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RESUMO

Atualmente, com o avango da tecnologia e de pesquisas, os marcadores moleculares ganharam notoriedade
no ambito judicial, seja para elucidagdo de um crime ou para estabelecer a relagdo de parentesco entre
pessoas. A identificagdo humana por DNA se tornou um dos métodos mais utilizados. Sua alta especificidade
e confiabilidade sdo caracteristicas imprescindiveis, e apresenta poucas desvantagens, desde que os
procedimentos sejam corretamente realizados. Portanto, torna-se possivel estabelecer relagdo entre um
acusado e uma cena de crime, assim como a relacdo de paternidade entre o suposto pai e filho. O que
tornou os processos judiciais mais ageis e eficazes.

Palavras - chave: Marcadores moleculares, DNA, polimorfismo, STR e VNTR, identificagdo humana.

ABSTRACT

Currently, with the advancement of technology and research, molecular markers have gained notoriety
under judicial processes, whether for elucidation of a crime or to establish the relation between people.
Human identification by DNA became one of the most used methods. Its high specificity and reliability are
indispensable features, and presents few drawbacks, since the procedures are properly carried out.
Therefore, it becomes possible to establish relationship between a defendant and a crime scene, as well as
the relationship of paternity between the alleged father and son. This made the judicial processes more
agile and effective.

Keywords: Molecular markers, DNA, polymorphism, VNTR and STR, human identification.
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1. INTRODUCAO

As Ciéncias Forenses perfazem especialidades que tém como objetivo auxiliar
juizes e juris a resolver questdes legais, ndo sé no direito penal, mas também em casos
civeis. Tal campo de atuacdo apresenta-se de modo abrangente, cruzando os limites entre
a biologia, quimica, fisica e matematica e incluindo disciplinas tao variadas como botanica

e balistica, e a andlise das impressdes digitais.

Nos ultimos 30 anos, uma ferramenta bioldgica tem revolucionado as
investigacGes forenses: a analise de DNA. Como todo o DNA é extremamente varidvel
entre os diferentes seres, até mesmo entre individuos da mesma espécie, qualquer
material biolégico associado a uma investigacdo pericial, carrega consigo informacdes

sobre sua origem (JOBLING, 2004).

A molécula de DNA caracteriza-se como uma importante ferramenta para as
ciéncias forenses, porquanto através desta pode-se determinar a identidade genética de
um individuo. Possui estrutura tridimensional em formato de dupla hélice devido a
disposicdo antiparalela das suas cadeias de nucleotideos, e é responsavel pela transmissdo

das informacdes genéticas através das geracdes (QUEIROZ, 2012).

Em algumas de suas regides existem sequéncias hipervariaveis que podem ser
utilizadas para diferenciar individuos e estabelecer vinculo genético, devido ao fato de
serem altamente polimérficas. Tal caracteristica corrobora a premissa de que o
patrimonio genético de cada pessoa é Unico, excetuando-se os gémeos monozigoticos.
Anteriormente, outras ferramentas eram empregadas para as investigacdes forenses,
como os sistemas ABO e HLA, porém estes ndo apresentam poder de discriminacdo

comparavel a identificacdo humana por DNA (PARADELA et al., 2006).

Tais variacbes em sequéncia podem ser manifestadas em regidoes de alelos
alternativos ou substituicdes, adicGes ou deleces de bases, mas, em geral, originam-se de

mutacgdes. J& foram identificados e mapeados mais de dez milhdes de polimorfismos no
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genoma humano, que podem ser estudados em produtos de amplificacdo cada vez mais

curtos, o que os tornam mais vantajosos em analises forenses (PENA, 2005).

De acordo com Silva e Passos (2006), o estudo do DNA é a técnica de identificacdo
humana mais importante desde a descoberta das impressdes digitais. Para tanto, a coleta
e preservacao das amostras bioldgicas de forma adequada sdo imprescindiveis para a
realizacdo dos exames periciais, o que contribui significativamente para a resolugao de

crimes e identificacdo de individuos.

Além dos autossomos, o Cromossomo sexual Y (crY) também apresenta regides
com sequencias polimérficas que, por ndo sofrerem recombinacao, ou esta ser reduzida,
costumam ser transmitidas, intactas, para a geracdo seguinte. Tal heterossomo é
comumente analisado quando se deseja investigar a linhagem parental de um individuo

ou uma populacdo (LIMA 2006).

Ressalta-se também a importancia do DNA mitocondrial (mtDNA) no contexto
forense, por apresentar estrutura circular e estar presente no interior das mitocondrias,
organelas responsdveis pela respiracdo celular. Tal molécula caracteriza-se por seu
elevado numero de cépias por organela e apresenta considerdvel estabilidade em virtude
de seu tamanho reduzido e de sua estrutura circular. O mtDNA pode ser extraido de
qualquer tecido ou fluido biolédgico, desde que possua componentes células, como por
exemplo, ossadas antigas com elevado grau de degradacdo do material genético
impossibilitando a obtengdao de DNA nuclear, e em fios de cabelo que ndo possuem mais o

bulbo (SILVA; PASSOS, 2006).

Marcador molecular é todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA, expresso ou ndo, (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA 1998). Portanto, sdao de grande importancia na area forense, pois por
meio destes é possivel se obter excelentes resultados em investigacoes de paternidade e
parentesco, investigacao criminal e identificacdo de individuos. O presente trabalho tem

por objetivo apresentar uma visdo geral do campo da genética molecular forense e, de
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forma detalhada, ressaltar a importancia das ferramentas moleculares na identificagao

legal.

2. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao bibliografica, baseada em livros e trabalhos cientificos que
tratam do referido tema. As pesquisas foram realizadas por meio de acesso a internet em
sites como Google Académico, Scielo, PubMed e publicacdes disponiveis em sites de
Universidades. Também serdo fontes de informacdo livros, teses, monografias e

dissertacdes disponiveis na biblioteca da Universidade Catélica de Brasilia.

3. DISCUSSAO

3.1. A MOLECULA DE DNA NO CONTEXTO FORENSE

Todos os seres vivos possuem um numero quase inimaginavel de células distintas
gue trabalham em cooperacdo a fim de produzir um individuo Unico e singular (MEYER,
2005). Com excecdo de alguns tipos de virus, nos quais o material genético é o acido
ribonucleico (RNA), todos os demais seres, como os humanos, animais e vegetais,
possuem o dacido desoxirribonucleico (DNA) como base do material genético. Este é
encontrado no nucleo das células e organizado na forma de cromossomos, cada
cromossomo é formado por uma Unica molécula de DNA que possuem vérios milhdes de

pares de base (SILVA; PASSOS, 2006).

As moléculas de DNA apresentam uma enorme resisténcia a diversas condicdes
capazes de destruir a maioria dos compostos biolégicos como os lipideos, proteinas e
carboidratos. E transmitido pelos progenitores e determina ou influencia muitos aspectos
da aparéncia, do comportamento e do funcionamento do organismo. Um grande nimero
de unidades chamadas genes é encontrado em cada filamento de DNA e cada gene é

utilizado para determinar uma caracteristica em particular ou parte de uma caracteristica.
39

Acta de Ciéncias e Saude
Ndmero 03 Volume 01
2014



Marcadores Moleculares: Um Enfoque Forense

Isso significa ser possivel encontrar copias do DNA de um individuo em praticamente todo

tipo de tecido do corpo (MEYER, 2005).

Segundo Griffths e colaboradores (2001), um gene é uma secdo de um DNA que
pode apresentar variagdes denominadas alelos, e de acordo com as diferencas alélicas, a
presenca de duas ou mais variantes comuns em um grupo ou populacdo é definida como
polimorfismo. Para haver o polimorfismo, a regido do cromossomo no qual se encontram
sequéncias de DNA (locus) deve conter dois ou mais alelos que com uma frequéncia maior

gue 1% na populagao.

O polimorfismo possui uma imensa importancia na criminalistica, visto que
permite identificar uma pessoa em funcdo do seu padrdao de alelos (QUEIROZ, 2012).
Conforme Dolinsky e Pereira(2007), os polimorfismos de comprimento e polimorfismos de
sequéncia sdo assim agrupados de acordo com suas presencas nas regioes hipervaridveis
do DNA. Os polimorfismos encontrados nas regides hipervaridveis do DNA podem ser

classificados de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos principais polimorfismos encontrados em regides hipervaridveis do DNA.
(FIGUEIREDO; PARADELA, 2007, com adaptagdes).

Polimorfismo Descrigao

Caracterizados por sequéncias
de nucleotideos que se
repetem em multiplas cépias,
variando o numero de
repeticdes entre os individuos
para cada locus.

Compostos de diferentes

VNTR ou minissatélites
Polimorfismos (Variable Number of Tandem Repeat)
de
Comprimento STR ou microssatélites
(Short Tandem Repeat)

Polimorfismos

de SNP nucleotideos em uma
. (Single Nucleotide Polymorphism) determinada localizagao do
Sequéncia
genoma.

Na identificacdo genética por DNA s3do estudadas regides genGmicas em que ha

variacdo entre pessoas normais, os chamados polimorfismos de DNA ou marcadores de
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DNA. Os VNTR (minissatélites) e STR (microssatélites) sdo as regides repetitivas de maior
importancia estudadas atualmente, pois podem ser detectadas tanto por meio de sondas
de DNA quanto por reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Entretanto, os SNP’s e os
polimorfismos de inser¢do/delec¢do (indels) de um ou mais nucleotideos podem se tornar
grandes aliados devido ao fato de que podem ser estudados em produtos de amplificacdo
muito curtos, 50 pares de base ou menos, apresentando enorme vantagem em relagao

aos microssatélites no estudo de DNA extremamente degradados (PENA, 2005).

O uso da tipagem de DNA nos ultimos anos abriu espaco para novas areas de
estudos e se tornou uma importante ferramenta nas andlises forenses promovendo a
elucidacdo de crimes, o que trouxe uma enorme vantagem para as ciéncias forenses e

para a justica, (BONACCORSO, 2005).

3.2. MARCADORES MOLECULARES

A evolucdo da genética forense foi impulsionada pelas andlises das variacdes
genéticas humanas, iniciadas com a descoberta dos polimorfismos do grupo sanguineo
ABO por Karl Landsteiner em 1900. Ressalta-se que mesmo o simples sistema genético
ABO pode ser utilizado para demonstrar, conclusivamente, que uma determinada amostra
ndao é origindria de determinado individuo, atuando, portanto, como uma prova de
exclusdo. Entretanto, o DNA apresenta vantagem em relacdo aos métodos mais antigos
como os que utilizavam enzimas e grupos sanguineos que precisavam de grandes
guantidades de material bioldgico, pois para a identificacdo de um individuo sdo
necessarias poucas células nucleadas com pequenas quantidades de DNA (DUARTE et al.,

2001).

Todavia, o grau de dificuldade aumenta a medida que se procura identificar a
origem de determinada amostra bioldgica. Com isso, o conceito dos marcadores
moleculares vem sendo utilizado para se caracterizar o DNA de um individuo em um

padrdo ou perfil de fragmentos que lhe é exclusivo. Diferentemente das impressdes
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digitais, que podem ser alteradas por cirurgia, o DNA de uma pessoa nao pode ser

deliberadamente modificado (BOREM et al., 2001).

3.2.1. Minissatélites (VNTR's).

A revolugdo das andlises de DNA comegou com a descoberta, em 1984, dos loci
hipervaridveis conhecidos como minissatélites. Estes foram detectados por meio de
hibridizacdo de sondas em Southern blot a partir da digestdo de DNA gendmico por

enzimas de restricdo (VELHO et al., 2013).

Conforme Godes (2008), regides denominadas minissatélites ou repeticGes em
tandem de numero varidvel (VNTR, do inglés variable number of tandem repeats)
compoem uma fracdo de DNA repetido, e o primeiro método de sua deteccdo foi
denominado RFLP (do inglés, restriction fragment length polymorphism) ou polimorfismo
de tamanho de fragmento de restricdo. Tais regides possuem grande variabilidade e
constituem-se de 09 a 1000 pares de bases repetidos em loci cromossdmicos de forma
sequenciada, em tandem, usualmente ricas em GC. Com exce¢do dos gémeos
homozigdticos, a existéncia de duas pessoas com o mesmo perfil genético é praticamente

impossivel devido a alta variabilidade destas regides do genoma.

Em 1985, Alec Jeffreys e seus colaboradores cunharam o termo Impressdo Digital
de DNA (DNA fingerprinting), e foi assim chamada por ser uma técnica capaz de
diferenciar geneticamente cada pessoa, fazendo alusdo a capacidade de diferenciacdo dos
individuos através das impressdes digitais (VELHO et al., 2013). Assim, como no auxilio do
mapeamento do genoma humano, as primeiras sequéncias VNTR descritas tiveram

aplicagdo imediata na area forense (GOES, 2008).

Tal técnica é a mais antiga desenvolvida para identificacdo humana, e ja foi muito
utilizada no passado. Entretanto, vem sendo substituida por tecnologias mais recentes e

sofisticadas como os microssatélites. Por ser uma técnica extremamente trabalhosa e que
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se utilize de material radioativo, esta foi deixada de lado mesmo apesar de seu custo

relativamente baixo.

Atualmente a analise de regides VNTR do DNA é pouco utilizada em investigacdes
genéticas, devido ao fato de necessitar de DNA integro e em grande quantidade, o que
torna praticamente invidvel a analise de amostras biolégicas degradadas ou antigas (LIMA,

2006).

3.2.2. Microssatélites (STR’s).

As sequéncias curtas repetidas em tandem, ou STR’s, ou ainda microssatélites,
possuem geralmente um tamanho de dois a dez pares de bases e se localizam em regides
ndo codificantes do genoma. Aproximadamente 30% das regides repetitivas do genoma
sao formadas por esses microssatélites e a maioria sdo repeticdes de dois a seis
nucleotideos. Entretanto aquelas mais utilizadas na identificacdo humana sdo as de quatro
a cinco nucleotideos, que ocorrem numa regido especifica do genoma num locus Unico

(VELHO et al., 2013).

Devido o seu tamanho reduzido, os microssatélites podem ser analisados apds
amplificacdo pela técnica PCR. Tal caracteristica permite que amostras com pequenas
guantidades de DNA, ou com alto grau de degradacdo, possam ser tipadas. Desta maneira,
a possibilidade de realizar analise de loci STR superou varias limitacdes pertinentes a
manipulacdo de seqliéncias VNTR, o que tornou a tipagem de marcadores STR o método
mais utilizado na identificagcdo por DNA utilizando-se os vestigios bioldgicos em geral

(GOES, 2008).

Tais marcadores sdo altamente individualisticos e a andlise de 13 regides do
genoma humano, com os kits comerciais disponiveis no mercado, permite a emissao de
laudos que estabelecem uma probabilidade de 1 em 82 bilhdes de distinguir dois

individuos (BOREM et al., 2001).
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A andlise de STR’s tornou ultrapassadas as primeiras técnicas de PCR em virtude de
seu alto poder de discriminag¢do e sensibilidade. Além disso, o tempo necessdrio para
realizacdo foi drasticamente reduzido, assim como seus custos, em virtude da automacao.
Microssatélites sdo mais sensiveis do que outros métodos e permitem uma inequivoca
atribuicdo de alelos, tornando o método adequado para o desenvolvimento de bancos de
dados. Com isso, abriu-se caminho para o desenvolvimento de Bancos de Dados de STR

DNA (VELHO et al., 2013).

3.2.3. Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP).

Segundo Velho e colaboradores (2013), os SNPs sdo variacdes de um Unico
nucleotideo em uma determinada posicao da sequéncia de DNA quando diferentes alelos
de um mesmo individuo sdo comparados, ou quando os alelos analisados em uma
populacdo especifica sdo comparados. Sdo geralmente bialélicos, apresentando dois alelos
para cada loco analisado, e sdo usualmente resultado de mutagdo do tipo transcricdo e

por apresentarem menos variagdo, fornecem menos informagdes que os STRs.

A vantagem pratica na utilizacdo de SNP’s estd no fato do tamanho do DNA
template, que pode, em teoria, ter comprimento de aproximadamente 50 pares de base,
ou um par de primers especificos. Tamanho inferior aos aproximados 300 pares de bases
necessarios para utilizacdo de algumas STR. Com isso, torna-se vidvel a utilizacdo de SNP’s

em analises de material bioldgico severamente degradado (VELHO et al., 2013).

Os SNP tém grande potencial como marcos na andlise de mapeamento. Nos
humanos acredita-se que existam trés milhdes de SNP distribuidos mais ou menos
aleatoriamente, com uma frequéncia de 01 em cada 300 a 1.000 bases, o que proporciona

um conjunto util de marcadores para mapeamento em escala fina (GRIFFITHS et al., 2008).
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3.2.4. Cromossomo Y (crY)

Diferentemente do mtDNA o cromossomo Y (crY) apresenta heranga paterna,
sendo transmitido apenas aos filhos homens. Apesar de ndo fornecer informacdes
especificas de cada individuo, as analises das STR’s fornecem informag¢Ges importantes
quanto a origem parental (DOLINSKY; PEREIRA, 2007). Sendo assim, o estudo desses
marcadores do DNA do cromossomo Y identifica um padrdao que se estende por muitas
geracOes, por até mais de 500 anos. Dessa forma, um individuo masculino possui um
padrdo de cromossomo Y praticamente idéntico a todos os seus ascendentes e

descendentes.

Os STR’s autossOmicos tém sua variabilidade originada de trés processos: rearranjo
cromossémico independente, recombinacdo e mutagdo. Entretanto, a variabilidade dos
microssatélites do cromossomo Y é resultado exclusivo de eventos mutacionais, o que
torna significativo na andlise forense do DNA, pois neste caso, ndo ocorre recombinagao
durante a meiose devido a falta de um cromossomo homadlogo, dessa forma sé é possivel
identificar alelos de origem masculina. Portanto, explica-se o porqué da conservagao estar
diretamente relacionada a relativamente baixa taxa de recombinagdes no cromossomo Y

(JOBIM, 2003).

A andlise destes microssatélites tem sido muito utilizada para desvendar casos de
estupro e para realizar testes de paternidade quando ndo ha a presenca da mae (JOBIM et

al., 2006; LIMA, 2006).

Conforme Paradela e Figueiredo (2007) vale ressaltar que a necessidade de se
identificar tanto a origem materna quanto a paterna ndo se dd somente por razdes
financeiras ou sociais, mas também por questdes de saude, como em caso da necessidade

de transplantes e de doencas de dificil diagndstico e tratamento.
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3.2.5. DNA Mitocondrial (mtDNA).

Nos estudos rotineiros de identificagdo humana apenas o DNA nuclear é estudado
(SILVA; PASSOS 2006). Porém, além deste, ha um tipo especifico que esta localizado no
citoplasma, especificamente no interior das organelas especializadas na produgao de
energia, as mitocondrias: o DNA mitocondrial (mtDNA). Por ser de origem materna,
herdado pelo gameta feminino, ndao fornece informagdes de origem paterna, porém
relacdes familiares de origem materna sdo reconhecidas facilmente. E uma técnica muito
eficiente na realizacdo de testes de maternidade em que ndo se tenha conhecimento do
pai (JOBIM et al., 2006). A regido D-loop ou regido controle, do genoma mitocondrial, é
hipervaridvel e importante na identificacdo de individuos, ja que contém o sinal que

controla a sintese de DNA e RNA (FARAH, 2007).

O fato de o DNA mitocondrial nao sofrer recombinagdo, ndao segregar de forma
independente, ser de heranga exclusiva materna, apresentar heteroplasmia (presenca de
mais de uma sequéncia de DNA mitocondrial na mesma célula ou individuo) confere
algumas das desvantagens também relacionadas ao cromossomo Y. Entretanto, sua
importancia repousa sobre o seu numero de cdpias o que resulta em maior probabilidade

de sua recuperacdo quando comparada a do DNA cromossomal (JOBLING, 2004).

Em situacdes em que o DNA cromossomal se encontra em quantidades muito
pequenas ou até mesmo ausentes devido a degradacdo, é utilizado o mtDNA, porque
mesmo em amostras obtidas em péssimas condicdes, a probabilidade de existir mtDNA
suficiente para a analise de PCR é muito grande devido as células apresentarem centenas

ou milhares de mitocondrias (FARAH, 2007).

Uma unica célula possui mais de 5.000 cépias de mtDNA, o que o torna um
marcador de grande interesse forense sendo utilizado principalmente em ossos antigos,
amostras de fios de cabelo que ndo possuem mais bulbo e em explosdes, incéndios e
grandes desastres, pois devido a dificuldade de se identificar os corpos é possivel se fazer

uma comparagdo com possiveis ascendentes maternos (JOBIM et al., 2006). E comum o
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sequenciamento de regides altamente polimdrficas situadas na chamada regido controle,

assim como no uso de SNP’s fora destas regiGes. A Figura 1 demonstra as fontes de

variacdo genética utilizadas na andlise e pratica forense molecular.
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Figura 1. Fontes de variacdo genética humana utilizadas em analises forenses. (JOBLING,

2004. Com adaptacoes).

4. TECNICAS DE ANALISE DO DNA

4.1.

Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A analise de DNA evoluiu para tornar-se uma parte indispensavel da rotina de

trabalho das ciéncias forenses modernas, empregando técnicas extremamente sensiveis
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para analisar material bioldgico, baseadas na Reagao em Cadeia da Polimerase, ou PCR

(PENA, 2005).

Desenvolvida por Kary e Mullis na década de 80 a técnica de PCR trata-se de uma
metodologia in vitro que possibilita a reproducdao de milhares de cdpias de um
determinado fragmento de DNA. Tornou-se uma das técnicas mais empregadas em
diversas areas do diagndstico molecular, iniciando uma revolugao tecnoldgica e
possibilitando a analise do genoma por meio de métodos automatizados (MOLINA; TOBO,

2004).

A amplificacdo de DNA por PCR fornece um aumento de sensibilidade, permitindo
analisar quantidades minimas de DNA, mesmo degradado e, atualmente, constitui a base
de toda genética forense. Sua extrema sensibilidade torna possivel trabalhar com
amostras em pequenas quantidades e ainda se obter uma impresséo digital de DNA da
pessoa da qual a amostra proveio (ALBERTS et al., 2006). Assim, a determinacdo da
identidade genética pelo DNA em situacdes anteriormente impossiveis como fragmentos
de unhas, saliva depositada em filtros de cigarros e fios de cabelo sem bulbo se tornaram

possiveis (PENA, 2005).

Para a realizacdo da PCR, utiliza-se uma DNA polimerase termoestavel que, na
presenca de um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) e dos quatro nucleotideos-
trifosfato que compdem a molécula de DNA, amplifica a regido de interesse a partir de
uma pequena quantidade de DNA. Esta amplificagdo ocorre em ciclos, com repetidas
variacbes de temperatura e duracdo de cada etapa, que permitem a desnaturacdo da
dupla-fita de DNA, a hibridizacdo dos oligonucleotideos as seqiiéncias-alvo, e para a
atividade 6tima da enzima na sintese de novas cadeias de DNA. O desenvolvimento de
equipamentos especificos, os termocicladores, permitiu maior grau de automacdo ao

processo de PCR (MOLINA; TOBO, 2004).

Uma das limitacbes da técnica de PCR é a contaminacdo do DNA. Se tal

contaminante estiver presente em niveis elevados, poderd induzir uma conclusdo
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equivocada, pois a amplificacdo podera gerar fragmentos de DNA capazes de confundir a
interpretacdo dos resultados da tipagem (DUARTE et al., 2001). Por isso a necessidade de

cuidados especiais no laboratério (PENA, 2005).

Segundo Smarra e colaboradores (2006), padrdes rigidos devem ser executados
para todas as etapas da analise da DNA, partindo da coleta, a manutenc¢do da cadeia de
custddia, a andlise laboratorial e a interpretagdo dos resultados, a fim de se evitar erros e

garantir a confiabilidade dos testes.

4.2. Eletroforese

Métodos eletroforéticos sdo técnicas rapidas, precisas e sensiveis, que possuem
pouca dificuldade de realizacdo, o que as tornam muito versateis. Durante a década de
1980, os métodos eletroforéticos soroldgicos e de proteinas foram amplamente utilizados
para acessar a diversidade de grupos sanguineos e os polimorfismos de proteinas.
Entretanto, a degradacdo acelerada e o comprometimento em virtude da atuacdo de
enzimas bacterianas, ressaltavam as desvantagens de tais marcadores. Ademais, a relativa

baixa variabilidade também afetava negativamente suas utilizacGes.

A utilizacdo de moléculas de DNA como marcadores é, atualmente, amplamente
aceita. Apds a realizacao da técnica de PCR, o DNA amplificado é separado e visualizado
através do padrdo diferencial de sua migracdo em géis, de agarose ou acrilamida. As
diferentes velocidades de migracao sao resultado da a¢dao de uma corrente elétrica,
promovendo a separacao e identificacdo dos fragmentos de DNA de acordo com sua

forma e tamanho (VIEIRA, 2006).

Com isso, torna-se possivel estabelecer o tamanho absoluto de cada fragmento no
pool, apds ser comparado a sua distancia de migracdao em relagdo a um conjunto de
fragmentos padrdao de tamanhos conhecidos, e realizar a separacdo e a purificacdo do
DNA na matriz do gel. Quando se deseja observar os tamanhos e quantidades relativas de

fragmentos de DNA presentes, denominamos eletroforese diagndstica e, quando se
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almeja isolar fragmentos especificos de DNA, eletroforese preparativa (GRIFFITHS et al.,

2008).

4.3, Southern blot

De acordo com Voet e colaboradores (2002), apds a clivagem do DNA com uma
enzima de restricdo, ocorrera producdo de uma mistura de fragmentos. Por meio da
técnica de Southern blot um Unico fragmento de restricdo especifico pode ser detectado
por mais complexo que esta mistura seja, j4 que tal técnica utiliza a capacidade da

membrana de nitrocelulose em ligar-se fortemente ao DNA fita simples.

Para que seja realizada com sucesso, é essencial o uso de DNA gendmico total e
este esteja com as moléculas intactas (DUARTE et al., 2001). A técnica se inicia com a
realizacdo de uma eletroforese com este DNA, em seguida o gel é embebido em NaOH e o
DNA fita dupla é convertido em DNA fita simples. O gel é entdo recoberto por uma folha
de nitrocelulose. As moléculas sdo forcadas a se deslocar para a nitrocelulose por
capilaridade e o DNA fita simples se liga na mesma posicdo em que estava no gel a
membrana de nitrocelulose. A fixacdo do DNA ocorre apds secagem a 802 C, a partir dai a
membrana de nitrocelulose é umedecida com uma solu¢do que contém uma sequéncia de
DNA conhecida (sonda de DNA fita simples) e esta pode incluir uma regido polimérfica

para a discriminagao de individuos (VOET et al., 2002).

5. BANCO DE DADOS

Assumindo-se que suspeitos podem ser vinculados as cenas de crimes utilizando-se
evidéncias de DNA contidas em saliva, bitucas de cigarro, células de epitélio e pelos, surge

o importante papel dos Bancos de Dados de DNA.

O desenvolvimento de Bancos de Dados de DNA permitiu a comparacdo de perfis

genéticos encontrados em cenas de crimes, fato que favorece correlacionar, ao menos
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parcialmente, individuos a cena avaliada. Tais Bancos atuam como uma referéncia, um
padrdao, local onde se encontra um perfil genético de uma pessoa previamente
identificada e com ele é realizada uma comparacdo com o perfil genético de um vestigio
biolégico encontrado na cena do crime (VELHO et al., 2013). Essa tecnologia serve para
identificar restos mortais, amostras bioldgicas, libertar inocentes e prender culpados

(DOLINSKY; PEREIRA, 2007).

O primeiro pais a implantar tal tecnologia em nivel nacional foi o Reino Unido, em
1995. Em principio, cadastravam-se apenas condenados por homicidio e estupro, porém,
os ingleses perceberam que quanto mais pessoas estivessem cadastradas no banco mais
facil seria solucionar os crimes. A legislacdo inglesa foi aperfeicoada e hoje praticamente

qualquer pessoa detida pela policia é identificada geneticamente (VELHO et al., 2013).

Em 1998, os Estados Unidos lancaram seu banco nacional de perfis genéticos. O
Sistema de indice de DNA Combinado (CODIS — do inglés, Combined Dna Index System)
desenvolvido pelo FBI e considerado o mais importante, pois permite que os perfis
genéticos gerados em mais de 200 agéncias de investigacdo criminal independentes sejam

comparados entre si (PENA, 2005; VELHO et al., 2013).

Os avancos tecnoldgicos, especialmente na area de automacdo, permitiram o
estabelecimento de Bancos de Dados que ndo apenas correlaciona uma amostra
encontrada em cena de crime a um provavel suspeito, mas também permite a
comparacao de perfis genéticos relativos as cenas criminais com aqueles armazenados
nos bancos de dados. Assim, tornam-se possiveis investigacdes sobre novos suspeitos,

baseadas na semelhanca dos perfis analisados (VELHO et al., 2013).

No Brasil, em consequéncia da falta de um banco de dados de perfil genético
apenas se analisava os vestigios encontrados em uma minoria de locais de crimes, quando
havia um suspeito e este concordava em fornecer amostra bioldgica. Mas esta situacdo
comecou a mudar com a aprovacao da lei 12.654, de 28 de novembro de 2012 (VELHO et

al., 2013).
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5.1. Legislagao Brasileira

De acordo com a constituicdo federal de 88 (artigo 59, inciso Il), “ninguém sera
obrigado a fazer ou deixar de fazer alguma coisa sendo em virtude da lei”. Esse direito
individual prejudicava a realizagao de exames em casos criminais, pois na auséncia de lei
especifica, a doagao de material bioldgico pelos suspeitos sé se dava de forma voluntaria e

esse material doado de forma voluntaria ndo era inserido em banco de dados.

A Lei 12.654/2012 que modificou outras duas leis, inclusive a Lei de Execucgdo

Penal, definiu circunstancias em que a identificacdo genética é compulsdria.

Lei 12.037/2009 (Lei de Identificagdo Criminal) foi a primeira a ser modificada. Esta
definia que a identificacdo criminal era feita apenas pela impressdo digital e fotografia,

porém com a nova redacao segundo o artigo 52 pardgrafo uUnico:

Art. 5°. Se a identificacdo criminal for essencial as investiga¢des
policiais, segundo despacho da autoridade judicidria competente a
identificacdo criminal poderd incluir a coleta de material biolégico

(DNA) para a obtengao do perfil genético.

Em seguida a Lei 7.210/1984 (Lei de Execugdo Penal) foi modificada, passando a
determinar que todo condenado a crime hediondo ou violento contra a pessoa sera

identificado geneticamente.

Art. 9° Os condenados por crime praticado, dolosamente, com
violéncia de natureza grave contra pessoa, ou por qualquer dos
crimes previstos no art. 1o da Lei no 8.072, de 25 de julho de 1990,
serdo submetidos, obrigatoriamente, a identificacdo do perfil
genético, mediante extracdo de DNA - acido desoxirribonucleico,
por técnica adequada e indolor. (Incluido pela Lei n? 12.654, de

2012)
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§ 1° A identificagdao do perfil genético sera armazenada em banco
de dados sigiloso, conforme regulamento a ser expedido pelo

Poder Executivo.

Segundo Velho e colaboradores (2013) se houver investimentos necessarios, esses
perfis genéticos adquiridos por meio dessa nova legislacdo e armazenados em bancos de
dados contribuirdo exponencialmente no combate aos altos indices de criminalidade e

impunidade no Brasil.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo humana tem mostrado util em diversas areas, principalmente, em
estudos forenses quando é necessaria a correta identificagdo para que possa ser iniciada a
investigacdo. Nos ultimos anos, a ciéncia forense obteve, como aliado, os marcadores de
DNA, incriveis ferramentas: permitem esclarecimentos na area civel, em investiga¢des de
paternidade; e na drea criminal, em casos de violéncia sexual, andlises de material
encontrado em cenas de crimes, a identificacdo criminal de quem s3o os verdadeiros

culpados e também eximir possiveis inocentes.

Normalmente sdo utilizados marcadores de DNA nuclear para identificacdo de
individuos, uma vez que um numero maior de sequéncias pode ser estudado, e
apresentam um maior grau de confianca, entretanto o mtDNA e o crY que sdo
transmitidos de geracao para geragdao devem ser utilizados, como em casos de estupro e

na investigacdo da linhagem parental de uma popula¢cdo ou mesmo de um individuo.

O desenvolvimento de técnicas cada vez mais sensiveis, o uso de novos
marcadores, a qualificacdo técnica e o estabelecimento de rigidos padrdes de andlise
desde a coleta até a interpretacdo dos resultados, permitirdo maior agilidade e a
confiabilidade da justica nas investigacGes de paternidade, maternidade e solucdo de

crimes.
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A genética forense esta intimamente relacionada ao desenvolvimento das técnicas
de analises de DNA. Uma das grandes dificuldades ainda esta na identificacao de fluidos
corporais. Técnicas de biologia molecular para andlise e identificacdo de manchas de
sangue, sémen e saliva utilizando RNA’s mensageiros (mRNA) especificos,
surpreendentemente estdveis, tem sido descritos frequentemente na literatura e,
provavelmente, serdo foco de novos estudos e matérias primas para novas tecnologias

(JUUSOLA,2003).

Os bancos de dados com informacgdes genéticas sdo cada vez mais utilizados em
todo o mundo, pois a identificacdo de investigados por DNA se torna vidvel devido ao
material genético armazenado, facilitando assim as investigacdes com informacdes

confidveis e que possam ser utilizadas a favor ou contra em um caso.

Por fim, os marcadores moleculares se mostraram de grande importancia para a
justica e se tornaram ferramentas indispensaveis na elucidacdo de crimes, pois os
resultados de identificacdo genética pelo DNA sdo a forma mais confidvel e segura para
estabelecer relacdo entre o suspeito e a cena do crime. E gracas ao desenvolvimento
dessas tecnologias esses resultados se tornaram comumente aceitos por meio de

processos judiciais em tribunais de todo o mundo.
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