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RESUMO

Por um longo periodo, a elucidacdo de crimes foi desempenhada apenas por testemunhas. Tal
panorama sofreu uma grande revolugdo com o uso das impressdes digitais como ferramenta
forense, a papiloscopia. Desde entdo, inimeras técnicas foram criadas para o desvendamento
de crimes, sendo que a Genética Forense merece um papel de destaque. A invencao da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) tornou possivel
desenvolver ferramentas de genética forense que permitem tanto investigac@es de rotina muito
informativas quanto investigacGes especiais, ainda mais avancadas, em casos relativos a crimes,
paternidade, identificacdo de vitimas de desastres, entre outras. A presente revisao aborda o
conceito de variabilidade genética aplicado a técnica de PCR para a obtencdo de perfis
genéticos, no &mbito da genética forense, alem de contextualizar sobre a importancia da criagéo
do Banco Nacional de Perfis Genéticos para as investigacdes criminais.

Palavras-chave: genética forense, reacdo de polimerizagdo em cadeia, banco nacional de perfis
genéticos.

ABSTRACT

For a long time, the elucidation of crimes was performed only by witnesses. This panorama
suffered a major revolution with the use of fingerprints as a forensic tool, the papiloscopy. Since
then, numerous techniques have been created for the unraveling of crimes, and Forensic
Genetics deserves the role of prominence. The invention of the Polymerase Chain Reaction
(PCR) has made it possible to develop forensic genetics tools that allow both very informative
routine investigations and even more advanced special investigations in cases related to crimes,
paternity, identification of disaster victims, among others. The present review addresses the
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concept of genetic variability applied to the PCR technique for obtaining genetic profiles, in the
context of forensic genetics, and contextualizes the importance of the creation of the National
Bank of Genetic Profiles for criminal investigations.

Keywords: forensic genetics, polymerization chain reaction, national bank of genetic profiles.

1 INTRODUCAO

No ordenamento juridico penal, a prova desempenha um papel fundamental no
esclarecimento dos fatos alegados pelas partes, permitindo a formacdo de convicgdo pelos
participes do processo penal como um todo. Nesse sentido, a busca por evidéncias em uma cena
de crime para a determinacéo da autoria, inicialmente sofreu um grande impacto com o advento
do desenvolvimento das técnicas de papiloscopia (ou datiloscopia).

Com o passar dos anos, a ciéncia desenvolveu e aprimorou indmeras técnicas que,
somadas, atualmente permitem a aquisicao de um conjunto robusto de evidéncias em uma cena
de crime, qualquer que seja a sua natureza. Nesse sentido, vale destacar o desenvolvimento das
técnicas baseadas na identificacdo do material genético que sdo atualmente utilizadas, visando
a obtencdo de amostras DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) para a identificacdo de pessoas,
ressaltando que os mesmos conceitos se aplicam a todos os seres vivos. A abordagem genética
na busca de evidéncias forenses foi possivel em funcdo dos estudos efetuados na década de
1980 por Alec J. Jeffreys, um geneticista inglés que criou o teste de identificacdo genética
denominado DNA fingerprint, o qual permite identificar uma pessoa a partir de amostras de
cabelo, sangue, saliva e outros tecidos (JEFFREYS A. J.; WILSON V.; THEIN S. L., 1985).

A aplicacdo desse conceito é de grande importancia para a area forense, pois a partir
dele tornou-se possivel elucidar crimes sexuais, identificar cadaveres que se encontram
mutilados devido a acidentes, bem como corpos com problemas de dificil visualizacdo de
aparéncia por estarem em avancado estado de decomposicao ou até mesmo carbonizados, além
de corpos de pessoas que foram abandonados sem identificacdo ou parentesco, entre outras
situacoes.

O método DNA fingerprint foi um grande passo para a genética forense, mas eram
necessarias quantidades consideraveis (nanogramas a microgramas) de DNA para as
investigacOes. Por outro lado, a invencdo da PCR tornou possivel a utilizacdo extensiva de
investigacGes de DNA na genética forense, porque permite a tipagem em quantidades minimas
de DNA em materiais bioldgicos (MULLIS et al., 1986).

Porém, apesar do grande poder discriminatorio, o0 exame de DNA também apresenta

limitacbes, como no caso de identificacdo de pessoas, onde existe a necessidade de haver
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registros anteriores em bancos de dados ou informagdes genéticas de parentes proximos, caso
sejam conhecidos. Ademais, o tempo decorrido ap6s um crime, além de outros fatores, tais
como exposicao ao calor, umidade, microrganismos e condi¢cdes ambientais, podem levar a uma
possivel degradacdo dos tecidos ou vestigios encontrados em uma cena de crime. Contudo, a
anélise de DNA, é considerada um método preciso e verdadeiro na identificacdo de vitimas e
pessoas relacionadas a autoria dos crimes praticados (CARNEIRO, 2018).

2 O GENOMA HUMANO DO PONTO DE VISTA HISTORICO

O desenvolvimento da genética e, mais especificamente, o conhecimento a respeito dos
principios basicos da hereditariedade, tiveram inicio com os trabalhos desenvolvidos entre 1857
a 1864 por Gregor Mendel, cujos resultados foram intitulados Experiments in plant
hybridization e comunicados em 1865 a Sociedade de Briinn para o Estudo da Ciéncia, na
Tchecoslovaquia. As suas observacdes levaram ao conceito conhecido como Lei da Segregacao
e a Lei da Segregacdo Independente, comprovando a existéncia de unidades elementares
emparelhadas de hereditariedade (genes) e ao estabelecimento das leis estatisticas que os regem
(DUNN, 2003).

O DNA, por sua vez, foi descoberto por Friedrich Miescher em 1869, quando isolou
uma macromolécula dos nucleos de células de secrecdo purulenta humana e de esperma de
salmdo, recebendo a nomenclatura inicial de nucleina, a qual foi denominada posteriormente
de &cido nucleico (BONACCORSO, 2005). Nas décadas seguintes, o desenvolvimento de
microscopios de maior capacidade ampliacdo e qualidade, permitiu o rapido avanco da
citogenética e foi nessa época que as bases da hereditariedade de Mendel foram relacionadas
com 0s cromossomos, que eram moléculas passiveis de serem coradas sob determinadas
condicdes e com corantes especificos (do grego, chromo). Especificamente em 1900, os
cientistas Hugo de Vries, Carl Correns e Erich von Tschermak, perceberam que o
comportamento dos cromossomos se alinhava com as particulas de heranca de Mendel,
indicando que o nucleo e os cromossomos participavam da hereditariedade. Porém, foi em 1903
que Walter Sutton publicou o seu artigo intitulado The Chromossomes in Heredity (os
Cromossomos na Hereditariedade), onde ele descrevia que 0s cromossomos de fato
correspondiam as particulas de Mendel, pois se encontram aos pares (cromossomos homaélogos)
e se separam e se distribuem independentemente para os gametas haploides (COX; DOUDNA,;
O’DONNELL, 2012). No entanto, a prova de que 0s genes estavam localizados nos

cromossomos e eram as unidades da hereditariedade, sé foi publicada em 1910, no artigo
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intitulado Sex-limited Inheritance in Drosophila da revista Science (FREZZA; CAPOCCI,
2018).

Finalmente, a descoberta de dois tipos diferentes de acidos nucleicos foi efetuada por
Albrecht Kossel (ganhador do Nobel em 1910), que identificou os cinco diferentes tipos de
bases nitrogenadas componentes destas moléculas, quais sejam, adenina (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T) e uracila (U), o que levou a diferenciacdo entre RNA (acido
ribonucleico) e DNA (acido desoxirribonucleico) (SCHEID; FERRARI; DELIZOICOV,
2005). Ja em meados do século passado, a partir dos experimentos realizados por Rosalind
Franklin, fisica especialista em cristalografia de raios X, Francis Crick e James Watson
conseguiram descobrir a estrutura em dupla hélice da molécula do DNA, cujo trabalho foi
apresentado na revista Nature em 1953 (WATSON; CRICK, 1953).

Na década de 1970, dois cientistas, trabalhando de maneira independente, Fred Sanger
(bioguimico britanico) e Walter Gilbert (fisico e bioquimico estadunidense), desenvolveram as
tecnologias de sequenciamento de DNA, visando compreender melhor a estrutura e a fungéo
dos éacidos nucleicos. Estes pesquisadores dividiram o prémio Nobel de 1980 pelo feito.

O Projeto Internacional do Genoma Humano, cujo objetivo foi determinar a sequéncia
de todo o0 genoma humano, contou com um método mais rapido de sequenciamento de DNA
que foi desenvolvido em 1977 por Sanger. Esse esforco de pesquisa internacional teve inicio
em 1989 e levou 13 anos para ser concluido, com um custo de aproximadamente US$ 2,7
bilhdes em valores da época (GIBBS, 2020; GOES; OLIVEIRA, 2014; SINGH, 2018).

O genoma humano € composto por volta de 3 bilhdes de pares de bases (pb) e contém
aproximadamente 20.000 genes codificadores de proteinas (ABDELLAH et al., 2004). Além
disso, possui 23 pares de cromossomos, compreendendo 44 cromossomos autossomicos e mais
um par responsavel por determinar o sexo, 0s quais sdo representados por X e Y, de modo que

na mulher o par é representado por XX e no homem por um cromossomo X e outro Y.

3 VARIABILIDADE GENETICA

A variabilidade genética estd relacionada com a ocorréncia de modificagbes na
sequéncia de DNA para um mesmo gene em diferentes individuos de mesma espécie, o que
pode ser consequéncia de um processo de mutacdo, que gera uma modificacdo de alelos e
nucleotideos e suas fung¢des, bem como ser resultado dos mecanismos de recombinagdo durante
a reproducdo sexuada. A variabilidade torna-se de grande importéncia para evolugdo e
transformac&o das espécies, pois a partir dela as geracoes futuras passam a apresentar diferentes

caracteristicas de fenotipo, que sdo adquiridas por meio da transformagdo morfologica, das
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propriedades fisicas ou bioguimicas e de comportamento, permitindo adaptacdes ao meio
ambiente e a pressao da selecdo natural (BONACCORSO, 2005).

As inumeras diferencas existentes entre organismos de uma mesma espécie, no entanto,
sdo consequéncias de modificacbes que ocorrem em apenas uma pequena fracdo do DNA total
de cada genoma e um total de aproximadamente 99% do DNA de nossa espécie, em particular,
se mantém constante entre os individuos da populagdo (CHRISTLEY et al., 2009). Os estudos
de individualizacdo e identificacdo de pessoas, levam em consideracdo principalmente as
diferencas presentes nas regides nao codificantes, ou seja, aquelas que ndo correspondem aos
genes e ndo sdo responsaveis pela producdo de proteinas e determinacdo das caracteristicas
fisicas de um individuo (FAN; CHU, 2007).

O genoma humano possui ampla distribuicdo de sequéncias repetidas de nucleotideos,
com diferentes caracteristicas. No caso das sequéncias repetidas in tandem (lado a lado) com
namero variavel, ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), tais sequéncias usualmente
apresentam um tamanho entre 7 a 100 nucleotideos em cada bloco ou unidade repetitiva e sdo
denominadas minissatélites (SULOVARI et al., 2019). Além disso, cada conjunto de unidades
repetitivas que se encontram distribuidas in tandem, variam em numero, apresentam
comportamento altamente polimérfico e possuem um padrdo hereditario, de tal forma que o
padrdo de tamanho observado em diferentes loci de um individuo, é resultado da combinacédo
dos alelos herdados dos pais.

Dessa maneira, quando o DNA gendémico é digerido com uma endonuclease de restri¢do
(enzima que corta 0 DNA) que atua nas regides flanqueadoras de loci especificos, o padréo
obtido dos fragmentos gerados é Unico para cada individuo, razdo pela qual a técnica pode ser
utilizada em identificacéo e individualizacdo de pessoas, o que foi inicialmente proposto por
Alec Jeffreys e colaboradores em 1985 (JEFFREYS A. J.; WILSON V.; THEIN S. L., 1985).
Tendo em vista a capacidade de identificar pessoas, a técnica recebeu 0 nome de impressao
digital do DNA (DNA fingerprinting).

Nos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) ocorrem substitui¢fes de nucleotideos
entre os alelos, geralmente entre adenina e guanina (A/G) ou citosina por timina (C/T). Os SNPs
apresentam baixo indicio de mutacéo, podendo ser utilizados em uma amostra degradada e com
pouca quantidade de DNA, bem como em catastrofes e acidentes em grandes proporgdes, por
se tratar geralmente de cadaveres degradados, mutilados, ou em estado de decomposicdo. A
utilizacdo dessa técnica pdde ser constatada nos exames posteriores ao atentado do dia 11 de
setembro ao Word Trade Center, em Nova lorque (MARCHI, 2004).
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Os polimorfismos de insercdo e delecdo (INDEL), no entanto, sdo criados no genoma
por processos de inclusdo ou exclusédo de nucleotideos, respectivamente, de modo que possuem
grande estabilidade e evolugdo lenta. A utilizacdo desse tipo de polimorfismo teve grande
crescimento com o tempo, nos exames de paternidade e na area forense, devido a grande
proporcdo desse tipo de marcador no genoma, pela baixa taxa mutacional, por possuirem
indicadores de informacGes de ancestrais e por ser possivel a analise em material com DNA
degradado (GETTINGS; KIESLER; VALLONE, 2015).

As sequéncias repetidas in tandem, também denominadas STRs (do inglés, Short
Tandem Repeats), sdo amplamente distribuidas em diversos genomas de organismos
procariotos e eucariotos. Essas sequéncias também sdo chamadas de microssatélites e possuem
unidades de repeticdo com 1 a 6 pares de bases, as quais se encontram repetidas lado a lado
com um numero variando de 2 a mais de 30 unidades em cada locus. No genoma humano sédo
conhecidas mais de meio milhdo de STRs que perfazem aproximadamente 3% de todo o
genoma (TANG; NZABARUSHIMANA, 2017). Ressalta-se que, apesar da ampla distribuigéo
em nosso genoma, apenas 8% das STRs encontram-se em regides codificadoras (FAN; CHU,
2007).

4 O EXAME DE DNA
4.1 REACAO DE POLIMERIZACAO EM CADEIA (PCR)

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983, sendo publicada na revista
Science em 1985 (SAIKI et al., 1985). Essa técnica passou a ter um grande destaque, sendo
considerada inovadora na biologia molecular, pela sua simplicidade e rapidez na sintese de
copias de sequéncias de DNA. Utilizando pouca quantidade de amostra, é possivel duplicar a
guantidade de DNA a cada ciclo, promovendo um crescimento exponencial no nimero de
moléculas (MULLIS, 1990). A técnica de PCR foi consideravelmente otimizada com o
desenvolvimento de um sistema denominado PCR Multiplex, o qual permite a amplificacéo de
diversas regides do genoma simultaneamente, por meio da utilizacdo de varios pares de
iniciadores especificos para cada locus de interesse (CHAMBERLAIN et al., 1988).

Com a popularizacéo das aplicacfes da técnica de PCR em funcéo de seus beneficios,
em 1993 foi descrita pela primeira vez uma variacdo denominada gPCR (PCR quantitativo),
cujo monitoramento do aumento de copias durante o processo de amplificacdo podia ser feito
em tempo real (HIGUCHI et al., 1993). Naquele estudo, os autores desenvolveram um sistema
de monitoramento da fluorescéncia produzida quando um composto intercalante de DNA

(brometo de etidio) fazia parte do meio reacional e era incorporado a dupla fita recem-formada.
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Esse evento permitia 0 monitoramento do nivel de fluorescéncia no decorrer do processo, o que
produzia um aumento do sinal fluorescente de maneira proporcional ao aumento do nimero de
moléculas de DNA amplificadas. O mesmo conceito também foi utilizado para o uso de outro
composto intercalante denominado SYBR Green | (ZIPPER et al., 2004).

Outra variacdo de gPCR foi desenvolvida e é a mais utilizada atualmente, eliminando
algumas limitagdes da técnica inicial. Na nova abordagem, a producéo de fluorescéncia deve-
se a utilizacdo de sondas de oligonucleotideos que reconhecem e se ligam especificamente em
sequéncias internas da regido alvo. Os oligonucleotideos escolhidos possuem um composto
fluoréforo (que emite fluorescéncia) ligado em uma de suas extremidades. Ao mesmo tempo,
na extremidade oposta ha uma molécula inibidora de fluorescéncia (quencher) e, em um
primeiro momento, 0s oligonucleotideos formam uma estrutura em grampo (hairpin), de modo
que as extremidades se tocam e a fluorescéncia nao é detectada. Entretanto, durante os ciclos
de aguecimento, resfriamento e aumento do nimero de cépias de DNA, os oligonucleotideos
também se ligam as moléculas alvo, de tal forma que, quando ligadas, emitem um sinal
fluorescente proporcional ao nimero de moléculas de DNA amplificadas (TYAGI; KRAMER,
1996).

Nas ultimas décadas foi desenvolvida uma nova geracéo de PCR, a ddPCR (do inglés,
Droplet Digital Polymerase Chain Reaction), a qual melhorou ainda mais a identificagéo de
sequéncias-alvo raras ou que tenham consideravel quantidade de inibidores, bem como quando
0 volume de amostra é escasso. Os primeiros passos em direcdo a PCR digital foram dados em
1988 pela empresa Cetus Corporation, quando pesquisadores demonstraram a possibilidade de
amplificagdo e detec¢do de uma Unica copia do gene da B-globina utilizando o conceito de
diluicdo limite e distribuicdo de Poisson para detectar alvos raros (SAIKI et al., 1988), sendo
que tal abordagem também foi utilizada posteriormente para a quantificacdo de provirus em
células infectadas pelo HIV (SIMMONDS et al., 1990). Finalmente, o termo “PCR digital” foi
cunhado por Bert Vogelstein e Kenneth Kinzler, que aplicaram a técnica na deteccdo de um
oncogene ras mutante em pacientes com cancer colorretal (VOGELSTEIN; KINZLER, 1999).

O ponto central da PCR digital consiste no particionamento da amostra, onde a reagao
de amplificacdo ocorre em cada uma das varias particoes onde o DNA/RNA alvo estiver
presente, de modo que a quantificacdo dos casos positivos é efetuada posteriormente ao final
dos ciclos. Sendo assim, € um método que possibilita a quantificacdo absoluta, resultando em
uma contagem precisa do nimero de copias do DNA/RNA em uma amostra, possui alta
sensibilidade e ndo precisa de curva padrao.
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O processo manual de particionamento, no entanto, deu lugar a sistemas automatizados
e diversas plataformas digitais sdo atualmente disponiveis, as quais diferem no nimero de
particbes, método utilizado no processo de particionamento e tecnologia de quantificacao,
podendo ser citadas as empresas Formulatrix, RainDance™ Technologies, Stilla Technologies,
Applied Biosystems/Life Technologies™, Fluidigm™ e Bio-Rad (RUTSAERT et al., 2018).
Apesar da disponibilidade de diversas plataformas, podemos citar como exemplo da técnica, 0
sistema QX200™ Droplet Digital™ PCR da Bio-Rad, o qual promove o particionamento da
amostra em 20.000 gotas juntamente com os reagentes da reacdao de PCR, por meio da utilizagéo
de uma emulsdo de agua em 0leo para criar particdes. Cada uma destas gotas é analisada apds
a amplificacdo para determinar se contém fluorescéncia (positiva) ou ndo (negativa), indicando
a amplificacdo da sequéncia alvo, processo que é efetuado por um sistema semelhante a um
citbmetro de fluxo. A proporcdo de gotas positivas para negativas € a base da quantificacdo
(HINDSON et al., 2011).

4.2 IDENTIFICAC}AO HUMANA BASEADA NAS SEQUENCIAS STRs

Apesar da ampla variacdo de tipos de STRs no genoma, os loci mais utilizados séo
aqueles que possuem entre 4 a 50 unidades de repeticGes, com a caracteristica de estarem
localizados de forma exclusiva em cromossomos Unicos e possuirem variaches de
comprimentos na populacdo humana, tornando-os marcadores ideais para a identificagdo

humana, sendo um exemplo mostrado na Figura 1.
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Figura 1 — Exemplo hipotético de uma distribui¢éo do locus TPOX no cromossomo 2 de um individuo.

O locus TPOX encontra-se no cromossomo 2 e é formado por repeti¢des da sequéncia (GAAT)n, com “n”
variando em um intervalo de 4 a 16 unidades. No exemplo hipotético mostrado na imagem, o individuo possui um
alelo materno contendo (GAAT)s e um alelo paterno que possui (GAAT)g repeticdes.

TPOX TPOX

O

------ GAATGAATGAATGAATGAAT:
T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 : 9

Alelo materno Alelo paterno

Fonte: Os autores.

O conceito de impresséo digital do DNA foi originalmente proposto por Alec J. Jeffreys
em 1983, quando descreveu a técnica de VNTR. Porém, atualmente o conceito foi adaptado ao
uso de sistemas multiplex que utilizam um conjunto de marcadores STRs, originando um perfil
genético de cada individuo. Devido ao seu padrdo de heranga, baixa taxa mutacional e
localidade, os STRs autossémicos sdo rotineiramente utilizados pela pericia na realizacdo de

exames paternos ou na identificacdo de pessoas relacionadas a crimes.

4.3 PADRAO DE HERANCA E MARCADORES GENETICOS

Ao contrario do que ocorre com os marcadores autossémicos, aqueles que estdo
localizados no cromossomo Y possuem a caracteristica de serem passados de pai para filho sem
recombinacéo e, dessa forma, os marcadores STR localizados nos cromossomos Y (Y-STR)
sdo excelentes para a defini¢cdo da linhagem paterna de um individuo do sexo masculino. A
amplificacdo de marcadores Y-STRs tem diversas vantagens e, entre elas, destaca-se a
utilizacdo desta ferramenta em casos de violéncia sexual contra mulheres, pois em muitas
situacOes a quantidade de espermatozoides encontrada &€ muito menor do que a quantidade de
células femininas presentes no material biolégico coletado. Nesse caso, a amplificagdo é

especifica para os marcadores localizados no cromossomo Y e elimina a interferéncia dos
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marcadores autossémicos femininos. No entanto, quando a analise de Y-STR em uma amostra
de crime corresponde ao perfil Y-STR de um suspeito, 0s seus parentes patrilineares nédo podem
ser excluidos (ROEWER, 2009).

O DNA mitocondrial (mtDNA), por sua vez, possui heranga genética materna, pois
durante e fecundagdo o embrido so recebe as mitocondrias do 6vulo. Na area forense possui
uma grande aplicacdo da analise em casos de pessoas desaparecidas ou ndo identificadas, pois
pode ser comparado o0 material genético da pessoa investigada, com o de sua suposta méae ou
familiares maternos. Além disso, considerando que as mitocondrias possuem grande resisténcia
a degradacao de amostras, a identificacdo de seus marcadores sao Uteis em casos de quantidade
reduzida de material biol6gico, bem como em situacfes de degradacao pela exposicédo ao meio
ambiente ou contaminagéo bacteriana (DECANINE, 2016).

O padrdo de metilacdo do DNA também esta se revelando como uma importante
ferramenta a ser utilizada em investigagcdes criminais, o qual esta relacionado ao conceito de
modificacdo epigenética, sendo que varios estudos o apontam como um marcador eficiente para
a predicdo de idade do individuo relacionado ao DNA estudado (FREIRE-ARADAS et al.,
2016). O conceito envolvido leva em consideracdo que, além da sequéncia de nucleotideos, a
expressao génica também pode ser determinada por outros processos moleculares que atuam na
remodelagdo da estrutura da cromatina, como as modificacfes pds-traducionais das histonas e
metilagdo do DNA. A metilagdo do DNA consiste em uma adi¢do de um grupamento metil
(CHa) ao carbono da posicéo cinco da citosina (5'metilcitosina, 5mC), sendo a modificacéo de
DNA mais comum e que ocorre predominantemente nas citosinas em um contexto de
dinucleotideo CpG (C-fosfato de ligacdo-C) em células diferenciadas de mamiferos.

O processo de modificagdo da cromatina por metilacdo pode sofrer influéncias
ambientais e de questdes relacionadas ao estilo de vida, bem como ser afetado pela idade
(KADER; GHAI, 2015), fatores que estdo intimamente relacionados com o conceito de
envelhecimento epigenético ou relégio epigenético (HORVATH, 2013). Nesse sentido, o
relogio epigenético permite estabelecer uma correlagdo entre a idade cronologica e a idade
metilémica de um individuo, de modo que a aceleracdo media da idade, definida pela diferenca
média entre a idade metilémica e a idade cronoldgica, pode ser utilizada para determinar se 0s
niveis de metilacdo de um determinado tecido é consistentemente superior ou inferior ao
esperado (HORVATH, 2013). Tendo em vista a existéncia de diversos fatores que influenciam
0 padrdo de metilagdo do DNA, os esforcos atuais visando a aplicagdo forense desta técnica,
tém sido no sentido de identificar os loci que apresentam altos niveis de correlacdo entre 0s

padrdes de metilacdo do DNA e a idade cronologica, bem como padronizar sistemas de
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deteccdo adequados a diferentes tecidos e que sdo amplamente encontrados em cenas de crime,
como sangue, saliva, sémen, 0ssos, dentes e cabelos. Um nimero consideravel de preditores de
idade forense foi desenvolvido e diversos candidatos apresentam resultados promissores,
podendo ser citados os genes ELOVL2 (do inglés, ELOVL fatty acid elongase 2), ASPA
(aspartoacilase), EDARADD (do inglés, EDAR associated death domain), FHL2 (do inglés,
Four and a Half LIM domains 2), ITGA2B (subunidade de integrina alfa 2b) e PDE4C
(fosfodiesterase 4C) (FREIRE-ARADAS; PHILLIPS; LAREU, 2017).

4.4 BANCO DE PERFIS GENETICOS

Os bancos de perfis genéticos, passaram a ser uma ferramenta bastante utilizada e de
grande importancia na parte civil e criminal, onde o armazenamento dos perfis genéticos pode
variar de acordo com a legislacdo de cada pais, podendo conter perfis de condenados, de pessoas
investigadas e relacionadas com 0s crimes.

Com o aprimoramento da técnica de amplificacdo e identificagdo por STRs, foram
estabelecidos dois padrdes de marcadores para identificacdo de pessoas e inclusdo em bancos
de dados de perfis genéticos. Em 2009 o sistema europeu passou a utilizar um conjunto de 12
marcadores (WELCH et al., 2012), enquanto o FBI (do inglés, Federal Bureau of Investigation)
ja adotava um sistema com 13 loci para alimentar o seu software de comparacéo de perfis
genéticos denominado CODIS (do inglés, combined DNA index system), sendo que o padrédo
escolhido de 13 loci perdurou entre 1998 a 2016.

Além do conjunto dos 13 loci, também é utilizado um marcador para 0 gene
amelogenina, visto que este gene esta presente nas regides homologas dos cromossomos X
(AMELX) e Y (AMELY), e possuem diferentes tamanhos. Como resultado, a amplificagéo
deste locus fornece fragmentos de diferentes tamanhos para homens e mulheres, sendo 106 pb
para mulheres e 112 pb para os homens. Desse modo, a amplificacdo permite a diferenciacéo
sexual pelo perfil genético obtido. Um estudo realizado em 2015 demonstrou a conveniéncia
em se utilizar um conjunto maior de marcadores, o que foi implementado pelo FBI a partir de
2017, que passou a adotar um total de 20 loci (FBI, 2021; HARES, 2015).

Para satisfazer as necessidades dos principais bancos de perfis genéticos mundiais,
utiliza-se comumente kits comerciais contendo 16 loci, sendo: Penta E, D18S51, D21S11,
THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA, Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820,
D13S317, D5S818 e AMELX e AMELY (para determinacdo de género), os quais sdo
suficientes para se obter uma analise precisa e confiavel (ENSENBERGER et al., 2010). A
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Figura 2 mostra um exemplo de perfil genético obtido pela amplificacdo dos 16 loci citados
para um individuo do sexo masculino.

Uma das consequéncias relevantes da criacdo de bancos de dados de perfis genéticos,
foi a possibilidade de solucionar casos antigos e/ou arquivados que estavam sem solucéo.
Atualmente mais de sessenta paises possuem banco de dados, mas as coletas e informacdes
contidas neles variam de acordo com a legislacdo de cada local. Em alguns paises a coleta é
feita em maior escala, sendo coletado material de todos os criminosos condenados e, em
contrapartida, alguns paises s podem realizar a coleta de condenados por crimes especificos,
conforme previsto em lei.

Em 2005, foi criado um acordo entre alguns paises europeus, chamado de Tratado de
Prim, onde os dados de perfis genéticos das agéncias de seguranca europeias de cada pais
incluso no acordo, passaram a ser compartilhados, reduzindo o tempo e a necessidade de coletas
para inclusdo em cada banco de dados (GARRIDO; RODRIGES, 2015).

Figura 2 — Exemplo de perfil genético obtido pela amplificacdo dos 16 loci.

No exemplo mostrado, todos os loci aparecem como um par de picos majoritarios, onde cada um deles corresponde
a um dos alelos cromossémicos. Sendo assim, os picos duplos observados demonstram um padrdo de
heterozigosidade para cada locus mostrado, de modo que se houvesse algum par homozigoto, o padrédo observado
seria de apenas um pico, pois ambos teriam o mesmo namero de repeti¢des no referido locus. Na imagem também

é mostrada a amplificacdo da amelogenina, onde a existéncia de dois picos demonstra que se trata de um individuo
do sexo masculino.
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Fonte: https://www.promega.com/-/media/files/resources/brochures/genetic-identity/ge427.pdf?la=en
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No Brasil, 0 uso de banco de dados com perfis genéticos comecou a ser implantado em
2010, com o uso do CODIS, apds implementacdo e treinamento de peritos que passariam a
utilizar este sistema, o que foi possivel em funcdo de convénio firmado entre o Departamento
de Policia Federal (DPF) e o FBI a partir de 2008. A utilizacdo do sistema teve inicio apds a
necessidade de identificacdo de vitimas em um acidente aéreo do voo AF 447 Rio/Paris, onde
foi realizado o confronto de perfis genéticos dos cadaveres e restos mortais encontrados para
serem confrontados com os familiares, para uma identificacdo conclusiva.

Em 2012 entrou em vigor a Lei n° 12.654 e com ela foi modificada a forma de
identificacdo e execucdo de crimes, passando a ser obrigatdria a identificacao do perfil genético,
cuja extracdo de DNA deve ser efetuada por técnica adequada e indolor para os condenados por
crime praticado, dolosamente, com violéncia de natureza grave contra pessoa, ou por qualquer
dos crimes previstos no art. 1° da Lei no 8.072/1990.

Para regulamentar o armazenamento dos perfis genéticos coletados, foi criado o Banco
Nacional de Perfis Geneéticos por meio do decreto n° 7.950/2013, com o objetivo armazenar
dados de perfis genéticos coletados para subsidiar acfes destinadas a apuragdo de crimes. Nesse
sentido, para permitir o compartilhamento de informac@es entre os bancos estaduais de perfis
genéticos e o Banco Nacional de Perfis Genéticos, o qual é gerenciado pela Policia Federal
(especificamente pelo Instituto Nacional de Criminalistica), 0 mesmo decreto criou a Rede
Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG). Por meio dessa integracdo, tornou-se
possivel confrontar perfis genéticos gerados pelas unidades da federacdo e o banco brasileiro
(SILVA et al., 2013).

5 A GENETICA FORENSE NA SOLUCAO DE CASOS

A utilizacdo de exames de DNA passou a ter grande utilizacdo e importancia por todos
os lugares do mundo. Um dos primeiros relatos de utilizacao da técnica foi registrado na década
de 80, ao ser necessaria a comprovacao de parentesco de um jovem chamado Andrew Sarbah,
de 15 anos de idade. Esse jovem residiu na Inglaterra até os 4 anos de idade, quando foi para
Gana com 0 seu pai, que era recém divorciado. Onze anos apds a sua saida, 0 jovem retornou
para a Inglaterra com o seu passaporte inglés original e outro atualizado de Gana. No entanto,
0 servico de migracdo o proibiu de regressar ao pais por suspeita de possuir documentacéo falsa.
Porém, gracas a nova tecnologia, foi realizado teste de comprovacgdo de parentesco com a
suposta familia, que estava na Inglaterra, e somente assim foi possivel comprovar que realmente

aquela era sua familia e seu pais de residéncia (ARONSON, 2005).
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Em um caso ocorrido na Italia em 2010, a vitima Yara Gambirasio acabou
desaparecendo ap6s uma aula de ginastica. Seu corpo somente foi encontrado trés meses depois
em um local abandonado na neve, com ferimentos no pescogo e nas costas e, devido ao tempo
decorrido de sua morte, ja se encontrava em estado de decomposicdo. Apesar das condi¢cdes em
gue 0 corpo se encontrava, a pericia conseguiu coletar uma amostra de sangue que ndo pertencia
a vitima, mas provavelmente ao seu agressor. Na época do crime j& havia sido criado e
consolidado o banco de perfis genéticos, onde sdo armazenados perfis de criminosos, o que
permitiu a realizacdo de testes de compatibilidade com os perfis ja armazenados, bem como
testes voluntarios de DNA em homens e mulheres que viviam na area, o que totalizou
aproximadamente 16 mil perfis. Como resultado da investigacdo massiva e da atividade de
triagem em massa, trés anos apés a tipagem STR do vestigio coletado, foi encontrada uma
correspondéncia parcial com uma amostra de referéncia (STAITI et al., 2019).

Entre os perfis testados, foi encontrado um que pertencia ao jovem Damiano Guerinoni
e que apresentava bastante semelhanca com o perfil encontrado na vitima, indicando algum
grau de parentesco com o verdadeiro assassino. Com essa informacdo, as investigacoes
permitiram chegar a um individuo suspeito Giuseppe Guerinoni, que era tio do jovem Damiano
Guerinoni. No entanto, o individuo suspeito ja havia falecido 11 anos antes da morte da vitima
Yara Gambirasio. A visita da policia & casa da vilva, no entanto, permitiu a coleta de um selo
postal que continha resquicios de saliva que permitiram identificar o perfil genético do suspeito
Giuseppe Guerinoni, corroborando sua a compatibilidade com o assassino (FARRELL, 2015).

Como consequéncia da compatibilidade observada, a policia passou a analisar sua
familia, descobrindo que o suposto acusado tinha um casal de filhos e, devido ao grau de
parentesco, poderia ser relacionado ao delito. Somente em 2014 o caso p6de ser finalmente
elucidado, gracas a uma simulacdo de fiscalizacdo de transito, onde Massimo Giuseppe
Bossetti, filho de Guerinoni, foi obrigado a realizar o teste de bafémetro. Com essa acédo, foi
possivel coletar o material genético deixado no aparelho e, conforme a suspeita, o teste foi
positivo para as amostras encontradas na vitima, podendo assim confirmar a autoria do crime
(SILVA; FRANGIOSA, 2018). Pelo o uso de técnicas inovadoras de genética forense,
associadas a uma abordagem de coleta e triagem massiva de perfis genéticos em uma
populagao, esse trabalho foi agraciado com o prémio “DNA Hit of the Year” em 2017 (DNA
Hit of the Year, 2017).

No Brasil, um dos casos que teve resposta com a criacdo do banco de perfis genéticos
foi o de R. G., uma menina de nove anos de idade. O crime ocorreu na cidade de Curitiba/PR,

em novembro de 2008, quando a vitima desapareceu ao sair da escola para retornar para casa.
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Seu corpo foi encontrado apds dois dias, na rodoferroviaria de Curitiba, em uma mala.
Apresentava sinais de violéncia e abuso sexual, de modo que o exame do material genético
presente na vitima, permitiu identificar que o agressor se tratava de uma pessoa do sexo
masculino. Durante muito tempo foram feitas buscas e mais de 170 exames de confrontos
genéticos foram realizados, mas somente 11 anos apds o crime, devido a coleta realizada em
uma penitenciaria de S&o Paulo em 561 condenados, foi possivel identificar o perfil genético
de C.E.S, que estava cumprindo pena desde 2016. Assim, ao ser inserido o perfil no BNPG, o
material do condenado apresentou compatibilidade com o material encontrado em R. G., 0 que
permitiu comprovar a sua autoria do crime e demonstrar a importancia do banco de dados na
investigacdo criminal (MINERVINO et al., 2020).

Como consequéncia dessa integracdo, também foi possivel relacionar as acgdes
criminosas de um individuo identificado como Célio Roberto Rodrigues e que foram cometidas
em diferentes estados do pais, sendo que sua prisdo ocorreu em 2015 durante uma barreira
policial no Vale do Anari/RO, apds ter cometido roubos e um estupro (ESTEVAM,;
FERNANDES, 2015). Ap0s a sua prisdo em Ronddnia, 0 acusado teve o seu material genético
coletado e o perfil de DNA gerado foi comparado com dados do banco estadual do Mato
Grosso, confirmando que ambos os perfis correspondiam ao mesmo individuo, o qual também
estava relacionado a quatro estupros neste estado. A posterior inser¢do do seu perfil genético
no Banco Nacional, permitiu identificar a compatibilidades com outros trés perfis inseridos no
banco de dados do estado do Amazonas. Finalmente, em 2018 foram identificados mais dois
perfis genéticos compativeis no banco estadual de Goias. Suspeita-se que o individuo Célio
Roberto Rodrigues esteja envolvido com o abuso sexual de mais de 50 vitimas (POLITEC-MT,
2019). O reconhecimento internacional desse trabalho ocorreu em 2019 com o 3° lugar obtido
na premiacdo do “DNA Hit of the Year”, ap0s concorrer com 70 casos de 20 paises (DNA Hit
of the Year, 2019).

Entre tantos trabalhos de relevéncia, cabe destacar o caso ocorrido no ano de 2017 em
Ciudad del Este (Paraguai), onde houve o assalto a empresa de valores Prosegur, que ficou
conhecido no Paraguai como “O Roubo do Século”. Em uma agéo coordenada, os assaltantes
fortemente armados e utilizando explosivos, conseguiram roubar aproximadamente US$ 11,7
milhdes e fugiram para o Brasil. A investigacéo policial identificou diversos locais que serviram
de apoio para o planejamento das acgdes criminosas no Brasil, bem como varios veiculos
utilizados em todas as etapas da acdo. Ao final dos trabalhos dos Peritos Criminais Federais

envolvidos no processamento dos locais relacionados ao crime, um total de 577 amostras
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bioldgicas foram coletadas e enviadas ao Instituto Nacional de Criminalistica da Policia
Federal, em Brasilia/DF.

A partir das amostras enviadas, foi possivel obter 240 perfis genéticos e, dentre eles,
foram identificados 45 perfis unitarios diferentes. Ao todo, dentre os 67 suspeitos de
participagdo no assalto, um total de 16 individuos foram identificados e conectados ao caso pelo
DNA, nimeros que se atualizam a cada dia em funcéo da inser¢do de novos vestigios e perfis
nos bancos de dados. Além disso, o compartilhamento de dados permitiu conectar o assalto a
empresa Prosegur com outros 19 crimes que ocorreram entre 2013 e 2019 em 7 estados
brasileiros diferentes (Parana, Sdo Paulo, Santa Catarina, Piaui, Bahia, Minas Gerais e Mato
Grosso do Sul). Tendo em vista o grande impacto causado pelas a¢fes criminosas, bem como
em funcéo da eficiéncia de todas as forcas policiais envolvidas na investigacdo, processamento
dos locais e vestigios bioldgicos, o trabalho também foi reconhecido internacionalmente e
ganhou o 1° lugar na premiagdo do “DNA Hit of the Year” em 2020, apds concorrer com 53
casos de 20 paises (DNA Hit of the Year, 2020).

6 CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer da histéria observa-se uma busca constante por procedimentos que
permitam determinar a autoria de acgdes ilicitas com assertividade, o que levou ao
desenvolvimento de diversas técnicas cientificas capazes de estabelecer correlacdes precisas
entre evidéncias e autoria. Entre elas, destaca-se o desenvolvimento tecnoldgico advindo do
conhecimento das caracteristicas do DNA e do genoma humano, fazendo com que a utilizacédo
dos perfis de DNA na resolucéo de crimes passasse a ser uma constante na atualidade.

Apesar de existirem diversas discussdes a respeito de aprimoramentos necessarios na
atual legislacdo brasileira acerca da coleta e processamento de material bioldgico, bem como
do armazenamento e uso das informacoes relativas aos perfis genéticos, os resultados positivos
da criacdo do Banco Nacional de Perfis Genéticos e da Rede Integrada de Bancos de Perfis
Geneticos, ja podem ser vistos no reconhecimento internacional dos trabalhos desenvolvidos
pelas forgcas de seguranca brasileiras. Como exemplo, podemos citar a solugdo do caso
envolvendo o suspeito Célio Roberto Rodrigues, que foi condenado por roubos e diversos
crimes sexuais em diferentes estados do pais. Nesse caso, o trabalho de investigacdo
envolvendo a identificacdo por perfis genéticos recebeu o 3° lugar na premiacdo internacional
DNA Hit of the Year em 2019. Em seguida, como apice do prestigio brasileiro na comunidade
internacional, cabe destacar os trabalhos periciais relacionados ao caso ocorrido no ano de 2017

em Ciudad del Este (Paraguai), onde houve o assalto a empresa de valores Prosegur, que levou
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0 Brasil a ganhar o 1° lugar na premiagdo do “DNA Hit of the Year” em 2020. O
desenvolvimento constante de novas tecnologias aplicadas na genética forense permitira um
sucesso cada vez maior na resolucdo de crimes. Do ponto de vista legal, no entanto, apesar dos
notaveis beneficios cientificos e sociais alcancados pela atual legislacdo que trata de provas
genéticas, ainda sdo necessarios aprimoramentos que permitam a expansao da coleta de DNA

e insercdo de um nimero maior de perfis genéticos no Banco Nacional de Perfis Genéticos.
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