada
transmissao de posse da amostra (SILVA & PASSOS, 2006).
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O DNA esté na forma de cromossomos microscopicos, localizados no interior
da célula, no nacleo (DUARTE et al., 2001). Fora do nucleo, no citoplasma da célula
também é encontrado DNA de interesse forense. Este DNA estad localizado nas
mitocondrias, organelas especializadas na producdo de energia. Nos estudos
rotineiros de identificagdo humana somente se estuda DNA nuclear. Nos casos em
gue nado é possivel a tipagem utilizando-se DNA nuclear, pode ser usado DNA
mitocondrial. Por exemplo, fios de cabelos que ndo possuem mais bulbos e ossos
antigos podem ser utilizados para extracdo de DNA mitocondrial. Qualquer tecido ou
fluido biolégico pode ser utilizado como fonte de DNA, desde que possua células
proprias ou células de outros tecidos. Por exemplo, na urina podemos encontrar
células oriundas da bexiga, mucosa do pénis e células brancas do sangue, que
podem ser utilizadas em estudos de identificacdo. Da mesma forma podem ser
encontradas células na saliva, lagrimas, suor, e em outras substancias organicas
(SILVA & PASSOS, 2006).

Nos seres humanos, o DNA que carrega o cédigo genético ocorre em todas
as células que possuem nucleo, inclusive os glébulos brancos, os espermatozdides,
as células que envolvem as raizes capilares e as células encontradas na saliva.
Estas sdo as células que oferecem maior interesse para os estudos forenses
(DUARTE et al., 2001).

O DNA mitocondrial (mtDNA) é de origem extranuclear, e seu genoma circular
€ encontrado em grande quantidade no citoplasma das células. Esse DNA foi
completamente sequenciado, e a regido que possui variagcbes de sequéncia €
chamada de regido controle. Uma das caracteristicas de interesse € 0 seu carater
monoclonal, sendo que todo o mMtDNA de um individuo apresenta a mesma
sequéncia. Entretanto, uma condicdo chamada de heteroplasmia pode existir,
guando uma pessoa apresenta mais de um tipo de mtDNA. Dessa maneira, a
analise de fios de cabelo pode demonstrar resultados diferentes ou ambiguos
(JOBIM et al., 2006).

O mtDNA é um marcador genético de grande interesse na area forense, pois
uma unica célula possui mais de 5.000 copias de mtDNA, associados a resisténcia
do mtDNA com estruturas circular, a digestdo enzimatica. Assim, em grandes
desastres (incéndios, explosdes, queda de avibes,), quando é mais dificil identificar
0S corpos, analisa-se 0 mtDNA e compara-se com sequéncias obtidas de possiveis
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irmaos ou ascendentes maternos (LIMA, 2006).

Utiliza-se mtDNA quando a amostra em questdo tem uma quantidade
pequena ou ndo tem DNA nuclear; como, por exemplo, quando a Unica amostra que
temos do possivel criminoso € um pélo ou cabelo sem bulbo. A técnica também
pode ser usada quando se quer fazer um exame de maternidade e ndo se tem o pai.
O mtDNA é de heranca materna, sendo que recebemos esses marcador de nossas
maes e temos identidade com nossos irmdos e parentes proximos pela linhagem
materna (JOBIM et al., 2006).

O cromossomo Y (crY) é transmitido pelo pai somente para os filhos homens
e a analise destas regides pode fornecer importante informagédo quanto a origem
parental dos individuos, embora nédo forneca informacéo individuo-especifico. Seus
microssatélites sdo importantes na analise forense do DNA. Devido a falta de um
cromossomo homologo, ndo existe recombinacdo durante a meiose. SO sao
identificados alelos de origem masculina, herdados em bloco dos antepassados
masculinos. A heranga em bloco de alelos de diferentes STR do mesmo
cromossomo € denominada heranca hapl6tipa, e o conjunto dos alelos chamam-se
haplétipos (JOBIM et al., 2006).

A andlise de microssatélites existentes no cromossomo Y (crY) tem sido
utilizada para elucidar casos de estupro onde se tem mistura de material biol6gico e,
por isso, de DNA. Além disso, pode-se realizar teste de paternidade sem a mae.

No cromossomo Y existem trés regides distintas. Duas pequenas regides sao
homélogas ao cromossomo X e podem sofrer recombinacdo. No entanto, ha uma
parte do cromossomo Y que é exclusiva e que nao sofre recombinacdo com o
cromossomo X e por isso € passada de pai pra filho sem sofrer qualquer alteracao.

Estudos apontam um baixo indice de mutacdo, podendo 0s mesmos
haplétipos ser encontrados em varias geracbes de homens, alcancando talvez
algumas centenas de anos.

Enquanto que no estudo de microssatélite de DNA de cromossomos
somaticos um mesmo individuo pode possuir dois alelos, diferentes ou nao, para a
mesma regido (o que significa homo ou heterogozidade), no estudo de microssatélite
de cromossomo Y, cada homem possui apenas um alelo, uma vez que possui

apenas um cromossomo Y (JOBIM et al., 2006).
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2.3 Bancos de Dados de DNA Forense

E usado para fazer comparacdo dos perfis genéticos obtidos de suspeitos
com os cadastrados no banco e identificagdo de criminosos a partir de outros
crimes. A tecnologia em questdo pode ser usada para provar a inocéncia ou culpa
de suspeitos, identificar restos mortais e amostras biologicas. Usa-se o Sistema
CODIS (Combined DNA Index System) do FBI / EUA (todo o pais), que preconiza no
minimo 13 regides de STR As 13 regifes sdo: D3S1358, VWA, FGA, D8S1179,
D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, CSF1PO, TPOX, THO1 e D16S539
(SILVA & PASSOS, 2006).

Apontada como a maior revolucdo cientifica na esfera forense desde o
reconhecimento das impressdes digitais como uma caracteristica pessoal, as
técnicas de identificacdo fundamentada na analise do DNA, ostentam duas
vantagens sobre os métodos convencionais de identificacdo: a estabilidade quimica
do DNA, mesmo apés longo periodo de tempo, e a sua ocorréncia em todas as
células nucleadas do organismo humano, o que permite condenar ou absolver um
suspeito com uma Unica gota de sangue ou através de um unico fio de cabelo
encontrado na cena do crime. O estudo do DNA e seu emprego na area forense
auxiliam muito na apuracdo de paternidade, quando ja é falecido o suposto pai. As
amostras mais frequentes nos laboratorios, para realizacdo de pericias, séo, pela
ordem, o sangue (liquido ou sob a forma de mancha seca), o sémen (colhido no
exsudato vaginal, pecas intimas ou manchas), os pélos (no qual o DNA esta
concentrado na raiz) e os objetos com saliva (as salivas ndo contem células, mas
nela podem ser encontradas células epiteliais da cavidade bucal, as quais possuem
DNA,; restos cadavéricos, amostra de muasculos, 0ssos e polpa dentaria.

Considerando que a analise de DNA é uma técnica poderosa de identificacéo,
ela deve ser utilizada de forma correta. O nivel de sensibilidade de alguns dos
procedimentos de identificacdo por DNA e tdo alto que as células das maos de quem
manipulam as amostras ou aqueles presentes em um espirro podem contaminar as
evidéncias criminais que contenham material genético. Dessa forma, o cuidado na
coleta, custddia e manipula¢des da amostra sdo determinantes para a validade das
analises. Portanto é importante a utilizacdo de luvas). Descartaveis, além de
mascaras e gorros cirargicos quando da coleta e processamento das evidéncias. Os
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procedimentos de coleta e as analises iniciais deverdo ser padronizados, através de
manuais de coletas.

Os laboratérios que prestam esse tipo de servico devem ser submetidos a
testes, para assegurar que eles estejam trabalhando com um controle de qualidade
aceitavel, uma vez que esta em jogo a liberdade de um inocente e a sentenca para o
autor do delito. (MATIOLI, 2001).

Em termos de aplicacdes forenses especificas, nada teve um efeito mais
profundo do que a implementacédo global dos bancos de dados de DNA forense.
Eles tém alterado a paisagem do sistema de justica criminal e remodelado o campo
da genética forense, principalmente por fornecerem a chance da identificacdo de
individuos e resolucdo de casos em que ndo existem suspeitos, e portanto nao
existem amostras para serem comparadas com o material coletado na cena do
crime. Com o fornecimento de novos desafios de mecanismos pelos quais as provas
forenses podem ser utilizadas, o Onus de responsabilidade daqueles que
administram seu uso, tem aumentado. Os bancos de dados necessitam de um nivel
apropriado de sofisticacdo e também um bom suporte logistico, politico e financeiro
(WALSH, 2004).

O primeiro banco de dados de perfis genéticos de criminosos foi criado na
Inglaterra, mas o banco mais importante, criado pelo FBI nos Estados Unidos, é o
Sistema de indice de DNA Combinado (CODIS). Ele comegou como um projeto
piloto em 1990 e ganhou impulso com o DNA Identification Act de 1994, deu ao FBI
a autoridade de estabelecer um banco de dados em nivel nacional para fins de
investigagao criminal.

O CODIS possui cinco tipos de perfis em seu banco de dados: infratores
condenados; amostras de DNA provenientes de cenas de crimes; de pessoas
desaparecidas e de sobreviventes; de parentes de pessoas desaparecidas e banco
de dados da populagéo para estudo da raridade de ocorréncia de um perfil de DNA
(WATSON et al., 2009).

O sistema é estruturado em laboratérios estaduais com uma coordenacao
central. Existem dois arquivos diferentes de perfis genéticos com objetivos
complementares. O indice Forense (Forense Index) contém atualmente 96.473
perfis genéticos obtidos a partir de cenas de crimes e o indice de Criminosos
(Offender Index) contém 2.072.513 perfis genéticos de criminosos condenados por
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crimes sexuais e outros crimes violentos. Até dezembro de 2004, o Codis havia
permitido 19 mil identificacbes de suspeitos, demonstrando sua grande utilidade
(PENA, 2005).

Um grande numero de agéncias profissionais segundo Butler (2009) tem se
envolvido na acreditacao e certificacdo de laboratérios e pessoas ligadas de analises
forenses de DNA. Testes interlaboratoriais sdo os meios pelos quais varios
laboratérios tém para comparar seus resultados, demonstrando que os métodos
utilizados em um laboratério séo reprodutiveis em outro.

Esses testes sdo essenciais para demonstrar a coeréncia dos resultados de
varios laboratérios, especialmente porque os bancos de dados de DNA séao
alimentados por muitos laboratérios que contribuem com perfis de DNA.

Segundo Pena (2005) o Brasil deveria estabelecer como uma prioridade
nacional a implementacdo de um programa eficiente de determinacéo de identidade
genética que possa ajudar em investigacdes criminais e aumentar a seguranca
publica. As seguintes etapas seriam de grande importancia: montar uma rede
eficiente de laboratorios de DNA forense; fazer treinamento da policia para coleta
correta da evidéncia em cenas de crime; fazer treinamento dos profissionais que
atendem nas delegacias e nos servicos de urgéncia médica para que possam
providenciar de maneira correta a coleta de evidéncia de vitimas de estupro; fazer
treinamento de juizes de vara criminal e promotores para atenderem os principios da
tipagem de DNA com fins forenses; montar um banco nacional de perfis genético
semelhante ao Codis do FBI.

O crescimento de bancos de dados de DNA vem aumentando o envolvimento
da policia cientifica na aplicacao da lei. Além de sua funcéo essencial de ligar crimes
e suspeitos, os bancos de dados de DNA colecionam informacdes sobre crimes e
criminosos. A analise desses dados pode aumentar compreensdo do contexto no
qual as Ciéncias Forenses funcionam como ferramentas para a justica criminal. Além
disso, os dados de DNA exigem consideracdes de questdes especificas para sua
utilizacéo (PENA, 2005).

Ressalte-se ainda, a exemplo de outros paises, a criacao de banco de dados
genéticos com armazenamento de perfis de DNA, obtidos de familiares de pessoas
desaparecidas, de vestigios biol6gicos de origem desconhecida, de suspeitos e de
criminosos condenados, que tem contribuido para a identificacdo de pessoas e para
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a elucidacao de delitos realizados no tempo presente, passado e futuro. A criacéo

desses bancos genéticos no Brasil e a discussdo de queixas éticas, legais e sociais
surgidas em decorréncia dessa criagcdo sao o alvo principal do estudo do DNA na
Genética forense (GRIFFITHS et al., 2009).

Uma das principais vantagens para um banco de dados é potencial de se
fazer cold hits, que sé@o as identificacbes a partir dos dados ja cadastrados. Os
bancos de dados forenses sdo essenciais para armazenar e recuperar dados de
sequéncias de DNA e sdo importantes na busca de uma sequéncia compativel a um
perfil desconhecido. Desde sua criacdo, o CODIS ja efetuou milhares de
identificacbes que nao teriam sido possiveis de outra maneira (WATSON et al.,
20009).

2.4 Minissatélites e Microssatélites

Nos testes de determinacdo de identidade genética sdo estudadas regides
gendmicas em que ha& variagdo entre pessoas normais. Essas regifes sao
chamadas de polimorfismo de DNA ou marcadores de DNA. Nos ultimos anos foram
desenvolvidas diversas técnicas para estudo de diferentes tipos de polimorfismo de
DNA, no qual os cientistas e laboratérios podem escolher o sistema mais adequado
para solucionar o problema evidente (PENA, 2005).

O método mais usado hoje em dia € o estudo das regides repetitivas de DNA,
chamada de minissatélites (VNTR’S) e microssatélites (STRs). A chave da
diversidade nessas regibes € que o numero de repeticdes varia entre individuos e
pode ser estudada com sondas de DNA, ou através de PCR, como vem sendo feito
em maior escala atualmente.

VNTRs (do inglés variable number of tandem repeats ou numero variavel de
repeticbes em tandem), também denominados de minissatélites, sdo polimorfismos
de DNA que consistem numa série de comprimento de repeticdes de fragmentos de
DNA. Uma regido VNTR tipica consiste de 500 a 1000 pb, compreendendo
principalmente unidades repetidas em sequéncia, cada qual com cerca de 15 35 pb
de comprimento. Os locos VNTR séo particularmente convenientes como
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marcadores para a identificacdo humana, pois possuem um nimero muito grande de
alelos genotipo.

STRs (do inglés shot tandem repeats ou repeticbes curtas em tandem), ou
microssatélites sdo polimorfismos muito similares aos VNTRs, mas diferindo em seu
tamanho (em geral ndo ultrapassam 200 pb) e no comprimento das unidades de
repeticdo em tandem, que variam de 2 a 7 nucleotideos. Estes locos sdo muito
abundantes no genoma humano e cada um deles possui um grande numero de
diferentes alelos, inclusive maior do que o encontrado em VNTRS, 0 que 0s torna
ainda mais util para identificacdo humana (PENA, 2005).

Marcadores bi-alélicos, além dos minissatélites e microssatélites ha dois
grandes grupos de polimorfismos no genoma humano - os polimorfismos de
substituicdo de nucleotideos Unicos (ou SNPs) e os polimorfismos de insercdo ou
delecdo de um ou mais nucleotideos (polimorfismos de insercdo). Ambos
polimorfismos apresentam a grande vantagem de que podem ser estudados em
produtos de amplificacdo muito curtos (50 pb ou menos) e, assim, apresentam
distintas vantagens sobre os microssatélites no estudo de DNA extremamente
degradado. Os mais abundantes e os melhores estudados desse grupo sao os
SNPs. Cerca de 5,3 milhdes deles foram encontrados no genoma humano, o que
corresponde a um SNP a cada 600 pb (XIAG et al., 2006).

Os minissatélites sdo regides frequentemente usadas na andlise forense.
Essas regides ndo sao genes, mas possuem um papel importante na identificacao
de individuos por ser um tipo de marcador molecular altamente polimérfico. Esses
marcadores geralmente variam de dez a cem pares de bases que se repetem muitas
vezes, consecutivamente, ao longo do cromossomo. Cada individuo possui um
namero de repeticbes diferente. As sequéncias com numero variavel de unidades
repetidas sdo chamadas nesse caso de alelos. Como os alelos diferentes contem
um namero diverso de repeticbes, podem ser identificados por seus comprimentos
(CONSELHO NACIONAL DE PESQUISA, 2001).

Os loci de minissatétiles escolhidos para as analises forenses estédo
localizados em diferentes cromossomos, ou, N0 mesmo cromossomo, afastado um
do outro, de forma que sao herdados independentemente. O fato de terem muitos
alelos torna os minissatélites convenientes, pois o nimero de gendétipos possiveis €

enorme. Uma andlise utilizando 5 loci com 20 alelos corresponde a uma quantidade
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de gendtipos de mais de 400 bilhdes. Outra vantagem é que nenhum dos alelos é
muito comum, o0 que se deve a elevada taxa de mutacdo as quais sdo responsaveis
por diminuir ou aumentar o comprimento de um minissatélite em apenas uma ou
algumas unidades. Assim como os RFLPs, os minissatélites podem ser identificados
pela técnica de Southem blotting (CONSELHO NACIONAL DE PESQUISA, 2001).

No genoma humano também s&o encontradas muitas outras sequéncias
repetitivas. As sequéncias repetitivas em tandem com repeti¢cdes entre dois a sete
pares de bases sdo chamadas de microssatélites ou repeticdes curtas em tandem
(STRs — Short Tandem Repeats) que sdo altamente variaveis. Devido ao seu
tamanho pode-se utilizar a PCR para amplificar os alelos. O FBI ( Federal Bureau of
Investigation) por volta de 1997, selecionou 13 STRs como padrao para serem
utilizados nas investigacbes e outras agéncias no mundo como o Servico de
Ciéncias Forense no Reino Unido e na Interpol na Europa adotaram marcadores
semelhantes (WATSON et al., 2009).

Essas STRs variam de 5 repeticdes até mais de 30, através de uma sonda e
s&o distribuidas através de 12 autossomos. E inclinada uma sonda adicional para o
gene da amelogenina que é encontrada em uma regido do cromossomo Y que €
homologa ao cromossomo X. Esse gene é usado para determinacao do sexo, pois a
amplificacdo dessa sonda produz dois fragmentos, de 112 e 106 pb, quando o DNA
€ proveniente do homem (cromossomos Y e X) e somente o fragmento 106 pb,
proveniente da mulher (cromossomo X) (WATSON et al., 2009).

As andlises entre os STRs forenses vém sendo realizadas através da
amplificacdo com PCR multiplex e marcadores fluorescentes. Os pares de primers
que flanqueiam as sequéncias de STR carregam um fluoréforo. Apds a amplificacéo
os comprimentos de cada STRs sdo determinados. A detec¢cédo de cada fragmento é
feita através de um laser e é transmitida para um programa computacional que
determina qual o tipo de fluoréforo esta associado a cada STR, produzindo graficos
e tabelas a partir dos resultados obtidos. Kits comerciais sdo capazes de detectar
em uma Unica reacao todas as 13 STRs exigidas pelo FBI, o gene da amelogenina e
duas STRs adicionais usadas no Reino Unidos (WATSON, et al., 2009).
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2.5 PCR (Cadeia de Polimerase)

A reacao em cadeia da DNA revolucionou a genética molecular por permitir a
rapida clonagem e a analise do DNA. E um método in vitro rapido e versatil para a
amplificacdo de sequéncia de DNA definidas, presentes em uma preparagdo de
DNA. Geralmente, o método é programado para permitir a amplificacdo seletiva de
uma sequéncia-alvo de DNA especifica a partir de DNA total previamente extraido.
Para permitir tal amplificacdo seletiva, alguma informacdo prévia, a respeito das
sequéncias-alvo € necessdaria. Essa informacdo € utilizada para desenhar dois
oligonucleotideos iniciadores, denominados primers, 0s quais sdo especificos para a
sequéncia-alvo e apresentam cerca de 15 a 25 nucleotideos de extensédo. Apds 0s
primers terem sido adicionados ao DNA-molde desnaturado, eles se ligam
especificamente as sequéncias de DNA complementares ao seu sitio alvo,
flanqueando e delimitando a regido a ser analisada. Na presenca de uma DNA-
polimerase termoestavel apropriada e dos quatro desoxirribonucléicos trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), € iniciada a sintese de novas fitas de DNA, que séo
complementares a cada uma das fitas de DNA do segmento-alvo de DNA, formando,
desta maneira, um fragmento de DNA com sequéncia idéntica a do DNA a ser
analisado, e previamente selecionado pelo par de primers (STRACHAN et al., 2002).

Uma vez que este ciclo de duplicacdo molecular é repetido véarias vezes, a
PCR é uma reacao em cadeia porque as fitas de DNA, recentemente sintetizadas,
irdo atuar como moldes para mais uma sintese de DNA nos ciclos subsequentes.
ApOs cerca de 25 ciclos de sintese de DNA, os produtos da PCR irdo incluir, além do
DNA que iniciou a reacao, cerca de 105 cépias da sequéncia-alvo especifica, uma
quantidade que é facilmente visualizada como uma banda distinta de tamanho
especifico quando submetida a eletroforese em gel de agarose (STRACHAN et al.,
2002).

As principais vantagens da técnica de PCR séo:

Velocidade e facilidade de utilizacdo: a clonagem de DNA por PCR pode ser
realizada em poucas horas usando-se um equipamento relativamente simples, cuja
funcdo fundamental é a variacdo de temperatura em cada passo da técnica. Uma
reacdo de PCR consiste de 30 ciclos contendo as etapas de desnaturagao, sintese e

pareamento, com cada ciclo individual levando em geral 3 a 5 minutos em um
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termociclador automatizado, o que totaliza menos de trés horas para todo o
processo (STRACHAN et al., 2002).

Sensibilidade: a PCR é capaz de amplificar sequéncias a partir de
quantidades intimas do DNA-alvo e do DNA de uma Unica célula. Esta vantagem
torna a técnica util na andlise forense, quando, em muitos casos, a quantidade de
material biolégico, e portanto de DNA extraido de algumas amostras, € muito
pequena, como em fios de cabelo ou tracos de saliva em tocos de cigarro. Desta
maneira, a técnica possibilita a tipagem do DNA em amostras de provas que ndo
podem ser analisadas através de outras técnicas, como exemplo o Southem, uma
vez que esta técnica necessita de uma grande quantidade de DNA total. Além disso,
a pequena quantidade de DNA, necesséaria para a PCR, torna mais facil guardar
por¢cdes de amostras para repetir os testes no mesmo ou em outro laboratério
(DUARTE et al., 2001).

Segundo Strachan et al. (2002), tal sensibilidade tem fornecido novos
métodos para o0 estudo da origem molecular de doencas e tem encontrado
numerosas aplicacbes na ciéncia forense, no diagndstico, na andlise de ligacdes
genéticas, utilizando classificagdo de um anico tipo de esperma.

Robustez e possibilidade de amostras degradadas: Segundo Duarte et al.
(2002), a PCR pode permitir a amplificacdo de sequéncias especificas a partir de
material no qual o DNA esta gravemente degradado ou embebido em um meio onde
o isolamento de DNA é problematico. Como o Southem utiliza DNA gendmico total, é
necessario que este DNA esteja em bom estado, ou seja, que as moléculas estejam
intactas. Mas em genética forense, nem sempre as amostras bioldgicas sao novas e
se encontram em bom estado de conservacéo, o que compromete a integridade do
genoma da célula a ser analisada. Uma vez que somente um fragmento do DNA é
isolado e amplificado pela PCR, uma enorme vantagem desta técnica é permitir a
utilizacdo de amostras que contenham DNA degradado. Assim, através da PCR, é
possivel atipagem do DNA em amostras que de outra maneira ndo poderiam ser
analisadas, como amostras antigas e jA decompostas, restos mortais de vitimas de

incéndios ou acidente e corpos em decomposicao.
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2.6 STR (Repeticbes Curtas em Tandem)

Os STR sdo ferramentas eficientes para fins de identificacdo genética
individual humana. As primeiras aplicacdes destes marcadores no ambito forense
concretizaram-se no inicio dos anos 90, na tipagem dos restos cadavéricos de
vitimas homicidas (KASHYAP et al., 2004).

Atualmente os STRs sao considerados os marcadores forenses por
exceléncia, titulo em grande parte devido a sua abundéancia e elevada variabilidade,
ao fato de serem facilmente amplificaveis por PCR, funcionarem com baixas
guantidades de DNA e serem passiveis de automatizacdo com processos
envolvendo deteccéo por fluorescéncia.

Os microssatélites ou loci STR sao compostos por sequéncias repetidas em
tandem que possuem um tamanho entre 2 e 7 pares de bases. Loci STR com
repeticbes em tandem de 4 pares de bases (tetranucleotideos) sao habitualmente
utilizados nos exames de identificacdo humana pelo DNA com finalidades forenses
(BUTLER, 2009).

Todos os processos descritos anteriormente sdo, atualmente, investigados
através de PCR.

Segundo Kashyap et al. (2004) quando a tipagem de DNA através de PCR é
avaliada, uma série de vantagens sdo percebidas. A mais importante é a de que
amostras com alto grau de degradacao podem ser analisadas, uma vez que néo €
necessario que as moléculas de DNA estejam intactas, pois a extensdo de DNA a
ser investigada é pequena. Além disto, outras vantagens sdo importantes como a
possibilidade de utilizagcdo de pequenas quantidades de DNA, a avaliacdo de um
grande numero de locos, garantindo um maior poder de discriminacdo, e a rapidez
do procedimento. Enquanto que, na andlise de STRs através de PCR, apenas a
regido de interesse sera amplificada: com o Southem, se fazia necessario que o
DNA gen6mico inteiro estivesse no gel. Com o advento dos métodos automatizados,
uma série de kits comerciais para tipagem de STRs estdo disponiveis, o que
demonstra a importancia destes marcadores na Genética Forense.

Atualmente, entre as técnicas de tipagem de DNA usadas na identificacao
humana, a genotipagem automatizada de DNA com STR Multiplex, baseada em
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fluorescéncia €, sem duvida, segundo Kashyap et al. (2004) a mais informativa,
precisa, robusta e de maior rapidez.

Nesta metodologia, utilizada por Kashyap et al. (2004), varios STRs séo
amplificados utilizando-se varios pares de primers (PCR Multiplex) que compde um
kit comercial. O produto da reacdo de amplificacdo dos STRs pode ser facilmente
detectado através de seus respectivos tamanhos, através da migracao em gel de
eletroforese de alta resolucéo, localizado dentro de um capilar, como ocorre no
sequenciamento automatico. Quando utilizada a tecnologia de coloracdo
fluorescente com detecc¢ao por laser, é possivel avaliar STRs de mesmo tamanho,
bastando para isto que cada um seja marcado com uma coloragéo diferente. Cada
kit de PCR Multiplex utiliza diferentes coloragbes, e amplifica diferentes STRs, como
os kits comerciais Profiler PlusTM que analisa simultaneamente 10 marcadores. O
kit Power Plex para 16 STRs e o IdentifilerTM para 16 marcadores.

A técnica para a andlise de STRs utilizando laser é significativamente mais
sensivel em comparacdo a outras metodologias padrdo. Segundo Kashyap et al.
(2004) geralmente é necessario apenas 0,5 e 2 ng de DNA para agenotipagem.
Somente 1 a 2% dos produtos de 28 ciclos PRC sdo necessérios para a tipagem
alélica, o que significa que o material amplificado pode ser estocado para uma nova
analise, quando necessario. Essas metodologias que utilizam fluorescéncia sdo
aproximadamente 200 vezes mais sensiveis do que qualquer outra técnica de
coloragao.

A andlise de STRs do cromossomo Y tem sido uma excelente técnica usada
na identificacdo humana para solucionar disputas de paternidade de filhos do sexo
masculino, uma vez que 0 mesmo € caracteristica Unica da linhagem paterna. O
cromossomo Y presente no DNA nuclear, encontra-se com uma frequéncia de
apenas uma coépia por célula e € transmitido para todos os descendentes
masculinos. Investigacdes de STRs do cromossomo Y tém sido Gteis em casos de
estupro, onde sdo encontradas misturas de secrecdo vaginal com sémen. Kits
comerciais para tipagem STR-Y tornaram-se recentemente disponiveis pela
empresa Relia Gene Tecnologies, Inc. Uma caracteristica particularmente util desses
kits € a escala aélica que permite a identificacdo de alelos em amostras com
comparacao direta. Segundo Kashyap et al. (2004) o Instituto Nacional de
Padronizagéo e Tecnologia (NIST) U.S.A. também desenvolveu um sistema de 20-
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PLEX p/ tipagem STR-Y que permite a amplificagéo simultdnea de 20 STRs em uma
Unica reacao.

Segundo Walsh (2004) em termos de aplicacdes forenses especificas, de
tecnologias moleculares, nada teve um efeito mais profundo do que a
implementacg&o global nos bancos de dados de DNA forense. Eles tém alterado a
paisagem do sistema de justica criminal e remodelado o campo da ciéncia forense,
principalmente por fornecerem a chance de identificagdo de individuos e resolucao
de casos em que nao existem suspeitos, e portanto, ndo existem amostras para
serem comparadas com o material coletado na cena do crime. Com o fornecimento
de novos desafios de mecanismos pelos quais as provas forenses podem ser
utilizadas.

Automacdo das analises de STRs para bancos de dados de DNA foi
empregada para ajudar no processamento de milhares de amostras de sangue
liquido para alimentar os bancos de dados de perfis genéticos.

A tecnologia STR permitiu a rapida geracdo de dados de DNA altamente
informativos para utilizagdo na identificacdo humana (BONACCORSO, 2004).

Bancos de dados de DNA de condenados devem ser exatos. Para minimizar
erros, os dados originais de STRs sdo cuidadosamente revistos por duas ou mais
pessoas. Para minorar esses erros, foram desenvolvidos sistemas especializados,
como o TrueAllele desenvolvido por Perlin (2002). Esse tipo de sistema atua em um
computador o qual automatiza quase todas as funcdes humanas de revisdo e
oferece qualidade consistente na avaliacdo e na designacdo de alelos. Esses
sistemas sdo validados a partir da reandlise de milhares de amostras originais, com
parametros adequados para diferentes plataformas de analises, empregando-se
diversos sistemas multiplex que usualmente sdo utilizados para gerar dados de
DNA. Os dados obtidos automaticamente foram comparados com os resultados
obtidos manualmente. Tais sistemas tém grande precisao e demonstram ser viavel a
pratica da analise automatizada.

Na atualidade, segundo Perlin (2002), os sistemas automatizados encontram-
se presentes nos grandes laboratdrios forenses de DNA, principalmente naqueles
gue continuamente geram perfis para alimentar os bancos de dados civis e
criminais. Esses sistemas inteligentes de andalise de dados, além de livrar os

analistas de DNA de possiveis erros oriundos da monétona analise manual de
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STRs, podem também ajuda-los a dedicar seu valioso tempo para melhorar e servir

a justica.
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3 CONCLUSOES

A anélise do DNA é um dos maiores progressos técnicos da investigacao
criminal desde a descoberta das impressdes digitais. Métodos para determinar o
perfil do DNA estdo firmemente embasados na tecnologia da Genética Forense.
Quando a determinacédo do perfil é feita com cuidados adequados, os resultados sédo
altamente reprodutiveis.

Os métodos baseados na PCR sdo imediatos, requerem apenas uma
pequena quantidade de material e podem fornecer identificacdo ndo-ambigua de
alelos individuais.

Os avancos no campo da Genética Forense deve-se também as STRs, cuja
técnica exposta através de Southem visa a identificacdo de uma sequéncia de bases
especificas e polimorfismos.

Por sua capacidade de fornecer informacgdes técnicas com possibilidade de
orientar investigacdes policiais, um banco de dados de DNA pode ser visto como
uma fonte de inteligéncia, de forma a funcionar de modo semelhante aos sistemas
automatizados para comparacdo de impressdes digitais. Esse papel positivo € algo
novo para a prova forense de DNA que € usualmente apenas empregada para
confirmar ou refutar uma hipotese sobre uma versao de acontecimentos.

A tecnologia e os métodos relacionados a andlise de DNA progrediram a
ponto de ndo colocar em duvida a admissibilidade dos bancos de dados da Genética
Forense, quando coletados e analisados adequadamente, a fim de que a grande
maioria dos casos de investiga¢cdes forenses tenham um desfecho triunfal dentro da
area civel.

Conclui-se que nos ultimos anos, um grande crescimento da area forense no
Brasil e novas técnicas sdo empregadas nos laboratérios, se encontram com
equipamento de primeiro mundo. As informacbes de carater técnico ndo sao
completamente entendidas por uma parcela dos profissionais da lei. E muito dificil
estabelecer um paralelo com outras ferramentas cientificas empregadas pela justica,
jA que nenhuma se compara a investigacdo Genética forense no tocante ao seu alto
poder de discriminagao.

Apés toda a explanacao referente a Genética Forense resta concluir que é
importante: assegurar a qualidade, integridade e segurangca em exames periciais
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envolvendo a utilizacdo de DNA; os procedimentos de coleta e as analises iniciais

devera ser padronizadas, através de manuais de coleta; os manuais de coleta
devem conter especificacdes sobre a embalagem, o transporte e armazenamento de
amostras bioldgicas; verificar as condi¢cdes técnicas necessarias para a formacéo e
manutencao de bancos de dados de DNA.

Este trabalho mostrou que a analise do DNA é uma ferramenta poderosa para

a identificacdo humana e investigacdes criminais através da genética forense.
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