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RESUMO

A juncdo das técnicas de biologia molecular com as ciéncias forenses trouxe inimeros
beneficios na resolucdo de crimes. Em cenas de crimes, os investigadores podem obter
fluidos corporais, tecidos moles e 0ssos para extracdo do material genético. O DNA
(Acido desoxirribonucleico) possui regides repetitivas que formam uma sequéncia Gnica
em cada individuo. Essas sequéncias sdo nomeadas conforme seu comprimento,
chamadas de VNTRs (Variable Number of Tandem Repeat), que sdo os LTRs (Long
Tandem Repeat) e STRs (Short Tandem Repeat) ou de acordo com as variagdes presentes
na sequéncia, como 0s SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Em investigacdes,
sejam elas criminais ou civis, 0 DNA fornece informac6es que vao desde a identificacdo
de cadaveres a confirmagdo em testes de paternidade. Através delas, obtém-se
informacBes como, perfil genético, analises de DNA mitocondrial e cromossomo Y, testes
de ancestralidade biogeografica e pesquisa familiar. As técnicas utilizadas na
identificacdo dos individuos sdo: PCR (Polymerase chain reaction), sendo a mais
aplicada para amplificagdo de material genético, onde por meio de primers e variagdes de
temperatura ocorre a desnaturacdo, anelamento e polimerizagdo da fita na fase da
extensdo; Eletroforese, técnica que permite a segregacdo de fragmentos de DNA por
tamanho ou peso molecular; Southern blot, conhecida por permitir a hibridizagéo do
DNA, facilitando assim, a deteccdo de STRs, VNTRS e SNPs. Tais técnicas se mostraram
imprescindiveis para o desenvolvimento de bancos genéticos, como no Brasil que € usado
0 BNPG, o qual possui mais de 100 mil perfis ja cadastrados e ajudou na resolucgéo de 75
mil casos.
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ABSTRACT

The combination of molecular biology techniques with forensic sciences brought
numerous benefits in solving crimes. At crime scenes, investigators can obtain bodily
fluids, soft tissue and bones to extract genetic material. DNA (Deoxyribonucleic acid) has
repetitive regions that form a unique sequence in each individual. These sequences are
named according to their length, called VNTRs (Variable Number of Tandem Repeat),
which are LTRs (Long Tandem Repeat) and STRs (Short Tandem Repeat) or according
to the variations present in the sequence, such as SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism). In investigations, whether criminal or civil, DNA provides information
ranging from the identification of dead bodies to confirmation in paternity tests. Through
them, information such as genetic profile, mitochondrial DNA and Y chromosome
analysis, biogeographic ancestry tests and family research are obtained. The techniques
used in the identification of individuals are: PCR (Polymerase chain reaction), being the
most applied for amplification of genetic material, where, through primers and
temperature variations, the strand denaturation, annealing and polymerization occurs in
the extension phase; Electrophoresis, a technique that allows the segregation of DNA
fragments by size or molecular weight; Southern blot, known for allowing DNA
hybridization, thus facilitating the detection of STRs, VNTRs and SNPs. Such techniques
proved to be essential for the development of gene banks, as in Brazil, the BNPG is used,
which has more than 100 thousand profiles already registered and helped in the resolution
of 75 thousand cases.

Keywords: DNA, molecular biology, forensic genetics, genetic profile.

1 INTRODUCAO

Em 1985, com a descoberta dos minissatélites a ciéncia forense deu um grande
salto em direcdo a identificacdo de pessoas com base no DNA deixado para trds em
amostras bioldgicas e objetos encontrados em cenas de crimes, bem como abriu
possibilidades para correlacionar essa informacgdo genética a outros casos. Desde entdo,
a ciéncia forense adotou como propdsito auxiliar nas investigac6es de delitos, por meio
de aplicagdes e técnicas em diversas areas de conhecimento. Dentre as quais, pode-se
destacar a biologia molecular e a genética (BERNATH, 2008; SARDINHA, 2010; DOS
SANTOS, 2018).

Atualmente, sdo utilizados como marcadores moleculares os VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat), polimorfismo caracterizado por longas sequéncias de
repeticdes, também chamados de minissatélites, os STRs (Short Tandem Repeats), que
sdo padrdes presentes em repeti¢fes curtas, chamados de microssatélites e por fim os

SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico), marcador genético definido por alteracdes
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pontuais, ou seja, em uma unica base nitrogenada causadas por substituicao, adi¢do ou
delecdo. (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

Pode-se obter material genético de uma gama de amostras bioldgicas, como
sangue, pélos, saliva, esperma, tecidos moles, urina, secrecdes e 0ssos (CARVALHO,
2009), que serdo extraidas e processadas a partir de métodos especificos para posterior
uso nas técnicas biomoleculares (OLIVEIRA et al., 2007; MCPHERSON; PINCUS,
2012), como a PCR, onde essas sequéncias genéticas serdo multiplicadas de forma
exponencial (SILVA; FRANGIOSA, 2018). Por fim, o DNA obtido pode ser inserido em
um banco de perfis genéticos, sendo possivel assim, averiguar se o material encontrado
pertence a algum suspeito j& cadastrado ou se esta ligada a alguma evidéncia de outro
crime cometido (CHAGAS; SANTOS, 2016).

Devido a importancia das técnicas biomoleculares na resolucédo e na investigacao
criminal, este trabalho tem como principal objetivo elucidar as técnicas mais utilizadas,
suas metodologias e limitacGes na area da ciéncia forense, visando o enriquecimento
intelectual da comunidade cientifica. Este projeto foi feito a luz de Lakatos e Marconi
(2017) e Gil (2008) utilizando como base artigos cientificos e livros.

2 METODOLOGIA
2.1 TIPO DE ESTUDO

E importante salientar que este estudo é do tipo descritivo, com o intuito de
esclarecer e informar as técnicas de biologia molecular utilizadas no ambito forense a
partir de estudos ja existentes, sendo assim, a abordagem metodoldgica é considerada
qualitativa. A revisao de literatura é do tipo integrativa, pois abrange a metodologia das
técnicas, suas vantagens e desvantagens e explica os beneficios que a integracao do banco

de perfis genéticos trouxe para o Brasil.

2.2 FONTE DE BUSCA

As fontes de dados juntamente com os procedimentos de pesquisa S&o
classificadas como bibliogréficas, e sua obtengdo foi feita através de bancos de dados,
tais como: NCBI, Pubmed, SciELO. Ademais, foram utilizados livros encontrados na
biblioteca virtual do SIA (portal académico universitario), bem como artigos cientificos
e artigos publicados em revistas encontrados a partir da ferramenta de busca denominada
Google Académico, ressalta-se que toda a pesquisa da revisao de literatura deste projeto

fora realizada no periodo entre marco e maio de 2021.
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2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como critérios de inclusdo o material selecionado estava: em portugués, espanhol
ou inglés; detalhava sobre o DNA e a utilizagdo dos seus marcadores na ciéncia forense;
apresentava a metodologia das técnicas mais utilizadas para analises forenses e explicava
0s pros e contras das mesmas. Em contrapartida, foram descartados os materiais cujo

idioma diferisse dos citados no critério de inclusdo; artigos incompletos e resumos.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 DNA (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)

O Acido desoxirribonucleico (DNA), é onde se encontra toda informag&o génica
em organismos eucariontes e procariontes. Esse polimero de nucleotideos, presente no
nucleo celular, normalmente possui formato de dupla fita, embora alguns seres, como
virus, apresentem DNA de fita Unica. Sua forma molecular é composta por
CisH31N3013P2, sendo seus nucleotideos formados por um grupamento fosfato, uma
pentose e uma base nitrogenada, denominadas purinas (adenina e guanina) ou pirimidinas
(timina e citosina), seu pareamento ocorre entre a adenina e timina, e entre a guanina e
citosina unidas por ligacdes de hidrogénio, conservando assim, sua estrutura de dupla
hélice (NCBI, 2021).

3.1.1 Marcadores moleculares

Segundo Alec Jeffreys, cada individuo possui um segmento de DNA composto de
repeticdes que formam uma sequéncia "central”, podendo ser identificados por meio
desse padrdo gendmico. Tal segmento apresenta uma grande variagdo individual,
classificadas de polimorfismos de DNA (JEFFREYS; BROOFFIELD; SEMEONOFF,
1985). Os polimorfismos podem ser agrupados de acordo com o0 seu comprimento ou pela
sua sequéncia e sao utilizados como marcadores genéticos (MCPHERSON; PINCUS,
2012).

Cerca de 90% do material genético é composto de DNA néo codificante. Dessa
porcentagem, 20 a 30% sé&o formados de regides repetitivas, contendo variagdo no seu
comprimento e de suas repeticGes centrais, conhecidos como minissatélites e
microssatélites e por polimorfismos de sequéncia, decorrente de alteracbes em 1 ou mais
bases nitrogenadas. Tais alteragcbes podem ser ocasionadas por substituicdo, adi¢do e

delecdo de bases ou por regides de alelos alternativos, sendo mais comuns 0os SNPs
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(Polimorfismos de Nucleotideo Unico), que sdo alteracdes pontuais podendo se localizar
em regides repetitivas e ndo repetitivas da sequéncia (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

A principal diferenca entre os minissatélites (VNTR, Variable Number of Tandem
Repeat ou LTR — Repeti¢cdes Longas em Tandem) e microssatélites (também chamados
de STR — do portugués “Repeticoes curtas em tandem’) esta no tamanho da sequéncia.
Enguanto que os minissatélites apresentam de 500 a 1000 pb (pares de bases), contendo
repeti¢des que ocupam 15 a 35 pb do comprimento, 0os microssatélites s&o sequéncias que
ndo ultrapassam 200 pb, abrangendo de 2 a 7 pb repetidos ao longo do seu seguimento
(KOCH; ANDRADE, 2008).

3.1.2 Dna forense

No ambito forense, 0 DNA pode ser utilizado na identificacdo de restos humanos
acometidos em desastres naturais e de cadaveres (sejam eles carbonizados, em estado de
decomposicdo ou mutilados); na area criminalistica, para a resolucdo de crimes contra a
dignidade sexual e avaliacdo da relacdo entre suspeito, vitima e objetos, como também
pode ser usado na esfera civil para confirmacédo de testes de paternidade. O DNA pode
ser extraido de, basicamente, todo liquido e tecidos corporais (até de objetos que foram
tocados, desde que tenha deixado células epiteliais no local) e com apenas 50pcg da
amostra € possivel detectar esse material genético, através de técnicas especificas
(GERARDON, et al., 2018).

Nesse segmento, para a identificacdo gendmica utiliza-se alguns meios, como:

ePerfil de DNA: Através dos padrGes génicos, cria-se um perfil que pode ser
comparado ao DNA encontrado nas cenas de crimes com 0 de suspeitos e sua
credibilidade pode ser calculada por estatistica (PHILLIPS et al., 2017);

e Perfil de STR: Marcadores que sdo mais comumente aplicados para gerar o perfil
do DNA, séo sensiveis, relativamente baratos e estdo presentes na maioria dos
materiais bioldgicos. Por meio de suas regides repetitivas, também sdo amplamente
utilizados para determinacdo de paternidade (PHILLIPS et al., 2017);

¢ Analise do cromossomo Y: Cromossomo herdado de origem paterna, sendo assim,
pode ser usado em casos de agressdo sexual, onde houve mistura de DNA feminino
e masculino, ja que s6 o genoma masculino aparecera durante a analise (PHILLIPS
etal., 2017);

¢ Analise de DNA mitocondrial: Essa organela, responsavel pela producéo de ATP,
contém material genético exclusivamente materno, sendo bastante atil quando
amostras de DNA nuclear sdo limitados ou foram danificados. Ademais, mMtDNA
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possui um bom indice de sobrevivéncia em amostras antigas ou danificadas
(PHILLIPS et al., 2017);

e Andlise de SNP: Os SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) sdo utilizados
quando h& degradacdo do DNA, visto que sdo moléculas menores e mais
abundantes do que os STRs (PHILLIPS et al., 2017);

e Pesquisa familiar: Esta relacionado a um banco de dados de perfis genéticos,
correspondente ao DNA encontrado no local de crime. Durante a busca, se um dado
perfil apresenta muitos marcadores semelhantes, é provavel que pertencam a
mesma familia (PHILLIPS et al., 2017);

e Teste de ancestralidade biogeografica: Por meio das diferengas gendmicas dos
individuos ao redor do mundo, é possivel estimar a origem geografica por essa
técnica de amplo espectro, através de marcadores mais ou menos comuns em
regides especificas (PHILLIPS et al., 2017);

e Fenotipagem forense de DNA: E uma técnica recente e que foi usada em poucos
casos. Sua funcdo é determinar tracos da aparéncia do individuo, como cor de olhos
e cabelos, pelos marcadores presente em regides do DNA que codificam essas
caracteristicas (PHILLIPS et al., 2017);

e Sequenciamento de proxima geracdo: Técnica nova, que ainda ndo € muito utilizada
no ambito forense, porém permite que sejam feitos varios testes, citados
anteriormente, simultaneamente, facilitando o acesso a uma maior quantidade de
informacdes génicas em um periodo de tempo menor (PHILLIPS et al., 2017).

3.2 EXTRACAO DE DNA

Durante o processo de identificagdo genética pode-se afirmar que a etapa mais
importante é a extracdo de DNA, pois é a partir de tal amostra que sera feita a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e as demais técnicas biomoleculares subsequentes utilizadas
para a identificacdo (SILVA et al., 2018). Varios tipos de amostras bioldgicas podem ser
utilizadas para a obtencdo de DNA, dentre elas as mais utilizadas s&o: sangue, pélos,
saliva, esperma, tecidos moles, urina, secrecdes e 0ssos (CARVALHO, 2009).

Vale ressaltar a utilizacdo de uma técnica inovadora que utiliza o DNA de toque
para a extracdo de material genético, é sabido que os seres humanos perdem cerca de 400
mil células epiteliais por dia em um processo natural de descamacédo, e ao tocar ou
esbarrar em objetos algumas dessas células podem ser depositadas. Sdo amostras muito
sensiveis que devem ser colhidas e armazenadas com extrema cautela, pois a quantidade
de material genético € escassa e qualquer tipo de contaminacdo pode comprometer toda
aamostra (NUNN et al., 2013). As formas mais utilizadas para a coleta do DNA de toque

consistem em esfregacos secos/molhados de locais solidos e ndo porosos (metais, vidros
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ou plastico), cortes de estruturas maledveis ou tecidos onde esta a amostra e em seguida
submeter o material & uma substancia tamp&o que ird auxiliar no isolamento do material
genético presente, bem como a utilizacéo de fita adesiva levantadora e raspagem do local
(SILVA et al., 2018).

3.2.1 Métodos de extracdo de DNA

Fridriszewski et al. (2019) elucida que, a extracdo por si s6 tem como objetivo
separar 0 DNA de todos os outros componentes intracelulares, bem como das proteinas
que estdo presentes na sua conformagao.

Alguns cuidados devem ser tomados como forma de precaucdo antes de dar inicio
ao procedimento de extragdo para evitar a contaminacdo da amostra, o uso dos EPIs
(Equipamento de Protecédo Individual) é obrigatdrio durante todo o procedimento, desde
a coleta até o protocolo de extracdo, e a depender das condi¢cGes que a amostra estava
submetida, 0 uso de resinas magnéticas pode ser utilizado para minimizar ou eliminar a
presenca de contaminantes tais como: &cidos fulvicos, acidos humicos e DNA de
microrganismos presentes (OLIVEIRA et al., 2007; CARVALHO, 2009).

Existem diversos Kits para extracdo de DNA especificos para cada tipo de amostra,
e varios protocolos de extracdo diferentes como por exemplo o método organico, o de
Chelex, o de extracdo em coluna de fase alta, bem como a utilizagdo de pérolas de silicone
que sdo excelentes para a purificacdo de amostras. No entanto, alguns laboratérios pulam
a etapa da extracdo e analisam a amostra pura, como no caso de amostras de sangues
colhidas em FTA cards (papéis filtro tratados especificamente para este fim) a partir de
padrdoes de referéncia de sangue e bancos de dados (OLIVEIRA et al., 2007;
MCPHERSON; PINCUS, 2012).

O método considerado um classico e mais utilizado é o método orgéanico, que pode

ser dividido nas trés etapas seguintes:

3.2.2 Digestao de DNA

Essa separacdo inicialmente ocorre por meio da lise da membrana celular em
consequéncia da maceracdo da amostra (em casos de extracdo de DNA de tecidos)
previamente congelada por nitrogénio liquido que pode ser feita de forma manual ou
mecanica através de equipamentos especializados, e para potencializar a desestabilizacao
e ruptura das membranas plasmaticas, a amostra serd homogeneizada com uma solugéo-

tampé&o de lise celular composta por EDTA (Acido etilenodiaminotetracético), Tris-HCI,
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proteinase K, NaCl, SDS (Solucédo de dodecilsulfato de sédio) e DTT (Ditiotreitol), e
posteriormente sera submetida ao banho-maria a 50 °C para passar por um processo
denominado digestdo. Logo ap6s vem a etapa da purificacdo, ou seja, agora 0 DNA vai
ser completamente isolado de todas as outras macromoléculas e dos demais componentes
intracelulares por meio da precipitacédo e suspensdo da amostra em condicdes adequadas
(OLIVEIRA et al., 2007; CARVALHO, 2009; FRIDRISZEWSKI et al., 2019).

3.2.3 Purificacéo por fenol tamponado

O método de purificacdo mais utilizado € a extracdo por fenol tamponado, esta
técnica baseia-se na centrifugacdo da amostra com uma solucédo de fenol, cloroférmio e
alcool isoamilico, em proporcdes 25:24:1 respectivamente, por 10 minutos e logo em
seguida o sobrenadante, regido onde o DNA estara localizado, sera transferido para um
novo recipiente. E uma reacao baseada no pH da amostra, pois se o fenol utilizado possuir
pH menor que 7,0 o material genético vai ser desnaturado e durante a centrifugacao
ocorrera sua migracao da fase aquosa para a regido mais baixa do tubo, a fase organica, e
assim somente as moléculas de RNA permanecerdo no sobrenadante. Dessa forma é
imprescindivel que o pH esteja préoximo de 8,0 para a reacdo ocorra de forma eficiente
(OLIVEIRA et al., 2007).

3.2.4 Precipitacao por etanol

Apds a transferéncia do sobrenadante vai ser utilizado uma solucdo de etanol
absoluto e um sal cati6nico, que pode ser cloreto de sodio, acetato de amodnio ou acetato
de sodio, para auxiliar na precipitacdo. Oliveira et al. (2007) elucida que o etanol possui
propriedades que auxiliam na retirada dos resquicios do fenol e do cloroférmio da
amostra, e além disso esse composto tem a capacidade de induzir uma transi¢ao estrutural,
e por consequéncia ocorre a agregacao e precipitacao das moléculas do acido da amostra
para o fundo do recipiente utilizado. Em seguida a amostra sera centrifugada e seu
sobrenadante desprezado, para que estdo seja feita a lavagem com etanol a 70%, visando
a remocdo de residuos de sais que estejam presentes, posteriormente uma nova
centrifugacdo serd realizada, o sobrenadante serd novamente desprezado, e por fim o
produto remanescente serd homogeneizado com uma solucdo tampdo TE (Tris-HCI e
EDTA) (MESQUITA et al., 2001; OLIVEIRA et al. 2007).
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3.3 TECNICAS UTILIZADAS PARA A GENOTIPAGEM DE MARCADORES
GENETICOS

Ha quase 40 anos, as técnicas biomoleculares se tornaram uma peca fundamental
para as analises forenses, pois através dos resultados obtidos poderia ser averiguada a
culpabilidade de uma pessoa em um crime ou a sua inocéncia, bem como a identificacédo
de restos mortais e solucionar trocas de bebé&s em bercarios. Partindo do principio que o
genoma humano s6 ¢ idéntico entre irmaos gémeos univitelinos, as analises de DNA sdo
pecas chaves para a identificacdo da maior parte da populacdo, pois ao fazer o diagnostico
e mapeamento genetico é possivel identificar os polimorfismos especificos de cada
individuo (KOCH; ANDRADE, 2008).

Dentre as técnicas utilizadas nas analises forenses, destacam-se a Reacdo em

Cadeia Polimerase (PCR), a eletroforese e a hibridizacdo por Southern blot.

3.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Em 1980 o pesquisador Kary Mullis criou a reacdo em cadeia da polimerase,
também chamada de PCR (CARVALHO; RICCI; AFFONSO, 2015). E uma técnica in
vitro conhecida por multiplicar de forma exponencial uma sequéncia-alvo (molde ou
template) de DNA, e a partir do estabelecimento dessas sequéncias era possivel designar
os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos que seriam utilizados durante a
reacdo (SILVA; FRANGIOSA, 2018).

Um grande marco na técnica foi a utilizacdo de dideoxinucleotideos (ddATP,
ddGTP, ddTTP e ddCTP) como analogos dos deoxinucleotideos (dATP, dGTP, dTTP e
dCTP), os dois precursores do DNA representam as pares de base que compdem a dupla-
fita de material genético, no entanto, os dideoxinucleotideos possuem como funcao agir
como terminadores de sequéncia devido a auséncia de um grupo —OH na extremidade 3’
das suas moléculas. Dessa forma, apos ligados a fita do DNA 0s mesmos ndo conseguem
se ligar a outro par de base, inibindo assim, a atividade da enzima DNA polimerase
(FRUEHWIRTH; DELAI; FOLHA, 2015).

3.3.1.1 Metodologia

Inicialmente, ha a insercdo dos pares dos oligonucleotideos especificos para a fita
de DNA-molde, ou seja, os primers no local onde vai ocorrer toda a reagédo
(NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010). O aparelho utilizado para a realizagcdo da

PCR ¢é o termociclador, maquina capaz de regular a temperatura durante todo o
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procedimento, bem como sua quantidade de ciclos (KOCH; ANDRADE, 2008), nele a
fita de DNA sofrerd desnaturagdo (rompimento das pontes de hidrogénio) quando a
temperatura chegar a 95° C, ap0s a etapa da desnaturacdo o aparelho iré resfriar até chegar
aos 50° C para que os primers consigam se ligar a fita do material genético por um
processo chamado de hibridizacdo ou anelamento, posteriormente o equipamento aquece
até a marca de 72° C para dar inicio a fase de extensdo, ou seja a polimerizacdo da nova
fita de DNA por meio da inser¢do dos dNTPs e ddNTPs pela enzima DNA polimerase,
do sentido 5’ para 3° (NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010).

Originalmente os ddNTPs eram associados ao isotopo radioativo 32P, porém com
0 passar dos anos a técnica ficou mais moderna e o 32P foi substituido por flu6foros, cada
tipo de ddNTP possui um fluéforo especifico. Ao final da replicacéo, as fitas sdo inseridas
em um tubo com gel poliacrilamida para serem submetidas a uma eletroforese, as bandas
separam os fragmentos de DNA por tamanho e sua fluorescéncia é detectada no final do
tubo de forma automatizada. Todas as informacdes obtidas durante a reacdo sdo
repassadas para um computador associado para seu armazenamento (ZOLET et al.,
2017).

3.3.2 Eletroforese

E uma técnica bioquimica simples, sensivel e rapida utilizada para a separagio de
moléculas de DNA, RNA e proteinas, utilizando como critério as cargas elétricas do
material estudado (BRAMMER, 2001; SILVA; FRANGIOSA, 2018). Brammer (2001)
ressalta que as proteinas sdo anféteras, ou seja, possuem carga positiva ou negativa a
depender do pH do meio em que estdo inseridas, e por esse motivo faz-se necessario a
utilizacdo de uma solucdo tampéao, para manter o pH estavel durante toda a eletroforese.

Outra caracteristica que deve ser observada é a temperatura durante a execuc¢ao da
técnica, deve-se sempre monitorar a corrente elétrica para que ndo ocorra sua
intensificacdo e alteracdo da temperatura, pois em temperaturas elevadas ha a
desnaturacdo de enzimas (proteinas) (BRAMMER, 2001).

3.3.2.1 Metodologia
Carvalho, Ricci e Affonso (2015) elucidam que, inicialmente utiliza-se uma cuba
na qual véo ser colocados eletrodos em suas extremidades, tais equipamentos vao conferir

o0 polo positivo e negativo do recipiente. Em seguida uma solucdo tampéo € utilizada com
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0 intuito de auxiliar os eletrodos na condugdo do campo elétrico, o gel posteriormente é
colocado no centro da cuba de forma que fique submerso na solucéo tampao.

Os fragmentos de DNA obtidos através da técnica PCR sdo misturados em uma
soluc@o composta por azul de bromofenol (e/ou xilonecianol) e glicerol, essa solucdo tem
como funcdo aumentar a densidade das fracdes estudadas, impedindo assim, a dispersdo
da amostra pelo gel, além de conferir uma coloracéo azulada que auxilia na detec¢do da
migracdo dos fragmentos. Dando continuidade, as fracbes de DNA (ou RNA ou
proteinas) sdo pipetadas em pocos, previamente preparados com um pente, no gel de
agarose ou poliacrilamida, e em seguida um potencial elétrico é acionado (CARVALHO;
RICCI; AFFONSO, 2015).

Sabe-se que as moléculas de DNA possuem carga negativa, dessa forma,
consequentemente serdo atraidas para o polo positivo. O peso ou tamanho molecular
possuem direta influéncia na velocidade que os fragmentos do &cido desoxirribonucleico
vao migrar pelo gel, de modo que os menores vdo cobrir uma maior distancia no gel e
vice-versa. Ao final da técnica o gel é exposto a um transiluminador para observacao do
resultado, em suma o aparelho detecta as distancias totais percorridas pelos fragmentos e
em seguida faz comparacdo dos dados, para que ocorra a separacdo por tamanho, e em
seguida o resultado é documentado por meio de sistemas de fotografias com filtro UV
(SILVA; FRANGIOSA, 2018; CARVALHO; RICCI; AFFONSO, 2015).

3.3.3 Southern blot

Esta técnica foi desenvolvida por um bidlogo britdnico chamado Edwin Southern
e no ambito forense é bastante utilizada para a identificacdo de pessoas pela detec¢do de
STRs, SNPs e VNTRs, bem como testes de paternidade (SILVA; FRANGIOSA, 2018;
KOCH; ANDRADE, 2008).

O Southern blot é uma das técnicas mais utilizadas para a hibridizacdo de dois
acidos nucleicos de fita simples. A hibridizagdo consiste em um processo, no qual dois
tipos diferentes de moléculas de DNA desnaturadas, seja por alta temperatura ou pH
elevado do meio, apds serem expostas a um lento processo de resfriamento conseguem
renaturar novamente, porém agora formando moléculas hibridas, este principio também
permite a hibridizagéo entre moléculas de RNA e DNA complementares (WATSON et
al., 2015).
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3.3.3.1 Metodologia

Ap0s a eletroforese o gel € mergulhado em uma solucéo alcalina de hidréxido de
sodio (NaOH) para que os fragmentos de DNA se desnaturem, em seguida uma folha de
nitrocelulose é posta por cima do gel, e uma camada de papel absorvente € posta acima
da folha. A folha de nitrocelulose vai absorver os fragmentos de DNA por capilaridade,
fixando o material genético no mesmo local que estava no gel, enquanto que a camada de
papel absorvente ird absorver os liquidos presentes (KOCH; ANDRADE, 2008).

Com o DNA alvo agora fixado a folha, outros fragmentos de DNA néo especificos
vao ser incubados junto ao material genético estudado para que se liguem aos sitios
remanescentes. Se bem escolhidos, essas amostras ndo especificas ndo irdo causar
alteracbes no procedimento, deixando a sequéncia génica de interesse disponivel para
ligacdo (WATSON, et al., 2015).

Posteriormente, uma solucdo contendo as sondas de DNA em fita simples vai ser
adicionada a folha de nitrocelulose, tais estruturas sdo sequéncias de DNA conhecidas
geralmente fixadas a um isétopo radioativo. Ap6s seu umedecimento com as sondas, a
nitrocelulose é incubada por algumas horas para permitir a renaturacdo e ligacdo das
sondas de DNA ao sitio de interesse por hibridizacdo. O local onde houve a hibridizacéo
podera ser observado por diferentes métodos, quando as sondas sdo ligadas a isétopos
radioativos uma autoradiografia é feita utilizando um filme de raio X. O local de interesse
seré representado por uma mancha escura no filme revelado (KOCH; ANDRADE, 2008).

3.4 VANTAGENS E LIMITACOES

Mesmo sendo técnicas imprescindiveis para a identificacdo de suspeitos de
crimes, algumas limitagdes foram identificadas. A capacidade da eletroforese em
selecionar uma grande quantidade de sequéncias de DNA de forma automatizada é
extremamente Gtil na ciéncia forense, contudo a técnica ndo consegue identificar a
sequéncia de pares de base da amostra estudada, se limitando a segrega-las somente com
base no seu tamanho ou peso molecular (SILVA; FRANGIOSA, 2018).

A PCR é uma técnica que de fato revolucionou a ciéncia forense por sua
praticidade, velocidade e principalmente sua sensibilidade. Este procedimento consegue
amplificar o DNA de apenas uma célula, sendo assim imprescindivel para a analise
forense, pois muitas vezes as amostras obtidas sdo escassas e muitas vezes degradadas.
Sua principal limitacdo é a contaminacdo, se houver outro DNA contaminante com

aproximadamente as mesmas propor¢des do DNA alvo, os resultados revelados véo ser
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inconclusivos ou erréneos (KOCH; ANDRADE, 2008). Além disso, 0 excesso da amostra
de DNA molde pode saturar o procedimento, causando amplificagBes inespecificas ou a
presenca de artefatos, dificultando a analise (FRUEHWIRTH; DELAI; FOLHA, 2015).

A hibridizacdo por Southern blot é usada na area forense para a identificacdo de
STRs, SNPs e VNTRs, auxiliando na identificacdo de suspeitos, no entanto esta técnica
ndo poderd ser realizada em situagcdes que a amostra analisada encontra-se degradada ou
danificada, pois somente pode ser executada com a presenca do DNA genémico completo
(KOCH; ANDRADE, 2008).

3.5 BANCO NACIONAL DE PERFIS GENETICOS (BNPG)

Dias Filho, et.al. (2020) elucidam que a introducao das ciéncias forenses no Brasil
com o intuito de resolver crimes, foi possivel devido a instauracdo do laboratério de DNA
criminal da Policia Civil do Distrito Federal (DF), que ocorreu no ano de 1995. Desse
modo, trouxe consigo avancos na area que se expandiram a outros estados. Orgdos como
0 ministério da justica (MJ) e a Secretaria Nacional de Seguranca Publica (SENASP),
foram de grande importancia nesse quesito, visto que pretendiam melhorar o
desenvolvimento técnico-cientifico, ademais, foi com o financiamento da SENASP que
instalou-se o Plano Nacional da Seguranca Publica, e laboratorios de genética forense
foram inaugurados por todo territorio brasileiro.

A insercdo do primeiro banco de perfis de dados genéticos, no Brasil, teve inicio
em 2009, pela fundacdo da Rede Integrada de Bancos de Dados de Perfis Genéticos
(RIBPG), mediante o software CODIS (Combined DNA Index System). O CODIS
organiza suas informacbes em indices, sendo eles: o indice forense, onde armazena
informacgdes de amostras coletadas em cenas de crime e o indice dos individuos que foram
condenados, registrando suas informac@es genéticas (CHAGAS; SANTOS, 2016).

No Brasil, com a ado¢do do Banco Nacional de Perfis Genéticos (BNPG), houve
o fortalecimento do Pacote Anticrime, pois a medida que o RIBPG pode acusar o suspeito,
tambeém pode inocenta-lo ou correlacionar sua amostra com outras investigagdes. A
insercdo do material genético, € obrigatoria a condenados por crimes dolosos, hediondos
e de natureza grave contra pessoas ou em casos que sejam determinados pelo juiz
(BRASIL, 2019).

Desde a sua implantacdo no ano de 2013, até o presente ano de 2021, o BNPG
brasileiro consta mais de 100 mil perfis genéticos cadastrados, sendo 75 mil de

condenados (em maioria por abuso sexual e casos de crimes violentos) e 16 mil de
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vestigios encontrados no local de crime. Por meio dele, mais de 2000 investigacdes foram
elucidadas através dos 20 laboratorios estaduais, um do Distrito Federal e um da Policia
federal espalhados pelo Brasil (BRASIL, 2021).

Um exemplo da contribuicdo do BNPG para a resolucdo de crimes, foi a
condenacdo de um dos acusados de participar de um assalto a empresa de transporte,
ocorrido em S&o Paulo no ano de 2016. O suspeito foi preso em Pernambuco, em 2019.
No ano de 2020, ao inserir seu material genético no banco, foi constatado que 0 mesmo
jatinha seu DNA relacionado a 5 locais de crime diferentes: Santos-SP, Ciudad del Este-
Paraguai, Jacarei-SP, Suzano-SP e Blumenau-SC, levando o réu a um tempo de prisdo

maior (146 anos) por associagdo criminosa, latrocinios e roubos (BRASIL, 2021).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos realizados durante a elaboracdo deste artigo, pode-se
afirmar que a PCR € a técnica de sequenciamento genético mais utilizada por seu baixo
custo, rapida execucdo e por possuir um alta sensibilidade, sendo assim imprescindivel
para analises forenses pois é capaz de sequenciar amostras de DNA escassas e/ou
degradadas. Além disso, € um procedimento chave ja que o0s seus produtos serdo
utilizados para a execucao de técnicas complementares como a Eletroforese e o Southern
blotting, com o objetivo final de identificar autores de crimes.

Os polimorfismos também sdo excelentes ferramentas no meio forense pois a
partir deles é possivel fazer uma gama de analises mais especificas, das quais destacam-
se: a analise de DNA mitocondrial, a analise do cromossomo Y, a pesquisa familiar, a
fenotipagem forense de DNA e principalmente o desenvolvimento de perfis genéticos por
STRs, marcador bastante utilizado ndo s6 para esse propdsito, mas também por serem
sensiveis, baratos e a partir de suas repetices sdo capazes de realizar testes de
paternidade.

Deste modo, pode-se afirmar que a biologia molecular possui grande relevancia
na ciéncia forense, pois alem de fornecer provas confiaveis no ambito juridico, ela possui
como um dos seus principais produtos a criagdo de bancos de perfis genéticos. Todavia é
pertinente estimular a pesquisa e busca de aperfeicoamento nas técnicas ja conhecidas,
bem como o desenvolvimento de novas técnicas para que a genetica molecular se torne

uma prova mais precisa e irrefutavel nos tribunais.
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