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Um dos principais objetivos da investigacdo criminal forense é identificar
individuos responsaveis por cometer crimes ou identificar cadaveres que se encontrem
em avancado estado de putrefacdo, sendo esse objetivo alcangado com o auxilio de uma
recente ciéncia forense, a Genética Forense.

No ambito desta ciéncia, especialmente no contexto criminal, e de modo a suprir
lacunas na investigacdo forense, recorre-se a técnicas ja denominadas de classicas, que
usam sobretudo marcadores do tipo Short Tandem Repeat (STR). Uma vez que em
alguns casos, 0 uso exclusivo de STRs impossibilitava o alcance dos objetivos ja
referidos, foi desenvolvida uma metodologia promissora, entre outras que vao sendo
desenvolvidas, designada por fenotipagem forense. Esta metodologia permite a previsao
de caracteristicas individuais externamente Vvisiveis (CEVs) a partir do DNA
(deoxyribonucleic acid) extraido de amostras biolégicas, uma vez que permite calcular a
probabilidade de certas caracteristicas fenotipicas externamente observaveis serem
expressas num determinado individuo. As caracteristicas estudadas s&o sobretudo as
gue dizem respeito a diferente pigmentacdo da pele, olhos ou cabelo humano e que
podem, ou ndo, estar associadas a certos grupos populacionais. Assim, estando na
posse desta informacdo fenotipica, a investigacdo criminal poderia desenvolver-se de
forma diferente, permitindo, em alguns casos, reduzir o universo de suspeitos, e noutros
casos facilitar a identificacdo de restos humanos esqueletizados ou de cadaveres
recuperados a partir de locais onde ocorrem desastres de massa.

Deste modo, o objetivo deste trabalho consistiu, além de proceder a uma revisao
bibliografica sobre este tema, propor um método que permita prever estas CEVs a partir
de diferentes tipos de amostras bioldgicas, quer de amostras encontradas em locais de
crime, quer de amostras recolhidas de cadaveres em avancado estado de degradacédo
fisicamente irreconheciveis. Pretende-se ainda realizar uma reflexdo sobre algumas
gquestbes éticas relacionadas com o tema proposto, uma vez que Portugal ndo possui
legislacdo especifica que regule o uso deste tipo de metodologia e/ou marcadores
alternativos. A existéncia de argumentacao contra este tipo de legislacdo podera também

nao apoiar facilmente a sua introducdo como meio complementar de investigacao.

Palavras-chave: Irisplex, HlrisPlex, genética forense, previsdo da cor de olhos e
cabelo, fenotipagem de DNA, previsdo da aparéncia humana, ética e regulacdo da

fenotipagem de DNA.



Summary

One of the main purposes of forensic criminal investigation is to provide a genetic
identification of an individual responsible for committing a crime or a corpse that is in an
advanced state of putrefaction, being this objective achieved with the contribution of a
recent forensic science, the Forensic Genetics.

In the scope of this science, especially in the criminal field, in order to fill some
gaps in forensic investigation, classic techniques which apply Short Tandem Repeat
(STR) markers are being use. In some cases, the exclusive use of STRs made it
impossible to achieve the objectives already mentioned so, in order to decrease this
limitation, a promising methodology was developed, among others, named forensic
phenotyping (FDP). This methodology allows the prediction of externally visible individual
characteristics (EVC) from DNA (deoxyribonucleic acid) extracted from biological
samples, since it allows to determinate the probability of certain phenotypic characteristics
being expressed in an individual. The studied characteristics are mainly those that refer to
the different pigmentation of the skin, eyes or human hair and may or may not be
associated with certain population groups. Thus, with the knowledge of this phenotypic
information, a criminal investigation could develop in a different way allowing, in some
cases, to reduce the universe of suspects, or identify skeletonized human remains or a
corpse recovered from a place where mass disasters occurred.

Thereby, the objective of this study consisted in a bibliographic review on FDP
aiming to propose a forensic protocol that allows the prediction of these EVCs from
different types of biological samples, whether found in crime places or collected from dead
bodies that are physically unrecognizable due to an advanced state of degradation. It is
also intended to discuss some ethical issues related to the proposed theme, since
Portugal does not have specific legislation that regulates the use of this type of
methodology and/or its alternative markers. The existence of arguments against this type
of legislation also does not easily support its introduction as a complementary means of

investigation.

Key words: lIrisplex, HlrisPlex, forensic genetics, predicting eye and hair color,
DNA phenotyping, predicting human appearance, DNA phenotyping ethics and regulation.
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1. Objetivos

O presente estudo pretende atingir os seguintes objetivos:

e Fazer uma revisdo bibliografica sobre marcadores genéticos de
fenotipagem, entre 0s quais 0s marcadores presentes no sistema
Hirisplex;

e Sugerir um protocolo para a aplicacdo de um conjunto de SNPs de
fenotipagem em laboratérios forenses portugueses;

o Discutir algumas implicacbes éticas e legais da fenotipagem de CEVs em

sede da investigacdo criminal nacional.



2.Introducéo

A investigacdo criminal é o processo que permite averiguar a veracidade de um
crime, quem e em que circunstancia o cometeu, levar a responsabilizacdo dos autores e
tentar identificar e proteger as vitimas ("Investigagcdo Criminal," 2017). Entre todas estas
pericias que competem as autoridades forenses, identificar um autor de crime ou um
cadaver € uma das etapas mais importantes no decorrer de uma investigacao criminal.
Contudo, contrariamente ao processo de identificacdo da maioria dos individuos vivos ou
cadaveres humanos frescos ndo mutilados, a identificagdo visual pode nao ter utilidade
no caso de cadaveres mutilados, cadaveres em avancado estado de decomposi¢cdo ou
cadaveres esqueletizados (Pinheiro, 2010).

Nestes casos, a Genética Forense pode ser uma importante ferramenta no ambito
da identificacdo humana. Esta ciéncia auxilia as investigacBes criminais referentes a
casos de filiacdo, criminalistica bioldgica e identificacdo individual (genética) e tem como
principal objetivo realizar pericias em amostras bioldgicas de natureza diversa (sangue,
sémen, pélos, saliva, células epiteliais), colhidas em distintos suportes (corpo da vitima
ou do suspeito, pecas de vestudrio, roupa de cama, entre outros), no contexto da
investigacdo da pratica de um crime a fim de se estabelecer um perfil genético (Pinheiro,
2010).

O uso da Genética Forense para fins de identificacdo humana baseia-se em duas
teorias. A primeira, designada por Teoria Celular, fundamenta-se na exclusividade,
igualdade e invariabilidade do DNA (deoxyribonucleic acid), ou seja, que o nlcleo de uma
Unica célula contém a informacdo genética completa sobre esse organismo e essa
informacdo € invariavel ao longo da sua vida (M'Charek, 2008). A segunda, a Teoria de
Locard, também denominada por Principio de troca de Locard, fundamenta que o contato
entre dois objetos obriga a uma troca de substancias entre eles, de modo a que um
agressor retire material da cena do crime e deixe vestigios da sua presenca no mesmo
local (Kowalczyk, Zawadzka, Szewczuk, Gryzinska, & Jakubczak, 2018) .

A identificagdo genética de um individuo desconhecido, independentemente de
ser um cadaver ou um individuo vivo, é sempre um ato de natureza comparativa. Esta
comparacao poderia ser facilmente realizada com o perfil genético do proprio individuo,
caso existisse uma base de dados de perfis de DNA que integrasse todos os individuos
nacionais ou, em alternativa, como acontece atualmente em Portugal, a comparacao
realiza-se a partir de perfis genéticos de familiares, principalmente em linha reta, do
suposto individuo. Por este motivo, 0 nimero de exames de identificacdo de cadaveres

desconhecidos em Portugal é pouco elevado uma vez que apenas se realizam tais



pericias quando existem familiares que reconhecam o cadaver e, simultaneamente,
guando estes livre e esclarecidamente fornecem amostras biolégicas suas para posterior
comparacao (Anténio Amorim, 2013).

Contudo, este método de comparacdo comum em Portugal, bem como numa
grande parte dos paises dispersos pelos diferentes continentes, pode apresentar
limitacBes quando ndo existem amostras passiveis de ser comparadas com o suspeito de
crime, ou ndo existe nenhum familiar que procure um parente desaparecido (Antonio
Amorim, 2013).

Para além da identificacdo individual, a Genética Forense € importante nas
pericias de investigacdo de paternidade de modo a determinar se um individuo é ou néo
excluido da possibilidade de ser o pai biolégico de outro. Estas investigacbes de
parentesco sdo o tipo de exames mais frequentemente solicitados nas Delegacbes de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses em Portugal uma vez que, devido a reforma de
1977, do Cddigo Civil Portugués de 1976, nomeadamente na alteracao do artigo 1864°, é
obrigatério proceder a averiguacdo oficiosa de paternidade nos casos em que os filhos
sdo registados apenas com o nome da méae (Anténio Amorim, 2013).

Nestas pericias, tal como nas de identificagdo individual, a prova é baseada na
comparacao de perfis genéticos, que podem ser definidos como sendo o conjunto de
caracteristicas hereditarias ou padrdes fenotipicos que um individuo possui para um
determinado numero de marcadores genéticos, detetaveis em qualquer amostra biologica
que lhe pertenca (Shuai et al., 2014).

Contudo, antes de se fazer a valorizacao bioestatistica em qualquer das pericias
ja referidas, ter-se-4 que estudar os marcadores genéticos a usar, na populacdo em
causa e, por fim, proceder entdo a valorizacdo dos resultados obtidos (Christiansen et al.,

2019).



2.1. Marcadores genéticos

2.1.1. Marcadores Short Tandem Repeat

Nas células nucleadas humanas existem dois tipos de DNA, o DNA nuclear
(nuDNA) e o DNA mitocondrial (mDNA), que apresentam diferencas estruturais e de
tamanho, e ainda formas distintas de heranca, uma vez que o nuDNA é herdado de
ambos 0s progenitores, a excecdo do cromossoma Y que é de heranca uniparental
paterna, e o mtDNA de heranca uniparental materna (Corte-Real, Vieira, & Pinheiro,
2015)

A identificacdo genética de amostras bioldgicas baseia-se na caracterizagdo de
polimorfismos do DNA, também denominados de marcadores genéticos, das regides nao
codificantes do genoma humano e, atualmente, para a conclusdo das pericias forenses
usa-se preferencialmente o nuDNA, especialmente com recurso a marcadores do tipo
STR, podendo em circunstancias especiais utilizar-se o mtDNA (Corte-Real et al., 2015).

Aproximadamente 3% do genoma humano é constituido por repeticbes em
tandem (sequéncias de DNA ndo codificante que se repetem sucessivamente) cuja
diferenciacdo entre individuos da mesma espécie reside no nimero de repeticdes que
cada individuo apresenta para um determinado locus de um par de cromossomas
homélogos (Butler, Coble, & Vallone, 2007). Assim, este DNA repetitivo, excetuando o
DNA satélite que se encontra nas proximidades dos centrdmeros dos cromossomas, €
classificado em dois grupos, minissatélite e microssatélite, de acordo com o tamanho da
sequéncia de repeticdo (unidade de repeticdo) (Corte-Real et al., 2015).

Séo, principalmente, as regiées microssatélite do genoma humano que constituem
a base da identificacdo genética. Como ja foi referido, atualmente, o método comparativo
mais utilizado para a identificacdo de um autor de um determinado crime, a partir de
material biolégico encontrado numa cena do crime, recorre a metodologia de tipagem de
marcadores do tipo STR que consistem em sequéncias de DNA de 2-7 pb (do inglés,
base pair; em portugués: par de bases) dispersas pelo genoma, que se repetem em
tandem e cujo tamanho dos alelos é inferior a 350 pb (Anténio Amorim, 2013). Estes
marcadores genéticos sao comummente utlizados em laboratérios portugueses de modo
a historiar a origem e background familiar de um individuo, localizar genes com
suscetibilidade para doencgas, monitorizar transplantes, e ainda, em pericias forenses,
auxiliar em investigacdes de paternidade, criminalista biolégica e identificacdo humana
(Corte-Real et al., 2015).
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Uma das caracteristicas importantes dos STR é o seu elevado polimorfismo.
Esses polimorfismos podem residir no nimero de repeti¢cdes, no tamanho da unidade de
repeticdo, ou ainda na composicdo da unidade de repeticdo, sendo que esta Ultima é
dividida em repeticdes simples, compostas, complexas e complexas hipervariaveis. As
repetices simples contém unidades de repeticdo com tamanho idéntico que se repetem
ao longo de toda a sequéncia, as repeticbes compostas compreendem 2 ou mais
unidades de repeticdo que se repetem ao longo da sequéncia, as repeticdes complexas
contém varios blocos de unidades de repeticdo variaveis com tamanho variavel, e por fim
as repeticbes complexas hipervaridveis contém varios alelos ndo consensuais que
diferem em tamanho e sequéncia. Nem todos os alelos contém unidades de repeticao
completas, podendo ter somente 1, 2 ou 3 nucledtidos no final da repeticdo, pelo que
adquirem o nome de microvariantes (Butler, 2007).

Assim, as principais vantagens dos STRs prendem-se, fundamentalmente, com o
facto de possuirem alelos proximos, o que possibilita a realizacdo da analise de
marcadores polimérficos em simultaneo (multiplex) e a capacidade de gerarem produtos
de amplificacdo de pequeno tamanho, o que é benéfico, tendo em consideracao a analise
de DNA de amostras degradadas. Tal facto, proporciona o aumento do poder de
discriminagdo e a diminuicdo do tempo de andlise, bem como das quantidades de DNA e
de reagentes a usar. (Bulbul & Filoglu, 2018).

As pericias de investigacdo bioldgica de paternidade, na sua maioria constituidas
pelos chamados trios, ou seja, pretenso pai/mae/filho(a), sdo realizadas nos Laboratérios
de Genética Forense, essencialmente, através do estudo de cerca de 24 STRs pelos
sistemas PowerPlex® Fusion 6C System (Promega) e/ou GlobalFiler™ (Applied
Biosystems). Embora os ja referidos trios sejam os casos mais comuns, sdo, também,
solicitadas investigacdes biolégicas de paternidade em que estdo envolvidos dois ou mais
pretensos pais, ou com dois ou mais pretensos filhos, bem como outros casos onde, por
vezes, a impossibilidade do estudo do pretenso pai por estar ausente ou falecido, torna
0S casos bastante mais complexos. Nestas situacdes, recorre-se a investigacdo de
paternidade envolvendo individuos comprovadamente familiares do pretenso pai, o que
pode conduzir ao estudo dos pretensos avés, de pretensos tios ou de filhos do pretenso
pai, ou seja pretensos irmaos, com possibilidade ou ndo do estudo das respetivas maes.
Contudo, embora o laboratério forense disponha de tecnologia adequada para este tipo
de investigacfes biol6gicas de parentesco, pode ser necessario proceder a analise de
marcadores genéticos adicionais ou recorrer ao estudo de outros familiares do pretenso
pai, preferencialmente em linha reta, e ainda & exumacédo do seu cadaver para a recolha
de material bioldgico ainda disponivel, frequentemente reduzido a ossos e/ou dentes, de

modo a realizar uma investigacdo de paternidade direta. Embora os 24 STRs
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autossomicos sejam os marcadores por exceléncia para este tipo de investigacdes, por
vezes, em casos mais complexos, como ja referido, pode ser necessario aumentar o
ndamero destes marcadores, recorrendo a outros sistemas multiplex utilizados nas
pericias forenses (A. Amorim & Pereira, 2005).

Contudo, nem sempre é possivel (ou conclusiva) a comparagdo de amostras
biolégicas de DNA analisadas desta forma convencional. Deste modo, podem surgir
varias situacfes para as quais é dificil dar uma solugdo, como é o caso das seguintes: se
nao existirem testemunhas oculares ou se o depoimento destas for afetado por memérias
subjetivas ou influenciadas por uma ideologia preconceituosa; Se o0s cadaveres
encontrados apresentarem um elevado estado de decomposicdo e a sua identificacdo
visual ndo for possivel; Se 0 numero de suspeitos ou pessoas desaparecidas for elevado
e as investigacdes ficarem sem rumo pela inexisténcia de amostras de comparacao.

Nestes casos, se nao existir correspondéncia entre o perfil de STR da amostra
biolégica recolhida e o suspeito, ou as quantidades de DNA forem reduzidas ou muito
degradadas, os STRs nédo fornecem qualquer informacgdo adicional a investigacéo e seria
vantajoso providenciar, as autoridades de investigacdo forense, informacdes relativas as
caracteristicas fenotipicas externamente observaveis dos individuos em investigacgéo,
sobretudo as que estdo relacionadas com caracteristicas visiveis, tais como a cor dos
olhos, cor de pele, cor de cabelo, entre outras, de modo a descrever o melhor possivel a
aparéncia do individuo suspeito de crime, e ainda em casos de pessoas desaparecidas
onde um cadaver é recuperado decomposto visualmente irreconhecivel, ajudando as
autoridades a encontrar as amostras ante-mortem certas ou familiares para uma
identificacdo final com STRs (Bulbul & Filoglu, 2018; Walsh et al., 2013).

Assim, alteracbes pontuais num Unico nucleétido, que usam a mesma tecnologia
de tipagem, ou seja, a sequenciagdo ou a determinacdo de perfis de STRs, sdo também
marcadores que, atualmente, comecam a ser utilizados, com muito éxito na préatica
forense, para complementar investigacdes complexas de parentesco. Deste modo, a
implementacdo e surgimento destes novos marcadores, ira permitir a rapida
sequenciacao de grandes segmentos do genoma humano, e custos cada vez menores, 0
gue contribuira para aumentar o poder de analise genética nos casos de investigacao
biolégica de parentesco (A. Amorim & Pereira, 2005).

Para auxiliar na obtencdo dessas informagGes, marcadores do tipo Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) sdo usados pois apresentam boa solucdo para a
identificacdo de material genético degradado, uma vez que, apesar de apresentarem um
poder de discriminacdo muito menor do que os marcadores STR (estima-se que s&o
necessarios 40-60 SNPs para igualar o poder de discriminacdo de 15 STRs), sao

polimorfismos muito mais estaveis, com uma menor taxa de mutacdo, e que geram
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produtos de amplificacdo de tamanho reduzido, o que permite a andlise de amostras
degradadas. O uso deste tipo de marcadores permite ainda conduzir a uma previsdo de
origem biogeogréfica do contribuidor das amostras em analise, e fornecer informacdes
fenotipicas (Brookes, 1999; Kidd et al., 2012).

2.1.2. Os marcadores Single Nucleotide Polymorphism

Geneticamente, os SNPS séo alteracbes pontuais na sequéncia de DNA, podendo
corresponder a substituicdes, delecdes ou inser¢des de um Unico nucleétido (single
nucleotide). Sob ponto de vista forense, podem ser classificados em:

(1) SNPs de identificagdo humana, que fornecem dados para a distingdo entre
individuos (ldentity-testing SNPs);

(2) SNPs informativos de linhagem, que sdo marcadores de haplétipos Uteis na
identificacdo pessoas desaparecidas através da andlise de parentesco (Lineage
informative SNPSs);

(3) SNPs informativos de ancestralidade, que permitem obter informacao
indicativa da ascendéncia biogeogréfica de um individuo (Ancestry informative SNPs);

(4) SNPs informativos de fenoétipos, que sdo usados para inferir a probabilidade de
um individuo possuir caracteristicas fenotipicas externamente observaveis particulares,
também denominadas por CEVs (Caracteristicas Externamente Visiveis) como por
exemplo a cor dos olhos, da pele e do cabelo (Phenotype informative SNPs). Este tipo de
SNP tem sido o foco de recentes estudos para a identificagdo de cadaveres e suspeitos,
e o polimorfismo principal para o desenvolvimento de estudos de diferentes grupos de
trabalho, como os realizados por Budowle & Van Daal, em 2008, entre outros (Budowle &
van Daal, 2008).

Assim, estes marcadores genéticos sdo aplicados com muito sucesso em pericias
forenses de identificacdo de vitimas de locais de desastres em massa, ou achados
arqueoldgicos que contém quantidades muito reduzidas e/ou degradadas de amostra
bioldégica. Com ja foi referido, e especialmente nestes casos de achados arqueoldgicos, a
utilizacdo de SNPs concede a genética forense a capacidade de determinar as
caracteristicas fenotipicas externamente observaveis de um individuo através dessa
mesma amostra biolégica (Biesecker et al., 2005).

Um dos primeiros casos em que se recorreu a utilizacdo de SNPs, de modo a
identificar cadaveres vitimas de um desastre de massa, neste caso concreto, de um
ataque terrorista, foi no conhecido ataque ao World Trade Center, no dia 11 de Setembro

de 2001. No decorrer desta investigacdo, os cientistas recorreram a um painel de 13



STRs nos quais se baseia a base de dados do FBI (Federal Bureau of Investigation) —
CODIS (Combined DNA Index System) —, contudo, devido a degradacdo das amostras
bioldégicas, os resultados foram inconclusivos. Assim, numa segunda abordagem
recorreram a tipagem de SNPs. Usando estes Ultimos marcadores foi possivel obter
melhores resultados, tendo sido possivel identificar mais de 17 mil individuos (Biesecker
et al., 2005).

Outro caso em que se recorreu a utilizacdo de SNPs de modo a desvendar um
cold case nos Estados Unidos da América, foi o mediatico caso de April Tinsley., uma
menina de 8 anos que no caminho para casa foi violada e estrangulada até a morte, em
1988. Em 2018, o sémen degradado colhido do cadaver da jovem, que anteriormente
apresentava resultados de identificacdo inconclusivos, foi enviado novamente para
analises e comparado, por meio de SNPs, com o DNA presente em preservativos
colhidos do caixote do lixo do suspeito. Assim, trinta anos depois, e gragas ao
desenvolvimento da Genética Forense, o caso da jovem April ficou resolvido
judicialmente e o suspeito finalmente detido (Scott & Skellern, 2010).

Deste modo, pode-se afirmar que os SNPs sdo marcadores genéticos que
constituem uma mais-valia no ambito da investigagdo forense na qual o seu uso pode
beneficiar varios fins como a identificacdo, inferéncia da ascendéncia e previsdo de
fendtipos de individuos cuja identidade e aparéncia sdo desconhecidas. (Bulbul & Filoglu,
2018; Kowalczyk et al., 2018).



2.2. Fenotipagem forense

Em grande parte, muitas das caracteristicas fenotipicas externamente
observaveis, também denominadas por CEVs, sao determinadas pelo genétipo do
individuo e manifestam-se na sua aparéncia fisica. De modo a fundamentar a sua
associacdo genética, alelos de interesse para estudo devem ser sujeitos a uma
investigacdo funcional que inclui testes bioquimicos para diferenciar proteinas
codificantes normais e mutadas, alteracées na regulacdo de elementos que afetam os
niveis de expressdo da transcricdo de genes, ou estabilidade do RNA (ribonucleic acid)
mensageiro, ou estabilidade pés-traducéo (Sturm, 2009).

As CEVs podem ser consideradas simples, caso sejam determinadas pela
expressdo de apenas um gene, ou complexas, caso resultem da interacdo de varios
fatores como, por exemplo, diferentes genes interagindo entre si e ainda por acdo do
meio ambiente (Pulker, Lareu, Phillips, & Carracedo, 2007). A maior parte das CEVs séo
consideradas caracteristicas complexas, o que dificulta a identificacdo dos genes
envolvidos na sua expressdo (Kayser & Schneider, 2009). No entanto, varios estudos
relacionados com SNPs do tipo informativo de fendtipos tém sido desenvolvidos e
centrados nas caracteristicas da pigmentacdo humana uma vez que a hereditariedade
destas é elevada e consegue-se facilmente obter informacdo fenotipica de interesse
(Budowle & van Daal, 2008; Kayser, 2015).

A previsdo das CEVs através da andlise de DNA é denominada de fenotipagem
molecular ou FDP (Forensic DNA Phenotyping). Esta técnica fornece informacédo para
estimar a aparéncia fisica de um individuo utilizando marcadores genéticos associados a
fendtipos, incluindo os que relacionam a ascendéncia biogeografica com CEVs. Deste
modo é possivel inferir a probabilidade de certas caracteristicas serem expressas em
relacdo a outras, prever a ascendéncia biogeografica, e ainda a aparéncia do dador
desconhecido de uma amostra de DNA, facultando pistas forenses as autoridades
responsaveis pela investigacdo, que nao seriam passiveis de desvendar utilizando
métodos comparativos de perfis de DNA (Bulbul & Filoglu, 2018; Kayser, 2015)

Esta metodologia de andlise forense, ao permitir obter informacdo sobre
caracteristicas visiveis de um individuo, funciona como uma “testemunha biolégica” e
pode orientar uma investigacdo criminal, contribuindo para limitar o nimero de potenciais
suspeitos, identificar pessoas desaparecidas ou vitimas de desastres, quando nao se
dispbe de amostras de referéncia ante-mortem ou de parentes préximos. Pode também
ser util em estudos de antropologia, contribuindo para a reconstrucao facial de restos
humanos desconhecidos, e utiliza-se muitas vezes com o objetivo de desvendar as CEVs



de figuras historicas ou a aparéncia dos antepassados da espécie humana. (Bulbul et al.,
2016; Candille et al., 2012; Kayser, 2015).

Pode acontecer que as autoridades de investigacdo forense tenham que
enfrentar uma dificuldade adicional, que é a possibilidade de um criminoso poder alterar
as suas caracteristicas fisicas para néo ser identificado, como pintar e alterar a aparéncia
do seu cabelo, usar lentes de contacto com cores, ou ainda recorrer a cirurgias plasticas.
Contudo, esta possibilidade é pouco provavel e, por esse motivo, ndo se apresenta como
uma grande limitacdo a FDP uma vez que, nesse caso, 0s autores de crime precisariam
ocultar a sua aparéncia tanto durante o ato criminoso, como perpetuar essa modificacdo
depois do crime. Além disso, seria também necessario procederem a alteracdo de
documentos detentores de fotografias, tais como o Cartdo de Cidaddo, Carta de
Conducdo, passaportes, e de sairem da sua area residencial habitual, uma vez que
existiria uma grande probabilidade de ser reconhecido por alguém segundo as suas
caracteristicas originais (Kayser, 2015).

A FDP da cor de pele, cabelo e olhos, baseia-se na teoria que a pigmentacéo
destas 3 CEVs é determinada principalmente pela quantidade, tipo, e distribuicdo da
melanina. A producdo deste biopolimero ocorre em células denominadas de melandcitos,
gue se encontram na camada basal da epiderme, bulbo capilar e iris, e é sintetizada em
organelos celulares denominados melanossomas. O tipo de melanina, bem como o
namero, tamanho e distribuicdo dos melanossomas, sdo responsaveis por regular a
pigmentacdo da pele e do cabelo. No caso dos olhos, a sua cor determina-se a partir do
tipo, distribuicdo e quantidade de melanina presente na iris (Sturm, 2009).

A melanina é produzida a partir de tirosina (Figura 1), um aminoacido essencial
gue sofre acdo da enzima tirosinase. Na presenca de oxigénio molecular, a tirosinase
oxida a tirosina em dioxifenilalanina e, posteriormente, em dopaquinona (Sturm &
Frudakis, 2004). Na etapa seguinte, dois compostos podem ser formados (Figura 1)
dependendo da presenca de outro aminoacido, a cisteina. Na auséncia de cisteina, a
dopaquinona sofre uma série de reacbes originando a eumelanina (tipo mais comum de
melanina, com coloracdo castanha ou preta); na presenca de cisteina, ocorre uma reacao
entre a dopaquinona e a cisteina que, no final de uma sequéncia de reacfes, conduz a
formacdo de feomelanina (tipo menos comum de melanina, de coloragdo vermelha ou
laranja e frequente em seres humanos ruivos) (Sturm, 2009).

Diversos grupos de investigacao forense, que se tém dedicado a descoberta dos
melhores marcadores fenotipicos, concluiram que os marcadores ideais serdo aqueles a
que corresponde um genétipo pouco complexo, facil de ser estudado, que estejam

presentes nos individuos desde a altura do seu nascimento, que tenham elevada
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probabilidade de se manifestar (>75%), que sejam minimamente influenciados por fatores

externos e o mais discriminativos possivel (Pulker et al., 2007).
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Figura 1: Sintese do pigmento melanina. TIR — tirosinase; TRP-1 — Proteina relacionada a tirosinase 1; DCT —
DOPAcromo tautomerase; DHI — 5,6- Dihidroxiiindol; DHICA — 5,6-Dihidroxiindol-2-Carboxilico. Adaptado de: Sturm, R.

A., & Frudakis, T. N. (2004).

Assim, até ao momento, o0s marcadores fenotipicos suficientemente
discriminativos de modo a poderem ser aplicados imediatamente nas investigacbes
forenses sédo os que se relacionam com a cor dos olhos e a cor do cabelo (Walsh et al.,
2014). Para além destes, existem outros marcadores possiveis de serem usados num
futuro préximo, sendo que, alguns deles sdo mais promissores e interessantes do que
outros, como por exemplo os que se referem a cor da pele. Outros ainda estdo muito
longe de ser completamente compreendidos e estudados por serem mais complexos,
como por exemplo, os que se relacionam com a estatura do individuo, aqueles que
contribuem para a determinacdo da idade, para a tipologia do fio de cabelo, entre outros
(Kayser, 2015).
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2.2.1. A cor dos olhos

A cor dos olhos, considera-se uma caracteristica para a determinacédo da qual se
dispde do(s) melhor(es) marcador(es) fenotipico(s). Esta ndo sé depende da quantidade
e do tipo de distribuicdo de melandcitos presentes no estroma da iris e da quantidade de
melanina que contém, mas também da espessura e densidade da prépria iris (Mengel-
From, Borsting, Sanchez, Eiberg, & Morling, 2010). Apesar da iris poder expressar uma
variada gama de cores, verificou-se que esta resulta em 98% do gendtipo. Sendo uma
caracteristica pouco dependente de fatores externos constitui um excelente marcador a
incluir num método de fenotipagem de DNA (Andersen et al., 2013; Ruiz et al., 2013).

A iris humana pode apresentar uma variada gama de cores que engloba desde
todos os tons mais claros (azuis) aos tons mais escuros (castanho-escuro ou preto). Os
estudos genéticos normalmente separam a cor dos olhos em diferentes categorias, sendo
gue, na maior parte deles, se resume a trés: castanho, azul, e verde ou intermédio (Sturm
& Frudakis, 2004). Os olhos castanhos distribuem-se pela maior parte da populacéo
humana mundial, enquanto os olhos azuis e verdes s&do praticamente exclusivos de
europeus e seus descendentes (Kayser et al., 2008).

Como ja foi referido anteriormente, a cor que 0s nossos olhos expressam é
determinada pelo tipo, quantidade e distribuicdo de melanina na camada externa da iris.
Deste modo, os olhos de tom castanho apresentam elevados niveis do pigmento
eumelanina e grande quantidade de melanossomas; os olhos esverdeados apresentam
niveis moderados de melanina e de melanossomas; e os olhos de tom azul apresentam
baixa concentracdo tanto de melanina quanto de melanossomas (Sturm & Frudakis,
2004). Além disso, de todos os estudos relacionados com a predicdo de CEVs
associadas a pigmentacdo, a predicdo da cor dos olhos é a que tem apresentado
melhores resultados e maior precisdo, principalmente quando os individuos em estudo
tém ancestralidade europeia. Estes resultados foram possiveis apds se realizarem GWAS
(do inglés, genome-wide association studies; em portugués: estudos de associacao
gendmica) que permitiram selecionar dezenas de SNPs (Tabela 1) como os melhores
marcadores genéticos para inferir a variacdo da cor dos olhos nos europeus (Kayser et
al., 2008; Liu et al., 2009).

12



Tabela 1: SNPs utilizados em testes para a predicdo de caracteristicas fenotipicas externamente observaveis
relacionadas a pigmentacdo.Adaptado de: M.B. Virmond et al., Rev. Bras. Crimin. 5(2), 37-47, 2016

Relacionada a

SNPs Gene' Cromossomo Localiza¢fio ou consequéncia funcional .
pigmentacio de

rs2378249 ASIP 20 Intron’ Cabelo
rs6119471 ASIP 20 Intron Olho e pele
rs6058017 ASIP 20 Variante na extremidade 3'UTR; intron Olho e pele
rs4959270 EX0OC2 6 Intron Cabelo
rs12913832 HERC2 15 intron Olho, pele e cabelo
rs12203592 IRF4 6 Intron Olho, pele e cabelo
rs10777129 KITLG 12 intron Pele
rs12821256 KITLG 12 Regido jnlergénica] Olho e cabelo

N2%insA MCIR 16 Exon Cabelo e pele
Y1520CH MCIR 16 Exon Cabelo ¢ pele
rs11547464 MCIR 16 Missense® Cabelo e pele

rs885479 MCIR 16 Missense Olho, pele e cabelo
rs1805008 MCIR 16 Missense Olho, pele e cabelo
rs1805005 MCIR 16 Missense Cabelo e pele
rs1805006 MCIR 16 Missense Cabelo e pele
rs1805007 MCIR 16 Missense Olho, pele e cabelo
rs1805009 MCIR 16 Missense; variante upstream do gene Cabelo e pele
rs2228479 MCIR 16 Missense Olho, pele e cabelo
rs1110400 MCIR 16 Missense Cabelo e pele
rs1545397 OCA2 15 Intron Olho e pele
rs4778138 0OCA2 15 Intron Olho
rs1800407 0OCA2 15 Missense Olho, pele e cabelo
rs1448484 OCA2 15 Intron Pele
rs12896399 SLC24A4 14 Intron Olho e cabelo
rs2402130 SLC24A4 14 Intron Cabelo e pele
rs1426654 SLC24A5 14 Misssense Olho, pele e cabelo

rs13289 SLC45A2 5 ) Variante upstream do gene Pele

rs26722 SLC45A2 5 Intron; missense; variante em gene nio codificante Olho
16891982 SLC45A2 5 Misssense; Varante na e;xlremi_dade 3'UTR; vanante Olho, pele e cabelo

em gene ndo codificante

rs28777 SLC45A2 5 Variante dowstream do gene; Intron Cabelo e pele
rs3829241 TPCN2 11 [ntron; missense; variante em gene nio codificante Pele
rs1393350 TYR 11 Intron Olho, pele e cabelo
rs1042602 TYR 11 Missense Olho, pele e cabelo
rs1408799 TYRPI 9 Regido intergénica Olho e pele

Legenda 1: Nome dos genes (em inglés): ASIP- Agouti Signaling Protein; EXOC2 - Exocyst Complex Component 2;
HERC2 - E3 ubiquitin-protein ligase; IRF4 - interferon regulatory factor 4; KITLG - KIT Ligand; MC1R - melanocortin 1
receptor; OCA2 - oculocutaneous albinism II; SLC24A4 - Solute Carrier Family 24, Member 4; SLC24A5 - Solute Carrier
Family 24 , Member 5; SLC45A2 - Solute carrier family 45, member 2; TPCN2 - two pore segment channel 2; TYR —
tyrosinase; TYRPL1 - Tyrosinase-related protein 1.

O gene OCA2, localizado no cromossoma 15, é responséavel por codificar a
proteina P — importante na sintese das proteinas dos melanossomas — e quando sofre
uma mutacdo, desencadeia varias alteracées no percurso da pigmentacdo, tais como o
albinismo oculocutaneo tipo Il (Brilliant, 2001; Walsh, Liu, et al., 2011). Até recentemente,
acreditava-se que este era o principal gene relacionado com a pigmentagdo da iris
humana. Porém, um estudo posterior demostrou que a origem da aparente associacao
poderia ser externa. Essa hipotese foi corroborada por estudos que demonstraram que o

gene HERC?2, localizado proximo ao OCA2, € o gene mais importante na codificacdo da
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cor dos olhos. Além disso, variacdes neste gene regulam a expressdo do OCA2 (Duffy et
al., 2007).

Em 2008, estudos paralelos de Eiberg et al (2008) e Sturm et al. (2008)
concluiram que o SNP rs12913832, no gene HERC2, era o marcador com maior poder de
predicdo da cor dos olhos (Eiberg et al., 2008; Sturm et al., 2008).

Kayser et al. (2008) estudaram 3 SNPs para a predicdo da cor dos olhos (Tabela
1): 0 rs916977 situado no gene HERC2, e 0 rs11855019 e o rs7495174 situados no gene
OCA2. Estes investigadores destacaram o SNP rs916977, também no gene HERC2,
como o mais informativo, sugerindo grande potencial do mesmo para aplicacdes forenses
(Kayser et al., 2008).

Posteriormente, Spichenok et al. (2011) utilizaram 7 SNPs (Tabela 1), localizados
préximos ou dentro de genes conhecidos pela sua importancia na pigmentacdo, com o
objetivo de conseguir prever a cor de olhos e cabelo em mais de 550 amostras de
diversas populacdes (europeia e ndo europeias), obtendo resultados satisfatérios na
predicdo de cor dos olhos em 6 dos 7 SNPs estudados: rs12913832 (HERC2), rs1545397
(OCA2), rs16891982 (SLC45A2), rs885479 (MC1R), rs6119471 (ASIP), e rs12203592
(IRF4). Assim, os autores concluiram que estes poderiam ser marcadores Uteis para
utilizacdo em pericias forenses, uma vez que sao aplicaveis a todas as populacdes,
independentes da origem étnica, com elevada precisdo (Spichenok et al., 2011; Walsh,
Liu, et al., 2011).

Um outro trabalho muito importante, foi desenvolvido por Liu et al. (2009) com o
objetivo de investigar o poder de predicdo da cor dos olhos em mais de 6000 holandeses.
Para tal, inicialmente foram estudados 37 SNPs situados em 8 genes distintos. No final
do estudo, foram selecionados 6 dos 37 SNPs situados em 6 dos 8 genes estudados
(Tabela 1), ou seja, rs12913832 (HERC2), rs1800407 (OCAZ2), rs12896399 (SLC24A4),
rs16891982 (SLC45A2), rs1393350 (TYR), e rs12203592 (IRF4), que se destacaram dos
restantes. Estes marcadores permitiram obter os valores de relacdo entre sensibilidade e
especificidade mais elevados até ao momento, sendo 0s tons castanhos previsiveis com
93%, os tons azuis com 91% e os tons intermédios com 72%. Este trabalho de
investigacao impulsionou todas os outros que levaram a producado de kits de fenotipagem

do DNA para a cor dos olhos, entre eles o IrisPlex (Liu et al., 2009).

2.2.2. A cor do cabelo

Ao contrario da cor dos olhos, a cor do cabelo pode sofrer altera¢des ao longo dos

anos, uma vez que tons claros na infancia podem escurecer durante a adolescéncia, e
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com o decorrer da vida adulta ocorre o aparecimento de fios brancos. Essas alteracdes
podem estar relacionadas com fatores hormonais, género do individuo, idade, exposicao
solar e inflamacgdes, sendo a genética o principal determinante da cor natural do cabelo.
Esta depende da presenca de melanossomas no bolbo capilar, e a sua pandplia de tons
(loiro, ruivo, castanho e preto), como ja foi referido, ocorre pela variacdo da quantidade,
tamanho, composicéo e distribuicdo desses melanossomas (Frudakis, 2008).

A presenca de melanossomas com elevada densidade de eumelanina
desencadeia a expressao de fios de cabelo castanhos e pretos, sendo estes mais
escuros quanto maior o tamanho do melanossoma e maior a densidade do pigmento
depositado. A presenca de melanossomas menores e com menor quantidade do
pigmento eumelanina desencadeia a expressao de fios de cabelo loiro. Por sua vez, a
deposicdo de outro pimento — a feomelanina — ou, em alguns casos, de eumelanina
oxidada resultando num tom amarelo/avermelhado semelhante ao produzido pela
feomelanina, desencadeia a expressédo de fios de cabelo ruivo. Por ultimo, quando ocorre
uma reducdo dos melandcitos, e 0s que ainda persistem apresentam significativa
diminuicdo de melanina, os fios perdem a sua tonalidade natural e apresentam uma cor
branca (Frudakis, 2008).

Apesar dos melanécitos da pele e do cabelo apresentarem a mesma origem
embriondria, 0os genes que afetam estas pigmentacdes podem expressar-se de forma
independente gerando diferentes combinacdes de cores de pele e de cabelo. O gene alvo
de estudos de associacdo e descrito como o0 maior contribuidor na variagdo normal da
pigmentacdo em humanos é o0 MC1R — recetor de melanocortina 1 (Mandey, Schneiders,
Koster, & Waterham, 2006). Este localiza-se no braco longo do cromossoma 16 e é
responsavel por codificar o receptor de MC1R acoplado a proteina G, presente na
membrana dos melanécitos (Branicki, Brudnik, Kupiec, Wolanska-Nowak, & Wojas-Pelc,
2007). E um gene altamente polimérfico e que possui efeito pleiotrépico, ou seja,
expressa uma multiplicidade de efeitos fenotipicos, e ainda desempenha um papel
fundamental no controlo da melanogénese (Flanagan et al., 2000; Rees, 2000).

A associacdo do gene MC1R com o cabelo ruivo foi inicialmente descrita em 1995
como sendo um gene que, quando ocorre uma mutacgéo, funciona como um interruptor da
producdo de eumelanina, controlando a melanogénese. Este processo permite a
producdo excessiva de feomelanina, que se manifesta no cabelo ruivo e pele clara,
fen6tipo quase exclusivo da populacdo europeia (Flanagan et al., 2000; Rees, 2000;
Sulem et al., 2007).

Além desde gene, diversos GWAS foram capazes de identificar varios SNPs
situados noutros genes associados a cores ndo ruivas de cabelo, como: SLC24A4,
KITLG, HERC2, OCA2, TYR, MATP, TPCN2, e IRF4, sendo que alguns deles também
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estdo associados com a previsao da cor da iris e da pele (Han et al., 2008; Sulem et al.,
2007).

No que se refere a estudos relacionados com a cor do cabelo, o primeiro
trabalho realizado, que utilizou o DNA com intuito de prever a cor do cabelo de um
individuo, restringiu-se ao estudo de individuos com cabelo de cor ruiva, tendo sido
publicado em 2001 por Grimes et al. Embora os autores tenham utilizado uma amostra
reduzida, demonstraram que com o seu teste de DNA baseado no estudo de 12 SNPs do
gene MCI1R, conseguiam 96% de previsdes corretas para individuos com cabelos ruivos
(Grimes, Noake, Dixon, & Urquhart, 2001).

O primeiro trabalho que estudou o DNA com forma de previsdo de todas as
cores de cabelo (castanho, preto, loiro e ruivo) foi publicado em 2007 por Sulem et al. e
utilizou 2 SNPs do gene MC1R - rs1805008 e rs1805007. Inicialmente, os autores
apenas conseguiram prever a expressédo da cor de cabelo ruivo em cerca de 70% dos
individuos (Sulem et al., 2007). Numa abordagem subsequente, excluindo os individuos
com cabelos ruivos, Sulem et al. previram as restantes cores de cabelo com base em 9
SNPs associados a 6 genes, no entanto, a previsdo das cores de cabelo n&o-ruivo
apresentou resultados pouco precisos (Kayser, 2015).

Posteriormente, em 2007, Branicki et al. sequenciaram totalmente o gene MC1R
em mais de 180 individuos que possuiam variados tons de cabelo, incluindo 40
individuos com cabelo de cor ruiva e 36 individuos com cabelo de tonalidade loiro-ruivo e,
com base nos resultados obtidos, desenvolveram um teste de DNA para a predicdo de
cor de cabelo ruivo usando 5 SNPs do gene MC1R (Branicki et al., 2007)

.Mais tarde, um estudo conduzido novamente por Branicki et al. (2011), em 385
individuos europeus, recorreu a utilizagdo de 22 SNPs situados em 11 genes, tendo
conseguido chegar a resultados satisfatérios de 93% para cabelo de cor ruiva, 87% para
cabelo de cor preta, 82% para cabelo de cor castanha, e 81% para cabelo de cor loira.
Este estudo revelou ainda que o SNP rs12913832, no gene HERC2, esta
significativamente associado a todas as cores de cabelo — de forma mais acentuada com
fios de cor castanha e preta —, os SNPs no gene SLC45A2 (rs28777), gene IRF4
(rs12203592) e gene EXOC2 (rs4959270) estdo relacionados com cabelos de tonalidade
preta, e alguns SNPs no gene ASIP estéo relacionados com o cabelo de tonalidade ruiva
(rs2378249) e loiro/avermelhado (rs1015362) (Branicki et al., 2011).

No mesmo estudo outros 2 genes revelaram ainda ser importantes na previsao da
cor de cabelo: 0 gene OCA2 (rs4778138) que expressa e demonstra ter grande influéncia
na coloracdo de cabelos castanhos, e 0 gene SLC24A4 que esta associado a cabelos
loiros (rs4904868) e loiros escuros (rs2402130). Como a maioria dos genes utilizados

neste estudo foram capazes de predizer com alta precisdo a cor do cabelo, tornaram-se
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importantes aquando o desenvolvimento de kits com o objetivo de conjugar a previsédo
simultanea da cor de olhos e a cor do cabelo, como por exemplo, o HirisPlex (Branicki et
al., 2011).

2.2.3. Acordapele

Em comparacdo com a previsdo da cor dos olhos e do cabelo, a cor da pele é
uma CEV bastante mais complexa de prever. Esta complexidade pode ser explicada
devido ao cruzamento de individuos de diferentes continentes e de diferentes etnias, bem
como a adaptacbes ambientais relacionadas com a localizacdo do planeta em que o
individuo habita, nomeadamente cor de pele clara em zonas mais frias, e cor de pele
mais escura em zonas mais quentes (Chaitanya et al., 2018).

De modo a evitar falsos positivos, que poderiam ocorrer devido aos diferentes
antecedentes genéticos de um individuo, os estudos conduzidos para a previsao da cor
da pele tém sido realizados em amostras geneticamente homogéneas. Estas amostras
incluem, principalmente, individuos europeus ou sul-asiaticos uma vez que Sao 0S grupos
populacionais com uma varia¢cdo mais subtil de tonalidades de cor pele (Kayser, 2015).

Para além da complexidade da previsdo desta CEV, ainda existem poucos
estudos, na area forense, que sejam capazes de prever a cor de pele recorrendo a
fenotipagem de SNPs com resultados satisfatérios, ao contrario do que acontece com a
previsdo da cor de cabelo e olhos. No entanto, a partir de 2011, ocorreu um investimento
cientifico em estudos relacionados com a aplicacdo da fenotipagem de DNA, sendo
desenvolvido e validado um teste com 7 SNPs para a previsdo da cor da pele,
nomeadamente dos tons claros, intermédios e escuros, sendo 4 SNPs associados a
populacdo europeia, 2 associados a populacdo asidtica e 1 associado a populacdo afro-
americana. Anterior a analise de DNA, todos os individuos preencheram um questionario
indicando a sua etnia, e ainda foi avaliada a resposta da cor da sua pele a luz ultravieta
(UV). Esta resposta, categorizada numa escala de seis niveis, foi criada por Thomas B.
Fitzpatrick e consiste em dividir as diferentes tonalidades da cor de pele de um individuo
emindividuos de cor de pele branca-palida e geralmente descendentes de paises com
clima muito frio, como por exemplo a Austria (tipo I); individuos de cor de pele branca,
geralmente descendentes de paises com clima frio, como por exemplo a Alemanha (tipo
Il); individuos de cor de pele branca que se bronzeiam facilmente (tipo Ill); individuos de
cor de pele bronzeada-clara (tipo IV); individuos de cor de pele parda (tipo V); e
individuos de cor de pele negra (tipo VI). Contudo, embora a taxa de erro deste teste

tenha sido baixa (1%), somente 72% das amostras apresentaram resultados corretos
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para a previsdo da cor da pele (398 de 554) sendo necessérias mais avaliacdes, deste
teste, de modo ser aplicado nos laboratérios forenses (Pulker et al., 2007).

Subsequentemente, Spichenok et al. (2011) concluiram que ao adicionar outros
marcadores genéticos aos 7 testados no estudo anterior, poderiam obter resultados mais
satisfatérios para a previsdo da cor da pele (Spichenok et al., 2011). Deste modo,
adicionaram mais um SNP ao multiplex, totalizando 8 SNPs, e alteraram a interpretacao
dos resultados. Os marcadores selecionados para aperfeicoar o teste anterior foram os
SNPs rs12913832, rs16891982, rs6119471, rs1426654, rs885479 e rs1545397, em que 5
estavam relacionados com cores de pele claras e 1 relacionado com a cor de pele
escura. Apesar da adicdo de um novo SNP ao multiplex e das alteracdes na interpretacéo
de resultados, apenas 75% das amostras conseguiram apresentar resultados
satisfatérios para a previsdo da cor de pele (Hart et al., 2013). Todavia, apesar deste
novo teste nao apresentar resultados tdo conclusivos como os obtidos no ambito da
previsdo da cor dos olhos e cabelo, foi considerado um método robusto, reprodutivel e
confiavel, sendo posteriormente testado com DNA obtido a partir de diferentes amostras,
diferentes quantidades e em amostras degradadas, confirmando que esta é uma
metodologia adequada para a previsdo da cor de olhos e pele, auxiliando na identificacao
de pessoas desaparecidas e/ou restos humanos (Mushailov, Rodriguez, Budimlija, Prinz,
& Wurmbach, 2015).

Mais tarde, em 2014, Marofias et al. selecionaram 59 SNPs de modo a avaliar as
diferencas de tonalidade da cor da pele entre populacdes da Africa, Europa e a mistura
de ambas, ou seja, individuos europeus e nao europeus. Do total, destacaram-se 29
SNPs, sendo seleccionados os 10 mais relevantes: rs16891982 (SLC45A2), rs1426654
(SLC24A5), rs10777129 (KITLG), rs6058017 (ASIP), rs1408799 (TYRP1), rs1448484
(OCA2), rs3829241 (TPCN2), rs13289 (SLC45A2), rs2402130 (SLC24A4) e rs6119471
(ASIP), os quais apresentaram previsdes bem-sucedidas, nomeadamente 99,9% de
resultados corretos para a previsdo da cor de pele branca, 80,3% de resultados corretos
para a previsao da cor de pele intermédia e 96,6% de resultados corretos para a previsao
da cor de pele escura. Em estudos posteriores reduziu-se o nimero de SNPs para 6 e foi
possivel alcancar bons resultados, contudo, os autores comentaram que com os 10 SNPs
selecionados inicialmente conseguia-se prever mais satisfatoriamente a cor de pele
intermédia (Maronas et al., 2014).

Mais recentemente, em 2018, Chaitanya et al. desenvolveram o sistema HlirisPlex-
S que compreende trés modelos de previsdo estatistica simultaneamente,
nomeadamente para cor de olhos, cor de cabelo e cor de pele. Este sistema foi
desenvolvido a partir de dois sistemas validados por Walsh et al., o IrisPlex e HlrisPlex,

que serdo posteriormente mais aprofundados. Este sistema reldne na sua constituicdo 41
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SNPs e permite a previsdo de 4 categorias de cor de cabelo, 3 categorias de cor de olhos
e 5 categorias de cor de pele, apresentando, no maximo, 70% de resultados corretos
para a previsao da cor da pele (Chaitanya et al., 2018).

Em geral, o sucesso dos GWAS depende da homogeneidade ancestral dos
individuos que participam nesses estudos. Em Europeus é relativamente facil estudar a
pigmentacdo dos olhos e cabelo, uma vez que estas caracteristicas evoluiram
homogeneamente em individuos desta bio ancestralidade, ou seja, exclusivamente
europeia. Contudo, ao existir uma variagcdo global entre grupos continentais, no que
respeita a sua pigmentacdo de pele, a predicdo desta CEV torna-se dificil de analisar e,
deste modo, a quantidade de informacdo que se consegue obter, quando se pretende
efetuar a predicdo desta caracteristica, € menos relevante que a informacédo obtida
acerca de marcadores associados a pigmentacdo dos olhos e do cabelo (Chaitanya et al.,
2018).

Deste modo, apesar de todos os esforcos académicos, estudos relacionados com
a previsdo da cor da pele ainda nao alcancaram resultados tao satisfatérios como para a
previsdo da cor de olhos e cabelo, sendo necessarios mais testes em diferentes
populacdes heterogéneas de modo validar o sistema HIrisPlex-S, bem como os testes
previamente descritos, permitindo, assim, a previsdo simultinea desta CEV com as
restantes caracteristicas, aumentando o leque de informacdes acerca da aparéncia fisica

do individuo em estudo (Kayser, 2015).
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3.0s sistemas IrisPlex e HirisPlex

Como ja foi referido anteriormente, a cor dos olhos é a CEV mais estudada,
existindo um sistema que ja esta a ser utilizado proporcionando a sua previsdo. Este
sistema de genotipagem multiplex, denomina-se IrisPlex, e foi criado e testado para fins
forenses em 2010 por Walsh et al. com base no primordial estudo de Liu et al (2009),
conseguindo analisar DNA presente em diminutas concentracfes (30pg) e/ou degradado
com elevada preciséo (superior a 94%) (Liu et al., 2009; Walsh, Liu, et al., 2011).

Este kit permite a andlise de 6 SNPs codificantes da cor da iris, pertencentes a 6
genes diferentes, sendo os genes HERC2 e OCA2 os que mais contribuem para a
previsdo deste fendtipo. Assim, ao aplicar o sistema Irisplex,em DNA extraido de uma
amostra biolégica, obtém-se trés valores de probabilidade de a amostra pertencer a
individuos cuja cor da iris pertence a uma de trés categorias: cor da iris azul, cor da iris
castanha ou cor da iris verde ou intermédia. Estes valores resultam da utilizacdo de uma
férmula proposta por Liu et al. (2009) tendo em conta os resultados obtidos para cada um
dos 6 SNPs na amostra em estudo (Liu et al., 2009). A categoria que apresentar maior
valor de probabilidade é assumida como a cor da iris do individuo ao qual a amostra
pertence (Walsh, Liu, et al., 2011). Contudo, para um resultado ser conclusivo, ndo é
suficiente existir uma categoria com o valor de probabilidade mais elevado uma vez que
esse valor tem de representar uma probabilidade igual, ou superior, a um determinado
valor cut-off para a interpretacdo dos resultados do IrisPlex que, ap6s varios testes, se
concluiu ser de 0.7 como sendo o valor mais aceitavel (Pneuman, Budimlija, Caragine,
Prinz, & Wurmbach, 2012; Walsh et al., 2014). Este valor foi selecionado a partir da curva
ROC (Caracteristica de Operacao do Receptor ou do inglés, Receiver Operating
Characteristic) do estudo Holandés realizado por Liu et. al. em 2009, uma curva que
ilustra o desempenho de um sistema e que, neste caso, determinou o valor de
especificidade 0,7 como o limiar do sistema IrisPlex (Walsh, Liu, et al., 2011).

Concluindo, uma amostra dir-se-4 pertencente a um individuo de olhos de certa
cor, se 0 resultado do sistema Irisplex atribuir um valor de pelo menos 70% de
probabilidade para a categoria dessa mesma cor, e os restantes 30% (ou menos) se
apresentarem distribuidos pelas restantes categorias, perfazendo um total de 100%.
Contudo, é importante referir que este limiar de 70% néo se trata de um valor imposto
uma vez que corresponde a um valor determinado consoante a performance do sistema
em amostras conhecidas, o que significa que cada laboratério, ao usar este sistema,
pode definir o valor de cut-off que Ihe pare¢a mais ajustado consoante o caso em analise

apos a validagéo deste sistema (Ruiz et al., 2013; Walsh et al., 2014).
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De modo a verificar se este sistema poderia ser usado por todos os laboratérios
forenses e se os resultados seriam consistentes entre laboratérios, em 2013, o grupo
EDNAP (European DNA Profiling group) desenvolveu um estudo de validagdo do IrisPlex
com a colaboragdo de 21 laboratérios (18 europeus, 2 australianos e 1 americano)
(Chaitanya et al., 2014; Kayser, 2015). Com este ensaio multicéntrico concluiu-se que o
sistema IrisPlex produzia os mesmos resultados quer em laboratérios sem qualquer
experiéncia no uso de SNPs, quer em laboratérios que ja tinham previamente contactado
com o sistema IrisPlex (Walsh, Lindenbergh, et al., 2011).

Para além deste estudo em grande escala, outros estudos foram realizados de
modo a testar a aplicabilidade deste kit a diversas populacbes. Um dos estudos, com
esse intuito, foi realizado na populacdo alema em que a validacdo do IrisPlex foi realizada
com base no teste de 102 individuos, usando o mesmo valor de cut-off que Walsh et. al.
(2013) e concluindo que este é um método bastante robusto e sensivel (J.Purps, 2011).

Uma vez que todos os estudos foram aplicados em populacdes de origem
exclusivamente europeia, tornou-se imperativo estudar se poderiam ser aplicados em
populacdes de outras origens geogréaficas, ou com perfis genéticos resultantes de varias
combinacdes étnicas (Freire-Aradas et al., 2014), Assim, na Nova Zelandia, Allwood et al.
(2013) testaram 19 SNPs de 10 genes diferentes, com outro sistema multiplex distinto do
IrisPlex, numa amostra de 101 individuos da populacdo neo-zelandesa, que possui
origem biogeografica muito variada. Os resultados foram depois comparados com o
IrisPlex, aplicado as amostras da mesma populacdo. Concluiu-se que o sistema multiplex
que estava a ser utilizado na Nova Zelandia apresentava uma taxa de erro de cerca de
26% superior a do IrisPlex, sendo a precisdo deste ultimo de 89% para a cor de olhos
azuis e 94% para a cor de olhos castanha (Allwood & Harbison, 2013).

Um outro estudo, com 0 mesmo objetivo, utilizou o IrisPlex numa amostra de 64
individuos, de origem europeia e asiatica, em que apenas 50 dos 64 resultados satisfez a
condicdo de existir uma categoria de cor de olhos com mais de 70% de probabilidade.
Contudo, o ensaio chegou a sua conclusdo com uma precisdo de 94%, tendo-se
verificado que o grau de precisdo diminuia nos individuos que apresentavam
cruzamentos entre diversas etnias nas geracfes prévias. Apesar desta constatacdo, o
IrisPlex conseguiu fazer corresponder corretamente todos o0s casos nas categorias de cor
azul e cor castanha. No entanto, nenhuma amostra da categoria intermédia foi
classificada correctamente. Com este estudo concluiu-se que, embora seja possivel
aplicar este sistema de fenotipagem a individuos com origem genética em varias regides
geogréficas, o nivel de precisdo destes resultados sera sempre inferior quando
comparados com os estudos anteriormente realizados em individuos com apenas uma

origem étnica (Allwood & Harbison, 2013).

21



Em 2013, foi realizado um outro estudo, semelhante ao anteriormente descrito,
com o objetivo de avaliar a aplicacdo do sistema IrisPlex em populacdes de origens
heterogéneas, com 200 individuos considerados representativos de toda a populacdo dos
Estados Unidos da América. Utilizando o cut-off de 0.7, 67% das previsbes
demonstraram resultados corretos, 18% inconclusivos e 15% incorretos, sendo que, a
categoria que engloba individuos com iris de cor intermédia ndo apresentou nenhum
resultado correto. Uma vez que a origem geografica dos individuos em estudo era
bastante diversificada, os autores deste trabalho de investigacdo concluiram que o
IrisPlex ndo é tdo eficaz na populacdo americana, como € na europeia, € que mais
estudos seriam necessarios para esclarecer esta questdo. Como nota final, os autores
salientaram que os resultados incorretos e inconclusivos correspondiam a individuos
heterozigéticos no rs12931382 (HERC?2). Portanto, ficou demonstrado que seria
importante realizar mais estudos em populacbes de origens biogeograficas diferentes na
Europa, de modo a entender melhor a relacdo entre a mistura genética destas
populacdes e a precisdo da previsdo de cor dos olhos baseada na utilizacdo de SNPs
(Dembinski & Picard, 2014).

Pelo exposto anteriormente, o grupo HGDP-CEPH (Human Genome Diversity
Project), da Universidade de Stanford, prop6s organizar um estudo mundial para testar o
sistema IrisPlex na previsdo da cor dos olhos, analisando um total de 940 amostras de
DNA. A previsdo da cor dos olhos demonstrou ser correta apenas no que se referia as
amostras europeias. Quanto aos resultados nas amostras de regides como Asia, Africa,
Oceénia e de nativos americanos, apenas se apresentaram corretos relativamente aos
individuos de olhos castanhos (Spichenok et al., 2011; Walsh, Liu, et al., 2011).

Posteriormente, em 2014, Yun et al. avaliaram mais de 900 amostras de
individuos provenientes de 12 populacdes da Eurasia tendo concluido que os 6 SNPs
presentes no sistema IrisPlex sdo eficazes para uma correta previsdo da cor de olhos da
populacdo europeia, ndo sendo os melhores para a previsdo da cor dos olhos de
populacdes nao europeias. Além disso concluiram ainda que, em 900 amostras, o
IrisPlex ndo conseguiu prever nenhum resultado correto para casos de individuos com a
iris de cores intermédias (Yun, Gu, Rajeevan, & Kidd, 2014).

Pelo atras referido, a principal limitagdo apontada pelos varios estudos em relagao
a aplicacéo do Irisplex refere-se a reduzida sensibilidade deste sistema para a categoria
de olhos com a iris de cor intermédia. Nesta categoria incluem-se os casos de
heterocromia e dos olhos verdes, ou seja, de todas as cores de olhos que nao sao
especificamente azuis ou castanhos. Apesar da elevada especificidade para esta
categoria, a sensibilidade do Irisplex ndo é tdo elevada como para as outras duas

categorias em que a sensibilidade excede o0s 94% e apresenta taxas de erro reduzidas
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(Walsh et al., 2012). Tendo em conta esta limitacdo, Ruiz et al. (2013) desenvolveram um
ensaio alternativo para chegar a uma correta previsdo da cor dos olhos recorrendo a 23
SNPs, previamente estudados em individuos de origem europeia. Como conclusdo deste
trabalho, os autores realcam o facto de que a adigcdo de mais SNPs no sistema IrisPlex,
particularmente no que se refere a SNPs situados nos genes HERC2 e OCA2,
aumentava a precisdo das previsdes realizadas para individuos com olhos de cor
intermédia. Desta forma, foi possivel obter melhores resultados, com valores de precisao
de 0,999 para a cor de olhos azul, 0,990 para a cor de olhos castanha e 0,816 para a cor
de olhos intermédia (Ruiz et al., 2013). Posteriormente, seguindo as recomendactes
destes ultimos investigadores (Ruiz et al.) para efectuar uma melhor previsdo da cor de
olhos intermédia, Freire-Aradas et al. (2014) demonstraram que a inclusdo do SNP
rs1129038 (HERC2) no sistema IrisPlex melhorava a previsdo desta cor de olhos em
individuos Americanos, do Médio Oriente e ainda da Asia Ocidental (Freire-Aradas et al.,
2014; Ruiz et al., 2013).

Uma outra questdo, que também foi colocada relativamente a aplicacdo do
IrisPlex, foi a de saber de que modo o género do individuo (masculino e feminino) poderia
influenciar a sensibilidade deste sistema para a correta previsdo da cor dos olhos, uma
vez que em 2013 se tinha concluido que os individuos do sexo feminino teriam maior
tendéncia para expressar olhos de cor escura (maior numero de resultados na categoria
cor castanha e intermédia) do que os individuos do sexo masculino (maior nimero de
resultados na categoria cor azul). Perante esses resultados, suspeitou-se da existéncia
de um fator relacionado com o género do individuo, e ponderou-se adicionar este factor
no algoritmo desenvolvido e aplicado a partir do IrisPlex (Martinez-Cadenas, Pena-Chilet,
Ibarrola-Villava, & Ribas, 2013). Posteriormente, Pietroni et al. (2014) testaram esta
hip6tese e decidiram avaliar a mesma na populacéo italiana. Verificou-se entdo que o
género tinha uma influéncia de 4.9% na variacdo da saturagdo da cor da iris, na
populacdo estudada, e que este valor era muito superior ao encontrado nos paises do
norte da Europa, como na Dinamarca e na Suécia (0.09%), onde este mesmo fenémeno
foi também estudado (Andersen et al., 2013). Contudo, apds uma nova andlise de varios
estudos que avaliaram o impacto do género nos resultados obtidos com o IrisPlex,
concluiu-se que, o conhecimento prévio do género do individuo em causa ndo melhorava
a sensibilidade do IrisPlex em nenhuma das categorias. Concluiu-se ainda que este
fendmeno dependia da origem biogeografica de cada género (Pietroni et al., 2014).

Uma investigacdo realizada por Walsh et al. (2012) validou ainda o sistema
Irisplex na predicdo da cor de olhos de varios individuos de diferentes populagfes, de
varias origens geograficas, verificando-se que este sistema ndo necessita de qualquer

informacdo prévia, seja a origem biogeogréfica ou o0 género do individuo. Além do ja
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referido, trata-se de um kit capaz de analisar DNA presente em quantidades reduzidas
e/u degradado. O IrisPlex tornou-se, entdo, no Unico método de fenotipagem disponivel,
até entdo, suficientemente sensivel, fiAvel e robusto para ser aplicado por rotina nas
investigacdes médico-legais e forenses, para a previsdo da cor dos olhos (Walsh et al.,
2012).

Tendo como ponto de partida este sistema, e para uma fenotipagem mais
completa e informativa, comecaram a ser desenvolvidos outros kits que incluem
diferentes marcadores para CEVs, como por exemplo, para a cor, forma e implantacdo do
cabelo, para a cor da pele, entre outras (Walsh, Liu, etal., 2011; Walsh et al., 2013).

Um desses kits de fenotipagem de DNA mais recentes € atualmente muito
valorizado uma vez que retine os SNPs usados no IrisPlex com SNPs informativos para a
cor do cabelo num uanico sistema (Walsh, Lindenbergh, et al., 2011). Este sistema,
denominado HlirisPlex, foi desenvolvido pelo mesmo grupo que criou o IrisPlex (Walsh et
al.) e, como ja referido, permite prever simultaneamente a cor de olhos e de cabelo mais
provaveis de determinado individuo, representando mais um avanco na area da genética
forense (Walsh et al., 2012). Este kit recorre ao Excel de modo a facilitar o uso interactivo
por parte do utilizador, sendo apenas necessario introduzir o nimero de alelos minor (0, 1
ou 2) de cada uma das 24 variantes de DNA constituintes deste sistema. Desta forma, €
possivel obter valores de probabilidade (Figura 2) baseados no modelo de previsao da
cor de olhos (IrisPlex), sendo obtido um valor de probabilidade para a cor de cabelo
preto, castanho, ruivo e loiro, outro valor de probabilidade para tonalidade de cabelo
escura ou clara, e ainda um terceiro valor de probabilidade para a cor de olhos (castanho,
azul ou intermédio) (Walsh et al., 2013).

O sistema HlrisPlex retne os 6 SNPs do IrisPlex com 22 SNPs relacionadas
com a cor do cabelo (sendo 4 SNPs comuns a ambos os Kkits), apresentando elevada
sensibilidade em amostras degradadas e/ou em presentes em pouca quantidade, tal
como o0 seu antecessor, uma das caracteristicas mais importantes na area da genética
forense (Walsh et al., 2013).

De modo a possibilitar a aplicacdo desta nova metodologia nas praticas
forenses, foram realizados varios testes em amostras de sangue, sémen e saliva
(algumas com quantidade infima de DNA) e em 88% dos casos foram obtidos perfis
completos de DNA (Walsh et al., 2014). Testado em mais de 1500 individuos de trés
regibes da Europa, 80% dessas amostras (n = 1243) foram utilizadas para a construcao
do sistema de previsdo da cor de cabelo e 20% (n = 308) para a sua validagcdo. Os
resultados obtidos foram de 80% para a cor de cabelo ruivo, 87,5% para a cor de cabelo
preto, 78,5% para a cor de cabelo castanho e 69,5% para a cor de cabelo loiro,

comprovando que este sistema era fiAvel e capaz de obter resultados bastante
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satisfatérios. Segundo os autores, os valores inferiores a 80%, nomeadamente nas
categorias de cor castanha e loira, poderdo estar relacionados com individuos que eram
loiros aquando a sua infancia e a quem o cabelo escureceu durante a sua adolescéncia,
uma vez que todos os individuos em estudo eram adultos. Dos 157 individuos irlandeses
utilizados neste estudo, 8 foram classificados como loiros, cor de cabelo que
correspondia a sua fotografia, contudo, em 14 individuos com tonalidade de cabelo desde
castanho-claro a preto, o sistema HIrisPlex indicou alta probabilidade (p> 0,7) de serem
loiros. Acontece que, 8 desses individuos, reconheceram que durante a sua infancia

apresentavam cabelo loiro (Walsh et al., 2013).

Hair & Eye colour phenotype

Prediction result

D, Light
: 0.161
Black Red Blond
0.631 0.001 0.059
T oown
0.183 0.759

a categoria de cor de olhos mais provavel é a castanha.

Relatorio: A cor de cabelo mais provavel deste individuo & preto com tonalidade escura. Por sua vez,

Brown Blond

0.393 0.51 0.014 0.082
Blue Int. Fm

Eye 0.215 0.221 0.564

Relatério: A cor de cabelo mais provavel deste individuo & castanho com tonalidade escura. Por sua

vezZ, a categoria de cor de olhos mais provavel & a castanha.

: Dark
Hair 0.055 .945
Black Brown Red Blond
0.057 0.152 0.01 0.78
Blue Int. Brown
Eye 0.03 0.02

Relatorio: A cor de cabelo mais provavel deste individuo & loiro com tonalidade clara. Por sua vez, a
categoria de cor de olhos mais provavel & a azul.

a categoria de cor de olhos mais provavel & a azul.

° Dark
Hair |57 9
Black Brown Red Blond
0.007 0.077 0.816 0.1
Eve Blue Int. Brown
y 0.965 0.027 0.007

Relatorio: A cor de cabelo mais provavel deste individuo € ruivo com tonalidade clara. Por sua vez,

Figura 2: Exemplos de individuos Europeus submetidos ao estudo da previsédo de cor de olhos e cor de
cabelo, pelo sistema HirisPlex. Adaptado de: Walsh, S., Liu, F., Wollstein, A., Kovatsi, L., Ralf, A., Kosiniak-
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Kamysz, A, . . . Kayser, M. (2013). The HiIrisPlex system for simultaneous prediction of hair and eye colour
from DNA. Forensic Sci Int Genet, 7(1), 98-115. doi:10.1016/j.fsigen.2012.07.005

Em 2014 a validacdo do HlrisPlex foi publicada. Este sistema € constituido por 24
SNPs: os SNPs Y1520CH, N29insA, rs1805006, rs11547464, rs1805007, rs1805008,
rs1805009, rs1805005, rs2228479, rs1110400, e rs885479 que pertencem ao gene
MC1R, os SNPs rs28777 e rs16891982 do gene SLC45A2, o SNP rs12821256 do gene
KITLG, o SNP rs4959270 do gene EXOC2 , o SNP rs12203592 do gene IRF4, os SNPs
rs1042602 e rs1393350 do gene TYR, o SNP rs1800407 do gene OCA2, os SNPs
rs2402130 e rs12896399 do gene SLC24A4, o SNP rs12913832 do gene HERC2, o SNP
rs2378249 do gene ASIP/PIGU, e o SNP rs683 do gene TYRP1 (Walsh et al., 2013).

Apés a publicacdo de Walsh et al. (2013) que incluiu a listagem dos SNPs que
constituiam este sistema, o0 mesmo grupo de trabalho através da utilizacdo do sistema
HirisPlex, efetuou a previsdo da cor do cabelo em amostras relativas a diferentes
populacdes mundiais, do grupo HGDP-CEPH. Assim, em individuos originarios de zonas
distantes da Europa, nomeadamente Asia Oriental, Oceania, Africa Subsaariana e nas
Américas, onde predominam cabelos escuros, o HlrisPlex identificou maioritariamente
individuos de cor de cabelo preto. Na Europa, RUssia, Israel e algumas zonas do
Paquistdo, onde existe maior variacdo na cor desta CEV, o HirisPlex identificou
individuos com todas as categorias da cor de cabelo (loiro, ruivo, castanho e preto). Estes
resultados reflectem as descobertas realizadas por este grupo anteriormente, ao utilizar o
sistema IrisPlex com o objetivo de fazer a previsdo mundial. Nesses estudos, apenas a
categoria de cor de olhos castanha foi prevista correctamente em algumas destas
regides, isto é, nas regides mundiais onde predominam olhos de cor castanha. Assim,
este estudo permitiu concluir que, através do uso do sistema HirisPlex, a previsédo
simultdnea da cor de cabelo e olhos, é fidvel, sendo passivel de ser utilizado a escala
mundial e em aplicacdes forenses, independentemente do conhecimento prévio da
ancestralidade biogeogréfica do individuo, ou seja, sem que haja necessidade de efectuar
testes complementares de ancestralidade (Walsh et al., 2013).

O sistema HlrisPlex também foi testado em amostras de DNA extraidas a partir de
0ssos e dentes com cerca de 800 anos de idade post-mortem, tendo a sua aplicacéo
permitido obter 23 perfis completos das 26 amostras de DNA extraidas, demonstrando a
sua adequacédo na andlise de DNA degradado (Draus-Barini et al., 2013).

Como curiosidade, refere-se uma aplicagdo recente dos marcadores de DNA
incluidos no sistema HlirisPlex, que foram analisados com sucesso, de modo a conseguir

prever a cor de olhos e cor de cabelo do rei Ricardo lll de Inglaterra (1452-1485), cuja
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identidade tinha sido revelada através da analise do mtDNA por comparagcdo com 0s
seus descendentes vivos, ou seja, com 0s seus parentes por linha materna. Usando o
sistema HlrisPlex foi possivel prever que o individuo a quem pertencia o DNA analisado
apresentava uma probabilidade de 96% de expressar cor de olhos azul, e ainda uma
probabilidade de 77% de expressar cabelos loiros, informacbes que se revelaram
coerentes, a avaliar pelos retratos existentes da aparéncia fisica do rei (King et al., 2014).

Como limitacbes que podem resultar da aplicacdo deste sistema, pode-se
considerar a dificuldade evidente na previsdo da cor de cabelo de individuos que
alteraram a sua cor natural ao longo da vida. Este tipo de alteracdo fisica ocorre em
individuos que durante a sua infancia apresentam uma cor de cabelo loiro ou castanho-
claro e, nos quais, a medida que ocorre 0 seu envelhecimento para uma idade adulta,
essa cor de cabelo sofre uma transformacdo para uma cor de cabelo castanho-escuro ou
preto. Uma explicacdo para este fendmeno é a existéncia de uma alteracdo hormonal que
€ possivel que ocorra durante a adolescéncia. Porém, esta explicacdo ndo pode ainda
ser comprovada, uma vez que, mecanismos moleculares decorrentes de fenédmenos que
escurecem o cabelo, necessitam de outros estudos adicionais (Rees, 2003). Assim, de
modo a contabilizar este fenémeno, Walsh et al. (2013) sugeriram a realizacdo de
questionarios aos individuos em estudo, de modo a mais facilmente se identificar quais
deles ter&o sofrido esta transformag¢do no decurso do tempo (Walsh et al., 2013).

Uma outra situacdo que pode ocorrer no ambito da utilizacdo do sistema
HlrisPlex, podendo constituir uma limitacdo, e que ndo é considerada nos seus calculos
ou em qualquer outro sistema de fenotipagem atual, é o aparecimento dos cabelos de cor
grisalha ou brancos, ou seja, cabelos que perderam a sua tonalidade natural com o
avancar da idade. Este efeito que ocorre no cabelo, de uma grande parte dos individuos,
necessita também de mais estudos a nivel molecular de modo a ser possivel desenvolver
biomarcadores preditivos para estas alteracdes da tonalidade original dos cabelos.

Por fim, é importante referir que o sistema HlrisPlex foi desenvolvido com o
objetivo de ser aplicado no ambito forense. Por este motivo, seguiu e correspondeu a
todas as diretrizes do grupo SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods) em termos de sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade, precisdo e
exatiddo, especificidade de espécie, amostras de trabalho e estudos populacionais. Além
disso, este sistema supera muitos ensaios de genotipagem usados atualmente, em
termos de sensibilidade e em aplica¢bes forenses, uma vez que requer uma quantidade
diminuta de apenas 63pg (picograma) de DNA de modo a obter perfis genéticos
completos (Walsh et al., 2014). Deste modo, conjugando todas as suas vantagens
laboratoriais com a sua facilidade de utilizacdo, é possivel afirmar que o uso do sistema

7

HlrisPlex € uma mais-valia em qualquer laboratério forense. Acresce dizer que a sua
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possivel utilizacdo no ambito das investigacbes criminais em Portugal, a semelhanc¢a do
gue se passa noutros paises, poderia ser o auxilio que as autoridades tanto necessitam
em alguns dos casos de identificacdo humana, quer no que respeita a casos de
identificacdo cadavérica, quer a casos que envolvem a identificacdo de suspeitos de
diversos crimes (Walsh et al., 2013).

No entanto, para que todos estes ensaios e estudos déem frutos, e para que a
fenotipagem possa ser usada como método corrente de investigacdo, € fundamental
informar a sociedade, e debater os mitos e preconceitos existentes elaborando leis que
deixem claro quais as fronteiras e limites éticos da fenotipagem do DNA e com que

objetivos e em que circunstancias é que esta se pode realizar.
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4. Aplicacao da fenotipagem em Portugal

Um dos estudos realizados, a nivel nacional, incidiu na obtencdo dos perfis
genéticos de individuos residentes no norte de Portugal e imigrantes da Europa de Leste,
maioritariamente Ucranianos residentes em Portugal (Lurdes Pontes & Pinheiro, 2014).
Neste estudo, aplicou-se um multiplex que inclui 52 SNPs de identificacdo humana,
desenvolvido pelo SNPforlD, um consorcio internacional criado com esse objetivo, nas
duas amostras populacionais ja referidas, tendo-se obtido as frequéncias alélicas para
cada um deles e, posteriormente, realizando diferentes comparagfes populacionais, quer
entre as duas populagbes estudadas quer entre estas com outras populacdes descritas
até entdo. Outros estudos posteriores, também recorreram ao software disponibilizado
pelo consoércio SNPforlD, um navegador de internet (http://www.snpforid.org/) de livre
acesso, para a consulta e visualizacdo de dados, onde o utilizador pode aceder a painéis
validados de SNPs para uma variedade de aplicacdes forenses. Deste modo, esta
interface permite ao visitante revisar as frequéncias de alelos dos marcadores estudados
de todas as populagbes mundiais disponiveis, permitindo a comparacdo populacional
entre Portugal e outras nacionalidades presentes no navegador (Valle-Silva et al., 2019).

Com este trabalho, e relativamente aos 52 SNPs estudados, foi possivel obter
91.6% de perfis genéticos completos da populacdo portuguesa, e 96.5% de perfis
genéticos completos da populacdo imigrante, constituida maioritariamente por
Ucranianos. Quando comparados os resultados entre as duas populagbes, estas
apresentaram diferencas genéticas significativas entre si. Posteriormente, todas as
amostras foram comparadas com perfis genéticos de populacbes do Noroeste de
Espanha e da Russia, uma vez que sdo 0s paises mais proximos das populacdes em
estudo. Os resultados desta comparagdo demonstraram existir uma enorme semelhanca
entre as populagbes da Russia e da Eslovénia, e uma distingdo acentuada entre as
populagdes da RuUssia com as restantes nacionalidades (Portuguesa, Ucraniana e
Espanhola) (Amigo, Phillips, Lareu, & Carracedo, 2008). Para surpresa das autoras, a
populagcdo do norte de Portugal e a populacdo residente a noroeste de Espanha,
apresentaram diferencas significativamente entre si, facto que pode ser explicado devido
a este multiplex incluir alguns SNPs simultaneamente informativos de ancestralidade, ou
seja, marcadores com elevado poder discriminatério entre popula¢des (Lurdes Pontes &
Pinheiro, 2014).

Em conclusdo, apesar deste estudo ndo ser especifico para a aplicacdo da
fenotipagem forense em Portugal, os resultados obtidos por Lurdes & Pinheiro,

evidenciam que os 52 SNPs propostos pelo consorcio SNPforlID, a cuja informacéo
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completa se pode aceder por consulta do respetivo website, apresentam elevada
sensibilidade para as populagbes portuguesas e imigrantes. Concluiu-se ainda que o0s
laboratorios forenses nacionais poderéo recorrer a esta metodologia de analise de modo
a solucionar casos especificos, ou seja, sempre que houver necessidade de estudar
marcadores genéticos adicionais, quer para fins de identificacdo humana, quer para
averiguacao oficiosa de paternidade (Lurdes Pontes & Pinheiro, 2014).]

Em 2015, outro estudo desenvolvido por um grupo de investigadores ligados ao
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP publicaram um estudo
realizado a nivel nacional que utilizava amostras de cidadaos portugueses e imigrantes
Guineenses residentes no pais, de modo a prever as suas caracteristicas fenotipicas
externamente observaveis, homeadamente a cor dos olhos e a cor de pele, recorrendo
ao sistema IrisPlex e & adicdo de 3 loci relacinados com a cor de pele (Dario et al., 2015).
Segundo estes investigadores, o estudo foi considerado pertinente uma vez que
marcadores genéticos para a identificacdo de um individuo podem auxiliar na resolucao
de um crime de forma similar ao testemunho convencional de testemunhas oculares,
ajudando as forcas policiais na determinacdo do perfil de um suspeito e, provavelmente,
com um menor risco de exacerbar a pressdo social (Kayser & Schneider, 2009).

O objetivo original deste estudo era o de avaliar se o sistema IrisPlex poderia ser
aplicado na populacdo portuguesa, contudo, com o conhecimento de novos sistemas,
nomeadamente o HlrisPlex, e sabendo que com mais marcadores genéticos se
conseguiria prever um maior numero de caracteristicas fenotipicas externamente
observaveis, os autores decidiram testar se seria possivel complementar os SNPs
presentes no sistema IrisPlex com loci adicionais. Para tal, foram selecionados os 6
SNPs constituintes do sistema IrisPlex, anteriormente referidos neste trabalho, e trés loci
adicionais: rs1129038 (HERC?2), rs2424984 (ASIP) e rs1426654 (SLC24A5). As razbes
para esta selecdo, relativamente ao primeiro SNP (rs1129038), tiveram por base o facto
de que este tinha sido descrito em estudos anteriores como sendo bastante preditivo para
a cor dos olhos e que, adicionalmente, estava relacionado com a sintese da cor de pele.
Relativamente ao segundo SNP (rs2424984) este era categorizado como o terceiro
contribuidor genético mais significativo para a variagdo da refletncia fenotipica da pele.
O motivo da escolha do terceiro SNP (rs1426654) era o facto de estar presente num gene
(SLC24A5) ha muito conhecido por estar envolvido na determinacdo da cor da pele
(Lamason et al., 2005; Valenzuela et al., 2010), como também ja foi referido neste
trabalho. Além disso, o locus rs1426654 explica per se a diferenca no indice de melanina
da pele entre 25% e 38% entre pessoas de ascendéncia europeia vs de ascendéncia na

Africa Ocidental, respetivamente (Soejima & Koda, 2007).
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No decorrer do mesmo estudo, dois dos SNPs presentes no sistema IrisPlex
(rs1393350 e rs12203592) ndo demonstraram ser estatisticamente significativos, tal como
Walsh et al. (2013) referiram em estudos anteriores, conclusdo que pode refletir a
existéncia maior heterogeneidade genética nas amostras do estudo portugués, bem
como um numero de amostras inferior ao utilizado no estudo de Walsh et al. (2013)
(Dario et al., 2015).

Quanto aos restantes marcadores genéticos, para a previsdo da cor dos olhos, e
com um valor cut-off de 0,5 — valor determinado apds validacdo deste sistema em
amostras nacionais conhecidas — 138 de 192 amostras (72%) apresentaram previsdes
fenotipicas corretas, apenas 22 amostras (11%) apresentaram previsdes fenotipicas
incorretas, e 32 amostras (17%) apresentaram resultados inconclusivos. Em comparacao
com estudos internacionais ja referidos nesta tese, Dario et al. (2015) obtiveram, mais
especificamente, 90% de resultados corretos para a previsdo da cor de olhos castanhos,
em comparacado a 56% de resultados corretos para a previsdo da cor de olhos castanhos
do estudo de Walsh et al. (2011) com o mesmo valor cut off, e 60% de resultados
corretos para a previsdo da cor de olhos azuis em comparacdo aos 91,6% de Walsh et
al., (2011), ndo sendo possivel comparar os resultados com o valor de cut off de 0.7, uma
vez que o estudo portugués nao obteve resultados conclusivos com tal limiar (Walsh, Liu,
et al., 2011).

No que diz respeito a previsdo da cor da pele houve a necessidade de excluir o
SNP rs12913832 devido a sua forte ligagdo com SNP rs1129038, e os marcadores
rs1800407, rs12896399, rs1393350 e rs1129038 ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos, sendo apenas referidos no trabalho devido a sua
importéncia no contexto da fenotipagem. Além disso, o modelo aplicado n&o apresentou
resultados precisos uma vez que Portugal é a regido mais a sudoeste de Europa e, como
tal, ndo residem neste pais individuos dos tipos | e Il (peles de cor pélida) do fotétipo
Fitzpatrick. Consequentemente, a fim de realizar de forma satisfatéria a analise
estatistica, esses individuos foram reunidos na mesma categoria que os tipos Il e IV
(peles morenas) do fototipo de Fitzpatrick, categorias que correspondem principalmente a
Individuos de bioancestralidade mediterranea. Devido a esta insuficiéncia de amostra
representativa de todas as categorias, apenas foi possivel prever a cor de pele negra e a
cor de pele clara (branca), limitacdo que poderia ser resolvida em estudos futuros
envolvendo uma amostra populacional mais significativa. Embora a previsdo das varias
categorias de cor da pele tenha apresentado algumas barreiras, na diferenciacao da cor
negra com a cor branca, o estudo de Dario et al. (2015) apresentou resultados excelentes
obtendo 95% de previsdes corretas. Para a distincdo de individuos de cor de pele branca

e negra foram avaliados os valores cut off de 0.5 e 0.7 e, tal como na previsdo da cor dos
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olhos, o valor 0.7 apresentou demasiados resultados inconclusivos, sendo selecionado o
valor final de 0.5 como o limite mais aceitavel (Dario et al., 2015).

Como nota final, Dario et al. (2015) salientaram a importancia de realizar estudos
adicionais ao desenvolvido, uma vez que a implementacdo e validacdo interna de
gualguer multiplex forense necessita de estudos especificos para a populagdo de
interesse a fim de avaliar satisfatoriamente a aplicacao de certos marcadores genéticos
para essa mesma populacdo (Walsh et al.,, 2012). Desde o desenvolvimento e
disponibilizacdo do sistema IrisPlex, como também j& foi anteriormente referido, foram
publicados varios estudos resultantes da sua aplicacdo em diferentes populacdes,
nomeadamente em populacbes Eslovenas, da Eurdsia e dos Estados Unidos. Todos
estes estudos demonstraram que este sistema apresenta limitagcdes para as populacdes
da Asia e dos EUA, apresentando resultados moderadamente preditivos (Dembinski &
Picard, 2014; Yun et al.,, 2014). Tal como outros investigadores, Dario et al. (2015)
propdem que, este fendmeno ocorre devido ao facto da escolha destes marcadores ter
sido orientada para o estudo de amostras de individuos europeus, ocorrendo erros de
previsdo quando os individuos em estudo sdo de outras etnias ou de diferente
ancestralidade (Dario et al., 2015).

Em 2019, no ambito do Mestrado em Medicina Legal, uma dissertagdo com o
tema “Marcadores genéticos e determinagcado da cor dos olhos”, e defendida por Andreia
Machado, teve como objetivo analisar a influéncia de variagbes genéticas nos genes
OCA2, HERC2, SLC24A4, TYR, SLC45A2 e IRF4 — genes constituintes do sistema
IrisPlex — no desenvolvimento de diferentes padrdes de pigmentagdo da iris, numa
populacdo universitaria no Norte de Portugal. Contudo, apdés a genotipagem das 130
amostras, 5 dos 6 genes ndo apresentaram resultados conclusivos, ou seja, 0s genes
OCA2, IRF4, SLC24A4, TYR e SLC45A2 ndo demonstraram estar associados com a
variacdo da pigmentagdo da iris naquela populac¢do (A. Machado, 2019).

Deste modo, tal como os autores acima referidos, realca-se a importancia de
estudar outras populacfes, particularmente de regides extrinsecas a Europa, para a
avaliacdo e otimizacdo da previsdo de CEVs de individuos de outras ancestralidades.
Para Portugal, tais populacBes seriam maioritariamente constituidas por individuos de
origem Africana uma vez que, devido a proximidade da regido do MediterrAneo com o
Norte de Africa, e ao fluxo genético resultante das mdltiplas interacbes entre essas duas
regides, paises Mediterraneos, especialmente os do Sul, apresentam uma maior
ancestralidade africana, quando comparados a paises da Europa Central e Oriental
(Plaza et al., 2003).
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5.Reflex&o sobre implicacdes éticas e legais

Nos ultimos anos, grandes avangos na analise do genoma humano expandiram a
nossa compreensdo sobre a variabilidade genética entre populacdes e individuos. Tais
avangos sdo considerados de forma controversa por inimeras entidades uma vez que,
ao ser possivel expor uma diversidade de informacdes genéticas, se colocam em causa
varios principios fundamentais incluindo a privacidade individual, a liberdade e a
igualdade (Fujimura & Rajagopalan, 2011; Gonzalez-Tapia & Obsuth, 2015). Contudo, é
possivel afirmar que tais estudos forneceram informag¢des importantes a comunidade
cientifica relacionadas com diferentes areas do conhecimento como patologias,
comportamentos humanos, padres de migragdo populacional e questbes forenses
(Binstock, Hafeez, Metchnikoff, & Arron, 2014; Edgar, 2007).

A aplicacdo da genética no ambito forense permite a andlise e a fenotipagem de
marcadores genéticos interligados a caracteristicas fisicas (como cabelo, olhos e cor da
pele) e a ancestralidade permitindo criar um vinculo entre suspeitos e cenas de crimes e
ainda a identificacdo de cadaveres nao identificaveis por outros meios, relacionados ou
ndo com desastres de massa (Kayser, 2015; Pulker et al., 2007; Walsh et al., 2014).

No entanto, antes que estes progressos genéticos possam ser integrados na
rotina forense de laboratdrios cientificos portugueses, € necessario debater as
implicagcbes éticas, legais e sociais associadas a esses metodos com intuito de
esclarecer e envolver a sociedade civil em geral e, em particular, os agentes associados
a investigacdo criminal, de modo a todos contribuirem para a discussdo da introducéo da
FDP na rotina laboratorial nacional, e serem todos beneficiados com a seguranca que

esta proporciona.

33



5.1. Legislacao existente relativa a FDP

Um estudo conduzido em 2008 que analisou as legislacdes internas de 11 paises
em torno da fenotipagem forense de DNA concluiu que, tal como em Portugal, a maioria
dos paises em estudo apresentavam algumas referéncias a tipagem de DNA na sua
legislacdo (Tabela 2) (Schellekens, 2008). Contudo, essas leis restringiam a analise
forense na obtencdo de perfis genéticos e a comparacao destes com perfis armazenados
numa base de dados genéticos de perfis de DNA, limitando a potencialidade da
informacédo obtida através de uma andlise mais minuciosa da amostra biolégica obtida em
cena de crime, uma vez que apenas se conseguiria identificar o sexo do individuo a quem
pertencia a amostra e realizar um estudo comparativo daquela amostra com outras
retiradas do local de crime, ou disponibilizadas por familiares. (Toom et al., 2016).

Por outro lado, alguns paises ja reformularam a sua legislacdo permitindo a
utilizacdo da fenotipagem molecular para fins forenses, sendo esta explicitamente
decretada. No Reino Unido esta técnica encontra-se implementada na rotina laboratorial
e pode ser utilizada de modo a inferir a etnia dos individuos em estudo como auxilio na
investigacao criminal (Tabela 2). Um caso britdnico de sucesso que recorreu & FDP foi a
condenagao do criminoso “Night Stalker” em que se inferiu a etnia do suspeito e esta
informacdo permitiu orientar uma investigacdo de 20 anos sem pistas e com relatos
contraditérios acerca da etnia do agressor (Slabbert & Heathfield, 2018).

Atualmente, os Estados Unidos da América ndo apresentam uma legislacéo
federal nacional sobre o uso da FDP em investigacbes criminais, dependendo a sua
utilizacdo da legislagdo aplicada em cada Estado onde se localiza determinado
laboratério forense (Tabela 2). Por exemplo, no estado do Texas é permitido aos
laboratérios forenses recorrerem a esta técnica livremente e sem restricbes. Nos estados
de Indiana, Rhode Island e Wyoming, a legislagcéo restringe o uso do DNA a marcadores
ndo codificantes e exclusivamente para identificacdo pessoal. No estado de Vermont,
existe uma situacdo mista, a legislacdo embora proiba a identificacdo de doencas
médicas e genéticas, permite a utilizacdo da fenotipagem para fins de investigacéo
(Slabbert & Heathfield, 2018).

Entretanto a Holanda foi a primeira a sofrer alteracbes formalizadas na sua
legislacdo em Maio de 2003, de modo que passou a permitir, explicitamente, o uso do
DNA na previsdo de CEVs de um individuo desconhecido, ampliando assim o leque de
informacdes obtidas através de um perfil genético classico, obtido com base apenas em
STRs (Tabela 2) (Schellekens, 2008). Contudo, o codigo Holandés limita a previséo

dessas caracteristicas visiveis apenas e sO aquelas que podem contribuir para a
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investigacdo forense. Deste modo, pretende-se proteger a privacidade do individuo,

estipulando entdo que, apenas as caracteristicas conhecidas do suspeito e apenas as

presentes e visiveis no momento do seu nascimento, possam ser estudadas e registadas,

como por exemplo 0 seu sexo, a sua etnia e a cor dos seus olhos e cabelo (Slabbert &

Heathfield, 2018)

Tabela 2: Resumo da legislagdo aplicada em diferentes paises quanto a aplicagédo da Fenotipagem Forense

Pais

Legislacao referente
a FDP

Notas

Portugal

Austrélia;
Espanha;
Africa do Sul

Sem legislacdo explicita

Permite a obtencao de perfis genéticos para
posterior analise comparativa;

E apenas aferido o sexo do individuo.

A obtencao de perfis genéticos é limitada ao

uso de marcadores nao codificantes.

Brasil

Proibido

Implicacdes éticas, tais como a privacidade,

nao permitem a aceitacdo desta metodologia

Holanda

Alemanha

Reino Unido

Estados Unidos

Wyoming

Apresenta legislacdo
explicita

Limita a FDP para a previsdo da cor dos olhos,

cor de cabelo, cor de pele e sexo.

A FDP pode ser utilizada para a previsdo da
idade, cor de olhos, cor de cabelo e cor de

pele

Técnica implementada na rotina laboratorial;
E permitido utilizar a FDP para inferir a etnia de

um individuo.

A FDP pode ser utilizada livremente e sem

restricoes.

A FDP pode ser utilizada para a previsdo de
CEVs, contudo € proibida a sua utilizacdo

para a previséo de doencas

A FDP pode ser utilizada livremente caso

apenas se usem marcadores ndo codificantes

FDP — Forensic DNA Phenotyphing; CEVs — Caracteristicas Externamente Visiveis
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No Brasil, embora muito promissora, a aplicacdo pratica da fenotipagem forense
ainda é um assunto recente em discussdo, sendo a questdo da violacdo do direito a
privacidade (Art. 5 da Constituicdo Federal de 1988) um dos principais impasses legais,
uma vez que as leis e principios que regem os direitos do cidadao brasileiro nao
permitem o conhecimento e divulgacdo das suas caracteristicas fisicas através do seu
DNA (Tabela 2). De facto, segundo a legislacdo brasileira “...as informagdes genéticas
contidas nos bancos de dados de perfis genéticos ndo poderéo revelar tragcos somaticos
ou comportamentais das pessoas, exceto a determinagédo genética do seu género...” ("Lei
n.. 12654/12," 28 de maio de 2012). Assim, em principio, a utilizacdo da FDP em
laboratérios forenses brasileiros apenas sera utilizada quando a analise convencional por
STRs for insuficiente para elucidar um crime, sendo assim uma técnica de auxilio na
investigacao e ndo podera ser usada como prova para incriminar determinado individuo.

A Alemanha, até finais de 2019, limitava a previsdo de caracteristicas externas
a marcadores ndo codificantes, o que ndo excluia a utlizacdo da FDP uma vez que
marcadores de DNA ndo codificantes permitem identificar as mesmas caracteristicas que
marcadores codificantes, quanto maior for o desequilibrio da sua ligacdo (Tabela 2)
(Slabbert & Heathfield, 2018). Alias, alguns marcadores de DNA utilizados e sugeridos
para fins de FDP sdo SNPs intrénicos e, portanto, por definicdo, ndo sdo codificantes,
como por exemplo, o SNP preditivo HERC2 rs12913832 para a cor dos olhos (Visser,
Kayser, & Palstra, 2012; Walsh, Liu, et al., 2011; Walsh et al., 2013). Deste modo, devido
ao conhecimento da dindmica do genoma humano e aos varios avancos da ciéncia neste
assunto, uma distincdo entre marcadores codificantes e ndo codificantes é considerada
desatualizada e, portanto, ndo deveria ser utilizada para regular a aplicacdo de FDP de
DNA para fins forenses, sendo sugerido por Kayser (2015) que, em vez da referéncia do
uso forense de DNA, deveria ser regulamentado um propdésito forense especifico como
por exemplo, identificagdo individual, ou previsdo da aparéncia para fins de investigacao
(Kayser, 2015). Assim, a partir de 2019, a lei Alema aprovou a utilizacdo da FDP para a
previsdo de CEVs como a cor de olhos, cor de cabelo, cor de pele e, ainda, a idade
(Granja & Machado, 2020).

Quanto a Portugal, Africa do Sul, Espanha e Austrdlia esta metodologia n&o
apresenta qualquer mencdo na sua legislacdo, e nos ultimos trés paises — Africa do Sul,
Espanha e Austrdlia — ainda é limitada a obtencdo de perfis genéticos a marcadores nédo
codificantes (Tabela 2) (Santos, 2015; Slabbert & Heathfield, 2018).
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5.2. Argumentacéo subjacente a inclusdo de FDP na
investigacao criminal

Segundo um estudo portugués conduzido em 2013, relativamente a existéncia de
uma base de dados nacional onde estariam armazenadas informacfes genéticas de
todos os individuos residentes no pais e que poderia ser acedida de modo a facilitar
pericias forenses, dos 628 individuos inquiridos apenas 46.5% consentia sobre
disponibilizar as suas informacfGes genéticas de modo a estas serem armazenadas (H.
Machado & Silva, 2014). No ano seguinte (em 2014), na Suica, foi realizado um estudo
semelhante ao anteriormente referido e, neste estudo, apenas 29.2% dos inquiridos
concordavam com a existéncia de uma base de dados nacional que incluisse o perfil
genético de todos os individuos residentes naquele pais. Analisando este estudo com
mais profundidade, permite-nos constatar que, uma das questdes do inquérito incidia na
recetividade ao uso de marcadores fenotipicos como auxilio nas investigacdes forenses,
a qual 83.8% dos 284 inquiridos responderam ser recetivos. Entre os individuos
recetivos, a maioria referiu que a aceitacdo do uso da FDP iria depender da severidade
do crime em causa, em que 0s crimes ameacadores da vida ou que colocassem em risco
a integridade fisica ou sexual (homicidios, violacGes) seriam os que justificavam a
aplicacdo desta metodologia (Zieger & Utz, 2015).

Das restantes questfes que se referiam a marcadores fenotipicos (cor dos olhos,
cor do cabelo, cor da pele e origem étnica/geografica), todos apresentaram pelo menos
70% de aceitacdo. Ainda relativamente a este inquérito, a origem geogréafica foi a
caracteristica fenotipica cuja inclusdo mereceria menor aceitacdo, com a justificagdo de
gue os custos envolvidos seriam elevados e que a interpretacdo dos resultados poderia
levar a conclusdes erradas, devida & ocorréncia de uma falta de sensibilidade nesta
interpretacdo  com consequente discriminacdo das respetivas minorias étnicas.
Infelizmente as questbes éticas relacionadas com o uso destes marcadores codificantes
foram pouco mencionadas no estudo, contrariamente ao esperado (Zieger & Utz, 2015).

Assim sendo, torna-se importante debater a necessidade de recorrer a
marcadores codificantes nas pericias forenses e consequentemente ao debate das
implicacbes éticas que dai advém uma vez que a aplicacdo da FDP e de uma possivel
base de dados armazenando as suas informacdes pode colocar em causa principios
éticos como a liberdade, a privacidade e a igualdade, caso nao sejam devidamente
esclarecidas e salvaguardadas.

Uma das principais implicagbes éticas que dificulta a aceitacdo global da FDP é a
possibilidade de violacdo de privacidade do individuo em estudo uma vez que a previsédo

das suas caracteristicas fisicas através de DNA pode proporcionar a revelacdo de um
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fen6tipo oculto, como por exemplo uma doenca genética ou uma predisposi¢ao
subjacente, bem como um traco fisico alterado intencionalmente. Contudo, esta
implicacdo foi debatida por Kayser & Schneider (2009) que esclareceram que a previsao
de CEVs néo viola a privacidade individual uma vez que as caracteristicas investigadas
sdo externas e visiveis a todos, fornecendo as mesmas informagBes, ou mesmo
informacdes mais fidedignas, que uma testemunha ocular. Estas testemunhas oculares,
por sua vez, podem mais facilmente ser influenciadas por preconceitos e potencialmente
ser afetadas por memoérias subjetivas (Kayser & Schneider, 2009).

Refere-se ainda que ja em 2007, em Portugal, o Conselho Nacional de Etica para
as Ciéncias da Vida (CNECV) emitiu um parecer onde defendia que “caso fosse
encontrada uma associacdo entre um marcador nao codificante e uma doenca ou um
traco comportamental, esse marcador deveria ser retirado do painel e que todos os dados
que fossem obtidos anteriormente com esse marcador deveriam ser eliminados” de modo
a limitar assim a possivel discriminacdo genética que poderia ocorrer tanto pelas forcas
policiais como por outras entidades de servigo publico, como as seguradoras e empresas
gue necessitem de clientes ou trabalhadores com certo patriménio genético (ou falta
deste) (CNECV, 2007). Além disso, a legislacdo portuguesa (Lei n.° 12/2005, de 26 de
Janeiro) salienta explicitamente que é proibida a realizacdo de testes genéticos com o
objetivo de selecionar trabalhadores e ainda refere, no que respeita as companhias de
seguros, que estas ndao podem utilizar qualguer tipo de informac&do genética para recusar
um seguro ou estabelecer prémios mais elevados consoante a previsdo da debilidade da
salde de um individuo. Nessa mesma lei, nomeadamente no artigo 19°, também se
referenciam os bancos de produtos bioldgicos que sdo, por definicdo, “qualquer
repositério de amostras biolégicas ou seus derivados, com ou sem tempo delimitado de
armazenamento, quer utilize colheita prospectiva ou material previamente colhido, quer
tenha sido obtido como componente da prestacdo de cuidados de saude de rotina, quer
em programas de rastreio, quer para investigacdo, e que inclua amostras que sejam
identificadas, identificaveis, anonimizadas ou anénimas” indicando que estes bancos
“constituidos para fins forenses de identificacdo criminal, ou outros, devem ser objecto de
regulamentagao especifica” ("Lei n.° 12/2005," 26 de Janeiro de 2005).

Uma outra lei, nomeadamente a Lei n.° 5/2008 de 12 de Fevereiro, referente a
base de dados de perfis de DNA para a identificagdo civil e criminal, “estabelece os
principios de criacdo e manutencdo desta base, regulando, para o efeito, a recolha,
tratamento e conservacdo de amostras de células humanas, a respetiva analise e
obtencdo de perfis de DNA e a metodologia de comparacédo de perfis de DNA extraidos
das amostras, bem como o tratamento e conservacdo da respetiva informacdo em

ficheiro informatico”. Esta mesma lei, nhomeadamente no capitulo VI, responsabiliza o
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Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses para reger as operacfes que
sejam aplicaveis a utilizacdo da base de dados, e a Comissdo Nacional de Prote¢éo de
Dados (CNPD) para fiscalizar as condicbes de funcionamento, bem como as condi¢bes
de armazenamento das amostras, para certificacdo do cumprimento das disposi¢oes
relativas a protec@o de dados pessoais ("Lei n.° 5/2008," 12 de Fevereiro de 2008).

A previsdo do sexo de um individuo é uma caracteristica incluida habitualmente
nos kits de utilizacdo forense de modo a aferir o sexo do individuo, podendo por vezes
nao coincidir com o seu género. A inclusdo do marcador — amelogenina —, no entanto,
nao sofreu o escrutinio de que outros marcadores fenotipicos estdo atualmente a ser alvo
provavelmente devido ao ja muito longo periodo da sua utilizacdo neste ambito forense.
Contudo, deve-se reconhecer que a cor do cabelo, a cor dos olhos e a cor da pele de um
individuo ndo sdo necessariamente mais privados do que o conhecimento do seu sexo.
Assim sendo, pode-se incentivar a inclusdo da FDP para a previsdo de outras CEVs a
semelhanca do que se faz com a determinacdo do sexo de um individuo. Como o ja
referido, o sexo de um individuo pode ser considerado igualmente privado em
comparacdo a cor da sua pele, uma vez que, por exemplo, atualmente jA podem ser
reveladas anomalias genéticas ligadas ao sexo e outras informag¢des profundamente
privadas acerca de um individuo, como por exemplo a detecdo de uma trissomia ou de
uma outra sindrome. Assim, a inclusdo do marcador amelogenina alegando a sua
capacidade de fornecer pistas forenses e para fins de identificacdo, suscita o debate da
inclusdo de outros marcadores fenotipicos utilizando o mesmo argumento Deste modo, a
legalizacdo da previsdo do sexo de um individuo define um precedente para a futura
inclusdo de outros marcadores fenotipicos em pericias forenses; desde que os resultados
sejam tratados com a mesma confidencialidade que as anomalias ligadas ao sexo
(M'Charek, 2008).

Uma outra implicacé@o ética referida na bibliografia consultada e que é adversa a
inclusdo da FDP em laboratérios forenses, refere-se ao armazenamento fisico dos dados
fenotipicos obtidos e sobre a possibilidade de acesso a tais informacBes durante, e
possivelmente apds, uma investigacdo. Este acesso indevido a informacdo armazenada
poderia conduzir ao uso inadequado desses mesmos dados genéticos de modo a detetar
outro tipo de caracteristicas como alteracdes de ordem médica ou comportamentais de
um individuo o que poderia incentivar a sua discriminagdo com base ha sua
predisposicdo genética (Slabbert & Heathfield, 2018; Toom et al., 2016).

No entanto, e em sua defesa, ou seja, da inclusdo da informacéo fenotipica na
pratica forense, argumenta-se que estas questdes podem ser devidamente

regulamentadas com a implementacdo adequada de legislagcdo relativa aos
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procedimentos de seguranga e armazenamento, diminuindo assim a possibilidade desta
técnica se tornar um risco para a privacidade da populagéo (Kayser & Schneider, 2009).

Um segundo argumento fundamenta-se no facto de que os kits de fenotipagem
de DNA disponiveis, que foram desenvolvidos para prever a aparéncia normal de um
individuo, normalmente ndo s&o informativos para outro tipo situagdes, como é o caso da
detecdo de mutacdes relacionadas com diferentes patologias que podem ter subjacente
uma causa genética. Por exemplo, o gene OCA2 determina o albinismo oculocutaneo de
tipo 2, uma forma especifica de albinismo, e esse mesmo gene encontra-se envolvido na
biossintesse da pigmentacdo da pele, olhos e cabelo. No entanto, as mutagbes que
ocorrem no gene OCA2 e que causam esta doenca séo diferentes dos SNPs que estdo
envolvidos na biossintese em que estes participam, sendo portanto impossivel, através
da previsdo da cor de pele, dos olhos e do cabelo, por exemplo, identificar as mutactes
presentes neste gene (Simeonov et al., 2013). Outro argumento defensivo relacionado
com este, alega que, apesar do risco de comportamento antiético ser elevado e de poder
levar a consequéncias indesejaveis, 0 interesse publico e a seguranca da sociedade na
identificacdo de um cadaver ou na identificacdo e ou condenacdo de um criminoso,
supera a possivel descoberta de uma possivel patologia genética associada a um
determinado individuo. Contudo, esta Ultima questdo deve ser tratada com a devida
sensibilidade (Slabbert & Heathfield, 2018; Toom et al., 2016).

Uma terceira implicacdo associada a fenotipagem molecular incide sobre os
possiveis efeitos negativos sobre os direitos fundamentais, como é o caso do direito a um
julgamento justo. Ocorre que, devido ao "efeito CSI", as provas forenses assumiram uma
importancia muito elevada nas etapas de um julgamento (Whittall, 2008). Sucintamente,
este efeito fundamenta-se no facto de que se verifica um aumento das expectativas
irrealistas de um juri, que em muitos casos pode integrar individuos nao especialistas na
area da genética forense, em relacdo as evidéncias forenses que sdo apresentadas em
tribunal, que ocorre devido a ficcionalizagdo das mesmas nos programas televisivos que
as apresentam como conclusivas e irrefutaveis, podendo ser uma explicacdo para a
preocupacédo da sociedade acerca da utilizacdo da FDP (Scott & Skellern, 2010).

Estas expectativas demasiado elevadas na prova genética conduzem ao receio
generalizado dos cidadaos facultarem a sua autorizagdo para o0 uso livre dos seus dados
genéticos. Tais informagbes poderiam potencializar a discriminacdo de grupos
minoritarios, elevando a desconfianca dos cidaddos acerca da manipulagdo de perfis
genéticos por parte das autoridades. Deste modo se explica o motivo pelo qual nos
paises em que esta metodologia € aceite e regulamentada, as recomendacfes passaram

a incluir o uso de fenotipagem molecular apenas como auxiliar das investigacoes

40



forenses proibindo o seu uso como prova cientifica em Tribunal (Slabbert & Heathfield,
2018).

De modo a avaliar os impactos sociais, culturais, éticos, regulamentares e
politicos do uso da FDP em laboratérios forenses da Unido Europeia (UE), um estudo
conduzido por Granja & Machado (2020) realizou, entre Marco de 2016 e Maio de 2018,
29 entrevistas a especialistas forenses, oriundos de treze paises europeus diferentes e
licenciados em diversas areas como, por exemplo, Biologia, Genética e Medicina. Como
temas abordados nas entrevistas foram questionados a organizacdo dos servicos de
genética forense no pais em que o participante estava sediado, opinides e experiéncias
sobre o intercAmbio transnacional de dados de DNA na UE, e as percepcbes das
inovacdes e desenvolvimentos da FDP (Granja & Machado, 2020).

Este estudo teve como principal objetivo explorar a opinido de cientistas forenses
guanto ao potencial da FDP em contexto forense e as repercussdes do seu uso, uma vez
gue esses profissionais apresentam o0s conhecimentos necessarios para moldar a
regulamentacdo de tal metodologia, e ainda influenciar a distribuicdo de
responsabilidades entre os diferentes campos legais (Granja & Machado, 2020).

No decorrer das entrevistas, e tal como referido anteriormente, os especialistas
referem que atualmente existe uma série de interesses comerciais, de entretenimento e
dos media em exagerarem a potencialidade do uso da FDP, e ainda salientam que tal
exaltacdo da técnica cria diversos desafios, principalmente quando os especialistas tém
que explicar as forcas policiais as limitacbes da legislacdo quanto a FDP e o que nédo é
legalmente permitido desvendar com esta técnica. Diante de tais cenarios, 0s
especialistas forenses consideram que a principal forma de evitar, ou diminuir, os efeitos
de tal exaltacdo, seria debater as limitacdes do FDP, principalmente entre autoridades
que trabalham diretamente com tais metodologias. de modo a todos compreenderem as
contingéncias envolvidas e diminuir os riscos da sua utilizacdo inadequada. Como nota
final, a maioria dos entrevistados concordou que a FDP deveria, idealmente, ser restrita a
casos criminais graves, uma vez que pode fornecer informacdes Uteis quando outras
metodologias apresentam resultados inconclusivos, devendo-se apenas prever as CEVs
de um individuo caso este tenha cometido um crime muito grave, como um homicidio ou
violacdo, ou ainda, se 0 crime em causa apresenta O risco de se perpetuar no tempo
(Granja & Machado, 2020).

Como referido anteriormente, e apoiado pelo estudo de Granja & Machado (2020),
de modo a combater os receios inerentes a utilizagdo da FDP, as entidades policiais de
investigacdo deveriam de ser submetidas a uma formacdo adequada sobre a
interpretacdo de resultados, de modo a evitar a simplificacdo excessiva de descri¢cdes e

perfis fisicos. Seria ainda necessario informar a populacdo de que o objetivo de incluir a
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fenotipagem molecular ndo serviria para ser utilizada isoladamente no decorrer de uma
investigacdo, mas como uma meio complementar que permite obter informacdes
adicionais relacionadas com determinadas evidéncias forenses (Cho & Sankar, 2004;
Frudakis, 2008).

Por fim, embora a fenotipagem molecular carregue preocupacbes a nivel
bioético que é importante reconhecer e abordar, importa também referir as suas vastas
vantagens e o0 seu valor social. Assim, a fenotipagem molecular tem um impacto
importante na analise do material genético em processos forenses, nomeadamente
contribuir para melhorar a investigacdo nos casos de identificacdo criminal ou em casos
de pessoas desaparecidas. A previsdo precisa de CEVs pode ajudar a diminuir o
universo de possiveis suspeitos implicados num determinado crime, através da exclusao
positiva de individuos, permitindo assim economizar tempo e recursos financeiros durante
uma investigacao criminal. Permite ainda atribuir uma identidade a vitimas desconhecidas
(desaparecidas ou vitimas de desastres de massa), e a restos humanos néo reclamados
porque, devido ao seu estado de decomposicdo ou fragmentacdo, ndo possibilitam o seu

reconhecimento na fase de autépsia forense (Slabbert & Heathfield, 2018).
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6. Materiais e Métodos

6.1. Metodologia

Foi realizada uma revisdo bibliografica com base em artigos cientificos
encontrados sobre o tema, na literatura disponivel, na base de dados PubMed usando as
palavras-chave: Irisplex, HirisPlex, forensic genetics, eye color prediction, hair color
prediction, Ethical implications of DNA phenotyping, Legal considerations on DNA
phenotyping and social discrimination e Portuguese database.

Com base nas informacdes encontradas nos artigos cientificos revistos, foi ainda
realizada uma reflexdo, a nivel ético, das repercussdes da fenotipagem forense em
Portugal, utlizando, ainda, o website da Assembleia da Republica (url:

https://www.parlamento.pt/Legislacao/Paginas/ConstituicaoRepublicaPortuguesa.aspx)

de modo a enquadrar a legislacdo portuguesa na mesma reflexao.
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6.2. Protocolo sugerido

Em primeiro lugar, relativamente & amostragem sugere-se o estudo de diferentes
tipos de amostras biolégicas: obtidas em locais de crime (sangue, saliva, sémen) ou
retiradas de cadaver(s) (sangue, saliva, 0sso, polpa dentéria).

Seguidamente, estas amostras teriam de ser submetidas a uma extracdo de DNA,
um procedimento frequente em todas as pericias realizadas no ambito da genética
forense. A extracdo de DNA consiste em isolar esta molécula, presente no nucleo das
células, e excluir outras estruturas celulares, purificando assim a amostra para a
realizacdo de uma andlise laboratorial adequada. Esta etapa pericial apresenta varios
protocolos disponiveis dependendo do peso molecular do DNA que se pretende obter,
tendo evoluindo ao longo da histéria da genética forenses. Historicamente sempre que se
necessitava da obtencdo de DNA de alto peso molecular, efetuava-se uma extracao
organica com fenol-cloroformio, ou com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, que permitia
obter DNA de elevada pureza. Posteriormente utilizou-se um método de extracdo que
usava uma resina, o Chelex® 100, que tornava a etapa de extracdo mais rapida, sendo
facil e eficiente especialmente no caso de amostras de sangue e saliva (Simon, Shallat,
Williams Wietzikoski, & Harrington, 2020).

Durante muito tempo, utilizou-se um anticoagulante, como o EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) em detrimento da heparina que inibe a PCR, para tratar o
sangue colhido, material que podia ser eluido de modo a que a extracdo de DNA e
posterior amplificacdo por PCR fosse eficaz. Atualmente, com os kits de amplificacdo de
Gltima geracéo, basta impregnar uma pequena quantidade de sangue num papel de filtro
e é possivel partir diretamente para a amplificacdo sem necessidade de extracao.
Quando as amostras sdo de saliva, é possivel trata-las com um tampédo especial que
permite isolar o DNA de modo a ser usado na fase seguinte da PCR. Sugere-se portanto
usar zaragatoas bucais neste tipo de estudos, sempre que seja possivel.

Também quando as amostras em estudo sdo 0ssos antigos degradados e com
um numero reduzido de sequéncias-alvo intactas, as analises de DNA sao principalmente
propensas a contaminacfes, sendo por vezes necessario realizar uma purificacao
precedente a extracdo de DNA (Schmidt et al., 2020). Segundo Schmidt et al., num
estudo realizado em amostras provenientes do Departamento de Antropologia Histérica
de Gottingen, as etapas que as amostras 6sseas devem ser submetidas antes da
amplificagdo enzimatica através da PCR, séo:

a) A preparacdo da amostra, realizando uma descontaminacdo preventiva desta

e moé-la em po fino;
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b) A extracdo de DNA, consistindo em estagios de descalcificagéo, lise celular e

purificacdo de DNA;

Para a realizacdo desta técnica podem ser utilizados protocolos que utilizam
reagentes preparados no préprio laboratério ou, mais frequentemente, através do uso de
kits comerciais que simplificam o procedimento (Toole et al.,, 2019). Contudo,
independentemente do protocolo utilizado para a extracdo de DNA, em todos eles
algumas etapas sdo semelhantes, sendo as mais relevantes a etapa da lise celular, a
etapa em que ocorre ligacdo a um suporte sélido que pode ser de silica, a etapa das
lavagens sucessivas ou de purificacdo e finalmente a etapa de eluicdo. Todas estas
etapas tém sido preferencialmente realizadas com a ajuda de bio-robots comerciais (ex.
Auto Mate Express™, Applied Biosystems) e respetivos kits de extracdo, eliminando
deste modo possiveis contaminacfes nesta fase (de extracdo), devidas as diferentes
fases operacionais que envolvem a intervencdo humana. Sugere-se, portanto, utilizar
esta metodologia em amostras mais complexas, incluindo amostras em diferentes
suportes, como tecidos, objetos, etc (Toole et al., 2019).

O passo seguinte ao do isolamento do DNA, a partir de qualguer amostra
biolégica, é o da PCR, técnica que se baseia na amplificacdo enzimatica in vitro de um
fragmento de DNA de interesse (target), flanqueado por 2 primers que hibridam com as
extremidades 3" da cadeia dupla. Deste modo, ciclos repetidos, que consistem em trés
fases, irdo originar, em cada ciclo, a duplicacdo da sequéncia inicial correspondendo a
um crescimento exponencial da referida sequéncia. Assim, ap6s cerca de 30 ciclos, o
DNA em estudo, delimitado pelos primers cuja sequéncia de bases foi previamente
selecionada, estara amplificado cerca de 1 milhdo de vezes (Toole et al., 2019).

O uso da técnica de PCR requer que, pelo menos, seja conhecida a sequéncia de
DNA que rodeia a regido de interesse para ser possivel a construcdo dos primers usados
na amplificacdo, neste caso, na elaboracdo de um protocolo com intuito de prever as
CEVs de um individuo, seria mais indicado recorrer a tipagem de SNPs pelas razbes
citadas em capitulos anteriores (Stangegaard, Froslev, Frank-Hansen, Hansen, &
Morling, 2011).

ApOs a extracdo de DNA, como protocolo alternativo a PCR convencional, e
dependendo dos equipamentos disponiveis nos diferentes laboratérios forenses, poder-
se-ia recorrer a uma PCR quantitativa em tempo real (real-time quantitative PCR — RT
gPCR), A RT gPCR ¢é uma técnica que combina a metodologia da PCR convencional
com um mecanismo de detecdo e quantificagdo por fluorescéncia, permitindo que os
processos de amplificacdo, detecdo e quantificacdo de DNA sejam realizados numa Unica
etapa, agilizando a obtencdo de resultados e diminuindo o risco de contaminacdo da

amostra (Zhao et al., 2006), caracteristica de muita importancia no caso de se utilizarem
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amostras forenses, como ja foi referido. Esta metodologia, comparada a PCR
convencional, € mais sensivel, especifica e rapida, apresentando resultados ao fimde 2 a
3 horas e sendo desnecessario o recurso & eletroforese, uma vez que a adicdo de
sondas fluorescentes as reacfes de PCR permite a monotorizacdo da amplificacdo do
DNA-alvo em tempo real. Além disso, por meio da monitorizacdo em tempo real da taxa
de aumento da fluorescéncia durante a reagao, € possivel determinar com precisao a
guantidade de DNA-alvo presente na amostra original (Jung et al., 2018).

No caso de se optar pela utilizacdo da PCR convencional, € necessario recorrer a
eletroforese, de modo a conseguir detetar o DNA amplificado e proceder de seguida a
avaliacdo dos resultados obtidos, estando os laboratérios forenses portugueses
preparados para realizar tal etapa.

A utilizacdo de sequenciadores automaticos como tecnologia associada a PCR é
comum, sendo usados em todas as pericias realizadas nos laboratérios de genética
forense tanto na analise de loci STR, como em estudos de sequenciacdo, como acontece
no caso de ser necessaria a analise do mtDNA. Estes permitem que a informacao
eletroforética fique armazenada a medida que decorre a migracao, gracas a utilizacdo de
um software apropriado, sendo os alelos detetados por laser uma vez que 0s primers
usados sdo marcados com fluorescéncia. Outra vantagem da sua utilizacdo reside na
migracao paralela de varios padrdes externos (sizers externos) e padrdes internos (sizers
internos) adicionados a todas as amostras a estudar, e que sdo reconhecidos pelo
software, de modo a construirem curvas de calibracdo, eliminando as diferencas de
mobilidades eletroforéticas que possam existir. Deste modo, é possivel eliminar
automaticamente as variacdes da mobilidade eletroforética, as quais podiam conduzir a
uma tipagem errada dos alelos (Christiansen et al., 2019). Com um sequenciador
também é possivel a tipagem simultdnea de varios sistemas, pelo que é necesséria uma
guantidade inferior de DNA molde, o que constitui uma grande vantagem na resolugéo de
casos com interesse forense em que se dispde de pequenos vestigios com quantidades
exiguas de DNA (Shuai et al., 2014).

Os sequenciadores utilizados nos laboratérios de Genética e Biologia Forenses
recorrem a eletroforese capilar. A eletroforese capilar, entre outras vantagens, € uma
metodologia que possibilita uma elevada sensibilidade de detecdo, caracteristica de
grande interesse, especialmente quando a quantidade de produto amplificado é exigua.
Este facto revela-se de especial interesse quando se possui mistura de amostras
provenientes de mais de um individuo, pois o tamanho dos picos obtidos indica o material
celular existente de cada individuo, como por exemplo, nos casos de violacao
(Christiansen et al., 2019).
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Tal como recomendado num dos estudos de Dario et al. (2015) e noutros artigos
cientificos portugueses, nhomeadamente no estudo de Pontes & Pinheiro, ja anteriormente
referidos, propde-se que as amostras sejam analisadas através da técnica da
minisequenciacdo e extensdo de uma base Unica (em inglés, Single Base Extension —
SBE) usando o sistema SNaPshot™ (Applied Biosystems), possivel de realizar nos
laboratérios de Genética Forense portugueses. Esta metodologia baseia-se na alta
precisdo da incorporacdo de nuclettidos pela DNA polimerase, sendo esta etapa
finalizada com a analise dos alelos detetados através do uso do software GeneMapper ID
3.2.1(Dario et al., 2015).

6.2.1. SNPs escolhidos

Qualquer que seja a metodologia a usar, os SNPs relacionados com a cor dos
olhos a escolher poderiam resultar dos resultados reportados por Dario et al. e
selecionariamos 4 dos 6 SNPs do sistema IrisPlex: rs12913832 (HERC2), rs1800407
(OCA2), rs12896399 (SLC24A4), rs16891982 (SLC45A2) uma vez que foram os Unicos
que obtiveram resultados aceitaveis, de modo a tornar a técnica escolhida
financeiramente exequivel, com o minimo de desperdicios laboratoriais.

Para a simultdnea previsdo da cor de cabelo e cor de olhos, como referido
anteriormente neste estudo, Walsh et al. (2013) selecionaram SNPs dos genes MCI1R,
SLC45A2, EXOC2, KITLG, IRF4, TYR, SLC24A4, HERC2, ASIP e TYRP1l para
complementarem os SNPs presentes no sistema IrisPlex. Na auséncia de estudos que
discutam quais os melhores marcadores genéticos para a previsdo da cor de cabelo da
populacdo portuguesa, e sendo ainda necessaria uma avaliacdo e validacdo praticas em
laborat6rios nacionais, selecionaria todos os SNPs presentes no sistema HlrisPlex,
totalizando 24 SNPs, salvaguardando que, apos a revisédo de diversos artigos, alguns dos
seus genes apresentam melhores resultados do que outros:

- O gene MCI1R, como ja referido, estd amplamente relacionado com a cor de
cabelo ruiva, nomeadamente os SNP rs1805007 e rs1805008;

- O gene SLC45A2 apresenta o SNP rs28777 para a previsao da cor de cabelo
preta e o SNP rs16891982 muito Util porque simultaneamente pode ser usado para a
previsdo da cor de olhos, cor de pele e cor de cabelo;

- O gene EXOC2 apresenta 0 SNP rs4959270 preditivo para a cor de cabelo
preta;
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- O gene SLC24A4 teria também uma elevada aplicabilidade na previsdo da cor
dos olhos (SNP rs12896399) e da cor de cabelo loira (SNP rs2402130), existindo outros
SNPs presentes neste gene, cuja importancia no contexto da fenotipagem esti
estabelecida, mas que nao foram adicionados ao sistema HlrisPlex;

- O gene HERC2 que, como referido anteriormente, é considerado o gene mais
importante no ambito da fenotipagem, apresenta SNPs para a previsdo da cor dos olhos
e que, simultaneamente, estdo envolvidos na previsdo da cor de cabelo ruiva
(rs12913832);

- O gene ASIP que apresenta SNPs para a previsdo das diferentes tonalidades de
cabelos ruivos (rs2378249 e rs1015362).

Um argumento para a introducdo completa de todos os SNPs presentes no
sistema HIrisPlex para a previsdo simultdnea da cor de olhos e cor de cabelo (incluindo
0s 2 SNPs desnecessarios para a exclusiva previsdo da cor de olhos) tem a ver com a
utilizacdo do software associado a este sistema, ou seja, a auséncia do SNP presente no
gene HERC2 (rs12913832) ndo permite ao software prever a cor dos olhos, a auséncia
dos 11 SNPs presentes no gene MC1R ndo permite a previsdo da cor de cabelo, e a
auséncia dos SNPs presentes nos genes HERC2, SLC45A2 e IRF4 (um dos genes sem
resultados satisfatérios) ndo permite a previsdo simultinea da cor de olhos e cabelo
(Walsh et al., 2013). Deste modo, poderiam ser excluidos SNPs para a utilizacdo do
sistema IrisPlex para a previséo da cor de olhos em individuos Europeus, mas para a
previsdo simultdnea da cor de olhos e cor de cabelo seria necessario recorrer a todos os
SNPs presentes no sistema HIrisPlex de modo a este funcionar corretamente.

Finalmente, apdés a tipagem dos SNPs, seria necessario aceder ao website do
sistema HiIrisPlex (https://hirisplex.erasmusmc.nl/) para introduzir o nimero de alelos
minor (0, 1 ou 2) de cada uma das variantes de DNA utilizadas, como demonstra a Figura
3 (Walsh et al., 2013).
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The HirisPlex System

1 MC1R rs312262906 A 1 2NA
2 MC1R rs11547464 A 012NA
3 MC1R rs885479 F 012NA
4 MC1R rs1805008 T 012NA
5 MC1R rs1805005 T 012NA
6 MC1R rs1805006 A 012NA
7 MC1R rs1805007 T 01 2NA
8 TUBB3 rs1805009 C 012NA
9 MC1R rs201326893 A 012NA
10 MC1R 1s2228479 A 012NA
11 MC1R rs1110400 C 012NA
12 SLC45A2 rs28777 C 012NA
13 SLC45A2 516891982 C 012NA
14 KITLG 1512821256 G 012NA
15 LOC105374875 rs4959270 A 012NA
16 IRF4 rs12203592 T 012NA
17 TYR rs1042602 T 012NA
18 OCA2 rs1800407 A 012NA
19 SLC24A4 rs2402130 G 01 2NA
20 HERC2 rs12913832 T 012NA
21 PIGU rs2378249 C 012NA
22 LOC105370627 12896399 T 012NA
23 TYR rs1393350 T 012NA
24 TYRP1 rs683 G 012NA

Display Predicted Phenotype Download Predicted Phenotype

Figura 3: Website do sistema HirisPlex. 0 — 0 alelos minor; 1 — 1
alelo minor (heterozigotia); 2 — 2 alelos minor (homozigotia); NA

— Nao aplicado. Adaptado de: https://hirisplex.erasmusmc.nl/

Ap6s a introducdo da informagdo solicitada pelo sistema, trés valores de
probabilidade (Tabela 3) serdo gerados: um para a cor de cabelo (preto, castanho, ruivo e
loiro), um segundo para a tonalidade escura ou clara dessa mesma cor, e ainda um
terceiro valor para a cor de olhos (castanho, azul ou intermédio) permitindo, assim, prever
as CEVs do individuo cuja identidade se encontra em estudo. Deste modo, seria possivel
inferir que cor de olhos e de cabelo com que tonalidade clara ou escura, provavelmente
apresentaria o individuo dador de determinada amostra, conforme fica demonstrado com
0 exemplo na Tabela 3 (Walsh et al., 2013).
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Tabela 3: Resultado de uma previsdo de CEV através do website do
sistema HirisPlex.

p-value  AUC Loss

blue eye 0.424 0.012 |
intermediate eye 0.255 0.033
brown eye 0.321 0.008
blond hair 0 0.0589
brown hair 0 0.061

red hair 1 0.064 |
black hair 0 0.014
light hair 1 0.031 |
dark hair 0 0.031

Legenda: Blue eye — olhos de cor azul; intermediate eye — olhos de
cor intermédia (esverdeados); Brown eyes — olhos de cor castanha;
Blond hair — cabelo loiro; Brown hair — cabelo castanho; Red hair —
cabelo ruivo; Black hair — cabelo preto; Light hair — cabelo com
tonalidade clara; Dark hair — cabelo cm tonalidade escura. Adaptado

de: https://hirisplex.erasmusmc.nl/
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7. Conclusdes

As CEVs de um individuo permitem a sua identificagcdo visual, caso seja
necessario reconhecer um suspeito de crime, bem como identificar um cadaver
esqueletizado ou restos mortais recolhidos de locais de desastre de massa. Contudo, na
impossibilidade de existirem testemunhas oculares, ou na presenca de um cadaver cujas
CEVs sdo irreconheciveis, a obtencdo de uma amostra de DNA do individuo que se quer
identificar poderd auxiliar a investigacdo com informacdes, até ha bem pouco tempo,
inalcancaveis por outros meios forenses. Deste modo, a tipagem de SNPs presentes em
genes relacionados com CEVs permite inferir a provavel aparéncia de um individuo,
nomeadamente a sua cor de olhos, cor de cabelo, cor de pele, entre outras (Bulbul &
Filoglu, 2018)

Até aos dias de hoje, os estudos relevantes para previsdo destas caracteristicas
incidiram essencialmente na previsdo da cor de pele, olhos e cabelo, sendo as Ultimas
duas caracteristicas as que apresentam um sistema internacionalmente validado para a
populacdo Europeia, o HirisPlex (Walsh et al., 2014).

Com este estudo e relativamente ao primeiro objetivo, apds a revisdo bibliogréfica,
pode-se concluir que tanto o sistema IrisPlex, como o sistema HIrisPlex, apresentam
resultados bastante satisfatorios para individuos Europeus a excegdo de “ SNPs que
apresentam podendo ser aplicado em qualquer laboratério forense, como demonstrado
por diversos estudos mundiais. Contudo, tendo estes sistemas como populagdo alvo os
Europeus, e os marcadores genéticos direcionados para as CEVs que estas populacdes
maioritariamente expressam, quando aplicados a individuos cujo background genético
apresente  biodiversidade ancestral poderdo apresentar algumas limitacdes,
nomeadamente para a previsdo de cor de pele, e para a cor de olhos verdes (ou
intermédios).

Portugal, tendo sido um pais colonizador, estando préximo ao continente Africano,
e ainda sendo considerado um dos paises mais importantes nas rotas de comércio
mundiais, permitiu aos seus cidaddos desenvolver relacbes com populacbes de
diferentes paises intercontinentais ao longo dos séculos, tornando a sua populagdo num
mix genético no que se refere a ancestralidade. Como tal, concluiu-se que o sistema
IrisPlex pode ser aplicado, a populacédo portuguesa e a maioria dos seus imigrantes, para
a previsdo da cor de olhos de cidadaos portugueses e imigrantes Africanos residentes em
Portugal, (Dario et al., 2017). Dada a inexisténcia de estudos nacionais publicados
relacionados com a aplicabilidade do sistema HIirisPlex na populagdo portuguesa e nos

seus imigrantes, apds a revisdo bibliografica, entendemos que tal sistema poderia tal
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como se demonstrou com o IrisPlex, apresentar resultados satisfatérios para a previsdo
da cor de cabelo de todas as populagbes residentes em Portugal. Esta previsdo seria
possivel porque 0s genes constituintes do sistema HirisPlex apresenta SNPs com
elevado poder preditivo para todas as tonalidades de cor de cabelo. Por outro lado, na
inexisténcia de estudos satisfatorios para a fenotipagem de outras CEVs, homeadamente
da cor da pele, por exemplo, admitimos que sejam necessarios bastantes mais estudos e
um conjunto de amostras com bastante mais diversidade, representativas de diferentes
paises e continentes, de modo a ser possivel aferir com elevada probabilidade a
expressédo de uma certa cor de pele, uma vez que a quantidade e diversidade de tons de
pele sdo bastante mais numerosas e complexas que 0s possiveis resultados para
previsdo da cor de olhos e cabelo (Walsh et al., 2014).

Quanto ao segundo objetivo, ou seja, o objetivo de sugerir um protocolo para a
replicacdo do sistema HirisPlex, e na inviabilidade de testar procedimentos laboratoriais
no decorrer da escrita desta tese, uma revisdo bibliografica de diversos estudos, em que
o sistema foi aplicado, demonstrou que o trabalho executado por Dario et al. (2017)
complementado com o protocolo proposto pelos criadores do sistema HlirisPlex (Walsh et
al.), seria 0 melhor protocolo a ser executado no ambito da investigacdo forense nacional.

Quanto ao terceiro e Ultimo objetivo, 0 objetivo de realizar uma reflexdo sobre
algumas questbes éticas relacionadas com o tema da fenotipagem forense, uma vez que
Portugal ndo possui legislacdo especifica que regule o uso deste tipo de metodologia
e/ou marcadores alternativos, concluiu-se que a maioria dos paises apresenta referéncias
a tipagem de DNA na sua legislacdo, contudo essas leis restringem essa analise forense
na obtencdo de perfis genéticos e na comparacao destes com perfis armazenados numa
base de dados de DNA forense (Toom et al., 2016).

Por outro lado, alguns paises, como o Reino Unido e a Holanda ja reformularam
as suas leis permitindo a utilizacdo da fenotipagem molecular para fins forenses, sendo
esta explicitamente decretada na sua legislacdo. (Slabbert & Heathfield, 2018).

Quanto a Portugal, Austrdlia e Africa do Sul, a FDP n&o apresenta qualquer
menc¢ao na legislacdo, e segundo um estudo portugués conduzido em 2013 relativamente
a existéncia de uma base de dados nacional onde estariam armazenadas informacdes
genéticas de todos os individuos residentes no pais e que poderia ser acedida de modo a
facilitar pericias forenses, apenas 46.5% dos inquiridos consentia sobre disponibilizar as
suas informacgdes genéticas (M'Charek, 2008). Tais resultados demonstram uma falta de
conhecimento e esclarecimento acerca da mais valia das informacdes que a fenotipagem
forense poderia facultar as autoridades policiais, de modo a contribuir para aumentar a
seguranca no pais através da diminuicdo da quantidade de casos forenses inconclusivos

por défice de identificacdo dos autor(es) do(s) crime(s) e/ou da(s) sua(s) vitima(s).
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Assim sendo, torna-se importante abrir o debate publico acerca da necessidade
de recorrer a marcadores genéticos preditivos para as CEVs de um individuo, de modo a
auxiliar as pericias forenses, e consequentemente debater as implicacdes éticas que dai
advém. A aplicacdo da FDP na investigacdo criminal, e da possivel inclusdo da
informacdo que dai advém nas bases de dados genéticos nacionais pode colocar em
causa principios éticos como a liberdade, a privacidade e a igualdade, caso ndo sejam
devidamente acautelados, tendo também em consideracdo que deve ser promovido o
esclarecimento de toda a populacédo, com ligacées ou nao as questdes forenses.

Por fim, embora a FDP seja uma metodologia que necessite de esclarecimento
e aceitacdo publica, é importante realgar as suas vastas vantagens e o seu valor social
uma vez que, pode melhorar a informacdo que é possivel obter a partir da analise do
material genético em processos forenses, contribuindo para diminuir o universo de
potenciais suspeitos através da exclusdo positiva de individuos, permitindo assim
economizar tempo e recursos financeiros durante uma investigacdo criminal. Permite
ainda atribuir uma identidade a vitimas desconhecidas (desaparecidos ou vitimas de
desastres de massa), e a restos humanos que nado possibilitam o seu reconhecimento na
fase de autdpsia forense (Slabbert & Heathfield, 2018).

Deste modo, numa altura em que o mundo vive uma pandemia, e num més
(Outubro de 2020) em que Portugal pondera aplicar a obrigatoriedade de todos os
cidadaos nacionais obterem uma aplicacao de telemdvel com partilha de dados pessoais
de salde entre si, seria necessario debater se esta decisdo de partilha de dados
apresenta menos implicacdes, nomeadamente de privacidade e igualdade, em relacdo ao
gue representaria a partilha de dados genéticos relativos a cor de olhos e de cabelo de
um individuo, caracteristicas que sdo externamente visiveis e de exposicao livre.

Em suma, o sistema IrisPlex, e principalmente o HirisPlex, demonstram ser uma
mais-valia nos exames complementares da genética forense por todo o mundo. Pelos
estudos ja efetuados, preve-se que seriam Uteis também em Portugal, ndo sendo ainda
uma metodologia aplicada no pais devido a barreiras legislativas e desconhecimento
publico. Como tal, dependendo da amostra em estudo e do laboratdrio onde esta anélise
seria conduzida, deveria ser ajustado um protocolo que permitisse estudar FDP de modo
a inferir corretamente a possibilidade de um individuo expressar uma certa CEV, com a
maior probabilidade possivel, coadjuvando deste modo a investigagdo criminal
possibilitando uma previsdo mais aproximada da aparéncia do individuo cuja identidade
se pretende reconhecer.

Como objetivos futuros, gostariamos que a FDP fosse uma metodologia mais
estudada e testada na populacdo portuguesa, € nos seus imigrantes, e que apos 0s

resultados satisfatorios esperados, fosse devidamente debatida e esclarecida de modo a
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gque a sua aplicagdo pudesse ser legislada, permitindo assim ser replicada por todos os

laboratérios forenses nacionais e, deste modo, auxiliar a investigacao criminal.
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