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As investiga¢Oes cientificas que fundamentam as decisfes

juridicas ganharam uma base extremamente soélida com o0s
avangos alcancados na tecnoiogia em DNA. Os testes realizados
com os acidos nucléicos apresentam uma base de identificagdo
positiva, permitindo aos peritos das areas biologica ou juridica
tomarem decisdes de carater definitivo. Até outrora, os métodos
tradicionais de tipagem soroldgica apresentavam diversos fatores
limitantes, tais como, ndo tinham um grau de heterogeneidade, de
polimorfismo, e especialmente de acuracidade, suficientes para
uma inclusdo de identidade. Tais exames apoiavam-se somente
em alguns casos isolados, onde o diagnoéstico era exclusivamente o

de exclusdo.

r

A capacidade identificatoria dos testes em DNA é tao
precisa e individual que justifica o nome pioneiramente utilizado
para expressa-la, a impressdo digital genética fingerprints.
Entretanto hd diversos aspectos a serem considerados, para que
este salto tecnoldgico, de herdi ndo passe a vildo, principaimente

guando se considera a superestimacdo da real potencialidade



destes testes, além de que, 0 emprego desta técnica, em especial
no Brasil, €& muito recente, existindo ainda abismos de
desuniformidades no padrao de qualidade dos laboratérios e
institutos. Ha também um imenso e vasto campo ainda a ser
criteriosamente estudado, com as mais diversas variantes a serem
consideradas, principalmente quando se transporta ao ambito
criminal, onde as amostras bioldgicas, quase na sua totalidade,
ndo sdo encontradas nas suas condigdes ideais, e a coleta

inumeras vezes é feita de maneira totalmente inadequada.

No presente trabalho foi analisada a idoneidade dos
resultados destas novas técnicas, destacando etapas passiveis de
erros e suas consegiiéncias juridicas e sociais, além de elucidar ao
| plblico leigo alguns aspectos técnicos fundamentais, como a
analise criteriosa dos estratosféricos indices de inclusdo divulgados
macicamente e indiscrimidamente, e sugerir algumas medidas

cautelosas para uma real e eficaz aplicabilidade destas técnicas.



Scientific investigations, which establish juridical decisions,

have acquired a reliable basis due to advances achieved in DNA
technology. The tests performed with nucleic acids have presented
a positive prove type, thus allowing definitive decisions characters

to be established by experts of biclogical and juridical areas.

Formerly the traditional methods of serological types
presented important restriction factors, for instance, they didn't
have sufficient rates of heterogeneous, poiymorphi.sm and
specially polishment to include identity or paternity, hence, they
conclude clearly only in rare and isolated caseworks, whése the

diagnostics were exclusively of exclusion one.

The identification ability of DNA tests is extremely precious
and particular, which justifies the pibneer name appointed to
them, fingerprints DNA. However, there are many aspects to be
considered, so that this great improvement doesn’t become a
villain; especially when consider the super estimation of the real
possibilities of these exams. Furthermore, especially in Brazil,

these technigues are extremely recent, with presenting great



differences of qualities standards between laboratories and
institutes. Big conquests will be necessary and they must be
applied for scrutiny and so the most variants must be considered,
specially in criminal area, where the biological samples discovered,
in almost cases, don't have the ideal conditions of exam, and the

collection, frequently, is performed improperly and entirely wrong.

At the current work, it has been analyzed the
idoneousness of results in these techniques, mentioning stages
susceptible to mistakes and the main juridical and social
consequences, besides elucidating to the society sém-ez.-im-.p.artant
technical aspects, such as the scrutiny of the incredible rates of
paternity and identity index unconsciously made public, and finally
propose some carefully standards of measure for a real and

efficient applicability of DNA methods.



1.1. Aspectos Gerais:

Como cita a tradicional histéria biblica da criagdao do
mundo em Génesis: “haja luz. E houve luz”. No comego do século
20, contudo, recriou-se a luz. A l@mpada iluminou os lares e
dissipou as trevas, outrora dominantes absolutas das noites
(GONZALEZ & SPOTORNO, 2000). Um filamento de tungsténio,
criado pelo engenhoso Thomas Alva Edson, foi o prentincio da Juz e
de grandes avangos para esta era. Aos olhos da ciéncia e da
tecnologia, nunca a humanidade se desenvolveu tanto, a ponto de
se dizer que, aproximadamente 90% dos cientistas de nossa
histéria localizaram e localizam-se nestes ultimos cem anos. O
impeto cientifico humano nunca esteve tdo sedento pelo deséobrir
e pelo saber como hoje, a ponto de obter-se, por exemplo,
intemeratas provas de investigacdo de paternidade e de
identificagdo criminal. Se por um lado, merecidamente
progredimos, por outro, existem os bugs sociais. Da auséncia de

senso dos limites racionais de sua atuagao, dos surtos de



distirbios sociais, o homem torna-se cumplice de seus proprios

arros.

No 6° periodo da criagdo, segundo as conhecidas

escrituras sagradas, disse Deus:

“Frutificai e multiplicai-vos, enchei a terra, e
sujeitai-a. Dominai sobre os peixes do mar, sobre
todas as aves dos céus e sobre todos os animais
que se arrastam sobre a terra” (BIBLIA...2000)

Talvez apenas o proprio Deus pudesse prever de antem3o
onde a genial; a imaginativa, mas eventual maquiavélica mente do
homem pudesse chegar. Depois de se articular no mundo, num
clima de aparente submissdo, o0 homem resclveu que queria ser 0
destruidor da vida também, e agora mais recentemente o co-

criador dela (LANE, 1999; SILVA NETO, 2000).

Muito provaveimente este trabalho n&do seria desenvolvido
se ndo existissem conseqiiéncias da falta de ética e dos surtos de
desordens sociais intra e inter sociedades, tais como: a eugenia

artificial pela clonagem humana, a inseminagdo artificial com

10



desprezo e sacrificio de material biolégice vivo (MARTINEZ, 1998),

o crime, talvez o pior deles, e a investigacdo de paternidade.

Interessante abordagem faz SIMAS FILHO (2000) quando
guestiona com destreza: "se se fala em paternidade, por que
investiga-fa?” Relata ainda que isto se origina da extrema
necessidade do filho, concebido fora da sociedade conjugal, em
conhecer seu genitor, em opor-se-lhe o patronimic e estar em
ligacdo a ele, na condigdo de herdeiro. Alguns nimeros, trazidos
em matéria de capa pela revista Veja, servem para elucidar parte
destas causas. Eles demonstram que, mais de 25% dos homens
casados trairam a mulher no ultimo ano, 30% das mulheres
entrevistadas nao tém orgasmo sexual em suas relagdes, e em
trés geragOes a idade da primeira relagdo das mulheres caiu cinco
anos (BUCHALLA, 2001). Os paradigmas mudam cada vez mais
rapidamente. Sobre o futuro, ha muitas perguntas sem respostas.

Como ficarad a sociedade, a instituicdo da familia, do casamento?

Em um mundo sedutor e calculista, onde milhdes sdo
gastos em campanhas de prevengao, mas milhares se contaminam

por vias venéreas, e onde outras milhares de pessoas sdo

11



desgastadas com agBes judiciais de reconhecimento de
paternidade com conseqiéncias psicolégicas irreversiveis,
simplesmente ha alguns milhares de anos também, j& se havia
inventado a solugao para tais problemas, inclusive o sexo seguro:
o tradicional casamento monogamico sem filiais ou sucursais.
Quem diria que, algum dia, isto seria um conceito em demasia
complexo para a atual sociedade? Emendando-se com
questionamentos mais remotos, pergunta-se: Por que adulterar?
Por que matar? Por que dar asas as suas proprias torpezas? Muito
desses sintomas e outros mais sdo de origem exclusiva de nossos.
padrdes: sociais, do in-sﬁ-ﬁ-‘ciegr};a;-z ‘autocontrole e da desobediéncia
racional individual a certos padrfes minimos. O homem ndo tem
suﬁciezjtg dominio e maturidade para lidar com .0s designios que
lhe coube desde seu advent'é;*f“'”h':ikﬂito menos onisciéncia para
determinar regras, organizar uma sociedade, antever e julgar
fatos. Desde os primoérdios, estas sempre foram algumas das
diversas atribuigbes sensivelmente deficitarias deste ser. O homem
continua e vai continuar vivendo cercado de dividas e surpresas.
Com expressdes tipicas como: “nem tudo o que reluz é ouro”, “o

mundo da voltas”, referimo-nos usualmente a situagles algo

12



surpreendentes e inusitadas. Quem poderia imaginar que um
individuo, que dormisse todos os dias até ao meio dia, que duas
vezes fosse demitido do trabalho, que usasse drogas e bebesse
meia garrafa de whisky todas as noites, pudesse ser um dia
governante de uma grande nacdo? Por outro lado, seria menos
surpreendente um condecorado herdi de guerra, vegetariano, ndo
fumante, irrepreensivel profissional, tornar-se, também um dia,
presidente de uma grande nacgao? Entretanto, ao afirmar que estes
dois exemplos ficticios sdo reais, o destino reservou surpresas,
onde ¢ primeiro se chamava Winston Churchill, e 0 segundo, o
ainda mais notdrio, Adolph Hitler. Analogicamente, seria também,
no minimo curioso, questionar com um leigo, como que o estudo
de ervilhas poderia estar intimamente relacionado com  a

identificacdo criminal de um estupro.

Das surpresas e imprevistos surgiram grandes descobertas
da ciéncia, na genética exemplificadas pelas leis de segregacdo
mendeliana. Inusitadamente, o0 monge agustiniano Gregor Johan
Mendel, nos jardins de seu monastério na cidade Tcheca de Brinn,

atual Brno, abriu caminho para os estudos e conquistas da
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genética (HAUSMANN, 1997), especificadamente em DNA, a
molécula da vida (FARAH, 1997), ou como alguns corretamente a

chamam de: a marca de Deus, porque ndo se pode apaga-la

(SIMAS FILHO, 2000).

A  capacidade investigatoria do homem  cresce
vertiginosamente e a niveis exponenciais. Das descobertas simples
de Mendel até o seqlienciamento do genoma humano, inUmeros
foram os detalhes que contribuiram para o continuo e espantoso
progresso nessa area. Originalmente como um dnico filo, a
genética hoje apresenta inUmeras ramificagbes, cujas aplicacdes
sdo coadjuvantes essenciais no desempenho de inimeras
atividades cotidianas. A medida que o homem estudava suas
propriedades, o DNA vislumbrava a todos com suas caracteristicas
tdo peculiares, onde suas aplicagdes mudaram de uma vez para
sempre 0os rumos da ciéncia bioldgica. As descobertas de algumas
dessas peculiaridades, como: a sua universalidade entre os fseres
vivos, a sua similaridade em tod.bs os tecidos de um mesmo
individuo, a sua perenidade no decorrer da vida humana, a sua

conformagao espacial em dupia hélice, a sua replicacdo semi-
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conservativa, a disposicdo antiparalela da dupla fita, a
complementariedade de suas bases nitrogenada, a presenga de
regides codantes e de DNA repetitivo e o carater de transmissdo
hereditario mendeliano com recombinagdes inter-cromossOmicas,
permitiram ao homem atingir metas outrora néo vistas, tais como:
a analise de vinculo de parentesco, identificacdo humana e
criminal, analise molecular de fésseis humanos de 8000 anos e de
animais extintos, como os mamutes, analises de mutacdes de
culturas de células, pegas ou quimerismo completo em
transplantes de medula, aconselhamento genético, diagndstico de
anomalias e analise de parentesco pré-natal através de
amniocentese e vilosidades coribnicas, diagndstico de cancer
(analisando mutagdes em células tumorais), contribuicbes
relevantes a genealogia antropologia e arqueologia humana e
diagnéstico inter-espécies (HERMANN & HUMMEL, 1994; KAYSER
et al., 1997, PEREZ-LEZAUN, 1997), sendo inciusive utilizado peia
legislagdo canadense no rigoroso controle a caca, onde até se
comparou sangue de urso encontrado na neve com carne em

congelador (FARAH, 1997).
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1.2. Aspectos juridicos

A partir da obstinag8o cientifica, o homem chegou ao
desconhecido a partir do conhecido, do visivel chegou ao invisivel,
do macro para o micro, do micro para 0 pico. A identificacdo pelos
materiais biologicos sempre foi algo que instigou os cientistas. As
proteinas foram o marco inicial destas analises. Landsteiner, em
1900, através do conhecido sistema ABOQO, inaugurou o caminho
para que analises de vinculo genético pudessem ser realizadas
com sucesso” atualmente (CALABREZ & SALDANHA, 1997)
(DARUGE IR, 1998) (0OZAKI, 1999). Quando encerrava sua
carreira: declarou que, um dia, chegar-se-ia a identificagdo
completa, isto €, um perfil genético identificaria o autor, a partir
de vestigios de materiais biologicos (SIMAS FILHO, 2000). Esta
ambigdo do homem tem atingido seu climax com a utilizagdo das
tecnicas em DNA, tanto que a obtencao de um retrato fantasma, a
partir de pequenas amostras biologicas de um local de crime,
parece ser um objetivo muito préximo atualmente. Contudo, para
o éxito da aplicabilidade legal das provas em DNA, sabe-se que

muito se herdou da mais avangada jurisprudéncia internacional,
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mas também muito se deve ao aprendizado obtido a partir de
nossa experiéncia histérica no direito familiar, no civil e penal, e
nas analises genéticas primordiais, principalmente em investigacdo
de paternidade, em reconhecimento de legitimidade de filiagdo e

sucessdo, e em identificacdo forense,

Desde os tempos mais remotos, os homens sempre se
aventuraram em relagdes amorosas, colocando no mundo filhos
sem o0 reconhecimento paterno. Atualmente, no Brasil, existem
mais de 10.000.000 de criangas nascidas como conseqliéncias de
relagbes extraconjugais ou até mesmo de pais solteiros, mas que
ndo assumiram a paternidade destas criangas. Embora o Estado
procure assumir a tutela para garantir os procedimentos para o0s
reconhecimentos paternos destas criangas, pouquissimas ou quase
imperceptiveis sdo as entidades estatais que realizam estas provas

gratuitamente.

Segundo as ligdes do grande jurista brasileiro Yussef Said
Cahali, o reconhecimento da paternidade no Direito Brasileiro
evoluiu em cinco etapas (CAHALI, 1999). Primeiramente,

aplicavam-se as normas das Ordenacgfes Filipinas que admitia o
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reconhecimento do filho ilegitimo, encarregando-se a mae de cria-
lo de leite até trés anos, e o pai, de fazer todas as despesas,
sendo proibida a sucessdo legitima, mas n3o a testamentaria. Em
seguida, surgiu a Lei 463, de 02 de setembro de 1847, que
estabeleceu que os filhos espurios passariam a desfrutar dos
mesmos direitos que os legitimos, se reconhecidos mediante
escritura publica ou em testamento. Em 1916, entra em vigéncia o
Cddigo Civil, Lei 3.071, de 19 de janeiro daquele ano, em que no
Artigo 358 estabelecia a absoluta impossibilidade do
reconhecimento dos fithos incestuosos e adulterinos, artigo este
que somente foi expressamente revogado pela Lei 7.841, de 17 de
outubro de 1989, determinando que o reconhecimento do fitho
haviﬁdo fora do matrim0nio é permitido sem restricdo alguma, texto
este combinado com os Artigos 26 e 27 do Estatuto da Crianga e
do Adolescente (NEGRAO, 2001). Neste periodo mais antigo, as
provas da pretensdao de uma paternidade fundamentavam-se
basicamente nos escritos deixados pelo verdadeiro pai ou ainda
pelas provas documentais que eram acostados a um processo

dessa natureza.
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Em 1942, o Decreto 4.737 possibilitou o reconhecimento
do fitho adulterino, porém apenas ap0s o desquite ou a dissolucdo
da sociedade conjugal pela morte de um dos cOnjuges. A evolugao
da legislagdo acompanhava o desenvolvimento dos problemas
sociais, surgindo a Lei 883, em 1949, que ampliou a possibilidade
do reconhecimento dos filhos, em todos os casos de posterior

dissolugdo da sociedade conjugal (CAHALI, 1999).

Primordialmente, a base juridica destes pedidos na Justica
apoiava-se nos textos constitucionais. Com o advento do Cdédigo
Civil, o Artigo 363 assim determinou: "Os filhos ilegitimos de
pessoas que ndo caibam no Artigo 183, ns. I a VI, tédm acdo contra -
0s pais, ou seus herdeiros, para demandar o reconhecimento da
filiacdo. Posteriormente, este Artigo foi alterado pelo Artigo 227,
pardgrafo 6°, e pelo Artigo 20 do Estatuto da Crianca e do
Adolescente, Lei 8.560, de 22 de dezembro de 1992, atribuindo
nova redag¢do, passando a ser redigido da seguinte forma: "Os
filhos tem agdo contra os pais...". Nota-se que foi eliminado do

texto do referido artigo a expressdo "ilegitimos”, eliminando
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discriminacbes de filiacdo, equiparando de forma absoluta os filhos

de qualguer condigdo juridica (GONGCALVES, 2000).

Qutro aspecto legal que merece esclarecimento consiste
no Artigo 338 do Cddigo Civil, quanto a presungdc legal de
paternidade. Este artigo dispOe que se presumem concebidos na
constancia do casamento: "I- os filhos nascidos 180 (cento e
oitenta) dias, pelo menos, depois de estabelecida a convivéncia
conjugal (Artigo 339); II- os fithos nascidos dentro dos 300
(trezentos) dias subseqgiientes a dissolugdo concepgdo. No primeiro
caso depende da convivéncia. No segundo caso, este argumento
do suposto pai nde: podera prevalecer quando os conjuges mantém
relacionamento amoroso fora daquele periodo. Entretanto, a
jurisprudéncia vem solucionando estas situagdes através de provas
genéticas, uma vez que nem a propria confissdo materna é
suficiente para excluir a paternidade, conforme dispfe o Artigo 346

deste mesmo diploma legal (SIMAS FILHO, 2000).

Quanto a acdo negatdria de paternidade, conforme dispde
o Artigo 344 do Cddigo Civil, embora os Artigos 178, parégrafos 3°

e 49, inciso I, estabelegam prazos de decadéncia extremamente
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exiguos para a contestagdo da paternidade, as correntes
jurisprudenciais tem afirmado que a agdo negatoria de
paternidade, por tratar-se de agdo de estado, como a agdo
investigag8o de paternidade, é imprescritivel (cf. TISP, 5° Cadmara,

Ap. 64.598-4 Barueri, j. 14-05-98, apud GONCALVES (2000).

Também o Estatuto da Crianca e do Adolescente, Lei
8.069/90, colaborou para que a inflexibilidade da presuncdo de
paternidade fosse afastada, determinando no seu Artigo 27 o0 que
segue: "o reconhecimento do estado de filiagdo é direito
personalissimo, indisponivel e imprescritivel, podendo - ser

exercitado contra o pai ou seus herdeiros, sem qualquer restricdo”.

Além destes textos legais, a Jurisprudéncia tem reforcado
este entendimento, no sentido de permitir as agdes negatdrias de
paternidade pelas provas em DNA (acido desoxirribonuciéico),
conforme decisdo da Quarta Cémara do Superior Tribunal de
Justica, em recurso especial n% 4.987 e este mesmo Tribunal em
julgamento STJ, 3° T., Resp 40.690-0-SP, Rel. Costa Leite, j. 21-

02-95, v.u.
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Apds esse periodo extremamente empirico, nas primeiras
quatro décadas do século XX, os tribunais passaram a aceitar as
provas genéticas, inicialmente através dos grupos sanguineos do
Sistema ABO. Em 1940, a descoberta dos Fatores Rh, e seus
derivados pelo sistema Fisher-Race, através do compiexo CDE/cde,
com as variantes Cw e Du, deram novo impulso para uma maior
admissibilidade dessas provas. Paralelamente a estes fatos,
diversas descobertas foram realizadas nessa drea através da
identificagdo de outros marcadores eritrocitarios, desta forma,
aumentando-se a possibilidade de que provas genéticas
excluissem uma falsa paternidade; e consegiientemente; admitidas-
unanimemente peios Tribunais (DARUGE, 1976). Em 1952, Jaez
Duarte identificou que os soros de alguns individuos
politransfundidos aglutinavam os leucécitos de outros individuos.
Mais tarde, Dausset caracterizou a existéncia de um complexo de
Antigenos Leucocitdrios Humanos, ao qual denominou de HLA
{(NAVARRO, 1997), aumentando-se ainda mais as possfbilidades
investigativas das provas geneticas, principalmente em analises de
vinculo familiar, proporcionandc mais seguranga e melhores

condicbes para o julgamento dessas questdes pelas autoridades
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judicidrias. Embora até hoje se realizem todos estes exames, ha
de se ressaltar que estes somente perduraram em virtude de sua
praticidade e seu custo operacional, pois o valor legal destas
provas s& € absoluto quando exclui a possibilidade de um acusado
de paternidade ser o pai bioldgico de uma determinada pessoa.
Por outro lado, até a presente data, quando as provas judiciarias
associadas a estes exames formarem uma convicgdo satisfatoria,
os Juizes ainda tém julgado pela procedéncia e validagao da acao

que investiga a paternidade de um demandado.

A partir das descobertas de WATSON & CRICK sobre-a
estrutura helicoidal dupla da molécula de DNA na década de 50,
inimeros foram os seus frutos cientificos (HAUSMANN, 1997), em
especial os de ALEC JEFFREYS na década de 80, onde
aprofundando-se nos estudos da engenharia genética
contemporanea, desenvolveu uma metodologia especifica para a
andlise de vinculo de parentesco e também para a identificacdo
humana a partir de DNA, sobretudo embasando-se na
impossibilidade da existéncia de duas pesscas com a mesma

codificacdo ou padrdo de DNA, justificando-se assim a especial
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expressdo atribuida a estas técnicas ainda hoje, impressdo digital
genetica (JEFFREYS, 1985a). Hodiernamente, pesquisadores
estrangeiros e nacionais vém-se dedicando a finco em busca de
novos e revolucionarios progressos nessa area, numa instigante
corrida de competicao, onde o prémio, além da saciedade cientifica
e financeira dos envolvidos, é o almejado entendimento para a

aplicabilidade de todo esse emaranhado de cddigos moleculares.

Apesar de toda esta revolucdo cientifica e do aparato
tecnolégico trazido pelo progresso, ndo se deve superestimar, nem
tampouco. . sacralizar;. 0s . valores... destas. .provas,  pois. elas
apresentam suas limitagdes técnicas, assim como- qualguer outro
exame identificatorio (DRUMOND, 2000). Além do mais, a
utilizagdo de siglas e codigos peculiares, de metodologias e
técnicas bastante complexas, além dos efeitos causados pela
massificacdao do idioma norte-americano, tornaram a tarefa de
interpretacdo dessas técnicas por parte dos profissionais leigos,
‘extremamente penosa e dificil, em especial aos do meio juridico,

policial e politico.
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Para isto, é de maior interesse neste trabalho, enriquecer
conhecimentos de - biologia molecular aplicados as ciéncias
forenses, a fim de se discutir oportunamente sobre a sua validade

juridica e seus padrdes de admissibilidade.

Vale salientar que na impossibilidade de se estabelecer
pardmetros comparativos, isto é, quando ndo ha possibilidade de
se comparar uma amostra em questdo com um suposto envolvido,
ou vice-versa, seja pela auséncia de um deles, seja pela qualidade
das provas apresentadas, torna-se, entdo, invidvel a efetividade de
qualquer técnica de identificagdo, mesmo as mais sofisticadas,

como as em DNA.

A utilizacdo das técnicas de DNA veio a substituir de uma
maneira mais segura as técnicas tradicionais de tipagem
sangliinea. Devido ao seu alto poder de informacdo, além do usual
emprego dessas técnicas nos tradicionais casos de investigagdo de
paternidade, elas sd3o empregadas na solucdo de evidéncias
associativas em locais de c¢rime e como grande coadjuvante dos
tradicionais métodos antropoldgicos de identificagdo humana

postmortem, como: a dactiloscopia, os exames da arcada dentaria
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e o0s exames meédico-legais (JARRETA, 1998). Quando da
impossibilidade do emprego destes métodos, 0 uso do DNA é
especialmente indicado (LEE, 1994). O seu uso tem-se expandido
também porque estas técnicas sdo menos influenciadas pelos
eventos de decomposicdo, de fragmentagdo, de carbonizagdo
parcial e excepcionalmente podem ser efetivas em alguns casos de
inexisténcia de dados antemortem, em especial quando existem
supostos parentes da vitima, sendo consideradas como a ultima
grande linha de identificagdo, por exemplo, nos casos de desastre
de massa (JARRETA, 1998; MIYAJIMA, 2000). Indubitavelmente,
todos estes progressos tém contribuido de forma imensuravel na
solugdo dos mais diversos problemas de investigacdo de
paternidade, de identificagdo humana, na elucidagdo de crimes,
nas averiguagdes de grau de parentesco, nos estudos das origens
populacionais, entre outros, onde as autoridades policiais e
judicidrias impreteriveimente tém necessitado fundamentar-se em
provas de maior solidez e confiabiiidade para, enfim, decidirem por
uma justa sentenga. O DNA € um desses grandes coadjuvantes
judicidrios, digno de uma honrosa citacao sherlockiana, ou mesmo

kLY

de um veredicto: ..com distingao e fouvor”.
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1.3. NogOes Basicas de Biologia Molecular

E necessario, sobretudo, entender como todas as funcdes
vitais de um organismo é conduzido a partir de simples moléculas

de acido desoxirribonucléico.
1.3.1 Generalidades

A célula é a unidade fundamental da vida. Nos organismos
unicelulares, todas as fungdes vitais estdao concentradas em uma
Gnica célula. Nos multicelulares, o namero de céiulas varia
conforme 0 organismo estudado. Acredita-se, por exemplo, que ©
homem tenha mais de 10 trilhdes de células, isto é, 10° ééiuias
(FARAH, 1997). A grosso modo, pode-se dividir a célula em trés
principais estruturas: membrana plasmatica, citoplasma e nicleo.
Dentro do ntcleo, o material genético acha-se distribuido na forma
dipldide de 46 cromossomos, contendo dois haplétipos, isto &, dois
conjuntos de 23 cromossomos (sendo 22 autossém'icos e 1
sexual), a este conjunto completo de cromossomos hapldides
denomina-se genoma. 0s cromossomos sao estruturas compostas

por pfotefnas (histonas) e a&acido desoxirribonucléico (DNA)

bastante condensados, de tal forma que se fossem
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descondensados e dispostos linearmente, uma UGnica célula teria

2m de material genético (JARRETA, 1998).

Uma molécula de DNA é denominada de nucletideo e
constitui-se de um acicar ou pentose, denominado desoxirribose,
um grupo fosfato e uma base nitrogenada (FIG 01), esta Gltima
dividida em dois tipos: pirimidinas (citosina e timina), e purinas
(adenina e guanina). A cadeia de DNA é composta por uma dupla
hélice e disposta de forma antiparalela. As cadeias sao ditas
antiparalelas porque as ligacdes fosfodiéster, entre os nucletideos
de um. mesmo filamento,. correm: sempre no sentido do:carbono 5
da pentose para o0 carbono 3 da pentose do nucleotideo
subseqliente, de sorte que um fita corre em um sentido e a
complementar em sentido oposto, inclusive nos processos de
replicacdo, que é o processo de duplicacdo da cadeia do DNA. A
fita de DNA é ligada a sua oposta por pareamento entre as bases
nitrogenadas, obedecendo, sobretudo, a lei da
complementariedacﬁe dessas bases, onde, via de re_gra, somente

existem pareamentos entre adenina(A) e timina(T), com duas
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pontes de hidrogénio, e entre guanina(G) e citosina(C), com trés

pontes de hidrogénio (FIG 02).

FIGURA 01 - Constituigdo do nucieotideo em grupo fosfato, aglicar ou pentose e
base nitrogenada

As seqgiiéncias das bases nitrogenadas A,C,G,T, dispostas
no genoma, sao a forma de codificagdo e armazenamento de todas
informacgdes genéticas. A expressdc génica é realizada através da

sintese protéica pelo RNA (acido ribonuciéico), sendo este gerado
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a partir da fita non-sense ou template do DNA. Resumidamente, o
processo de codificacdo do RNA mensageiro(RNAm) a partir do
DNA ¢ denominado transcricdo. O processo de sintese protéica, a
partir da leitura do mRNA, é chamado de tradugdo, e o processo

de duplicacdo do DNA chama-se replicacdo (FIG. 03).

FIGURA 02 - Dupla cadeia de DNA. Notar pontes de hidrogénic entre os
pareamento das bases nitrogenadas A-T e G-C, e as ligacdes
fosfodiéster dos nucleotideos no sentido 5’ -> 3°

30



FIGURA 03 - Etapas de codificacdo do complexo DNA e RNA

1.3.2 Principais propriedades do DNA

» Universalidade entre os seres vivos: presente em todos os seres

eucariontes superiores, possibilita comparagdes inter-espécies e a
terapia génica utilizando-se de microorganismos como o0s fagos e

bactérias.

o Absorver luz ultravioleta de 260nm de onda: permite a

guantificacdo do DNA extraido por espectrofotometria.
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e Complementariedade de suas bases nitrogenadas {(A-T e C-G):

especificidade génica, além de permitir a individualizacdo e o

sequenciamento do genoma (FIG. 04).

ADENINA

GUANINA

CITOSINA

FIGURA 04 - Complementariedade das bases nifrogenadas do DNA

e Duplicacdo: manutencdo da informagdc geneética durante o

processo da divisao celular

e Replicacdo semi-conservativa: garante integral

transmissibilidade do material genético e menor susceptibilidade a

erroes.

¢ Individualidade génica: seqiéncias totalizando 3,1 bilhfes de

pares de bases tornam um individuo Gnico entre todos os outros, a

excecao dos gémeos univitelinos.
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1.3.3 Leis da genética que determinam a individualidade do DNA

* lLei da segregacdo independente ou heranca mendeliana: os

dois componentes de um par de genes, os alelos, jamais estdo
presentes em uUm mesmo gameta, pois se segregam para gametas
diferentes. Isto permite dizer que 50% de nosso material genético
vém da maéae bioldgica e os 50% remanescentes do pai bioldgico,
isto €, em um par de cromossomos homdlogos sabe-se que um
cromossomo veio da made e o outro do pai, e a heranca dos alelos
de cada cromossomo € independente em relacdo aos
correspondentes do seu homologo. Isto ocorre tanto nos genes,

como nas demais regides do genoma (FIG. 05).

GeracSo Parertal

Geracio F1i

gametas . i -
94 B &

& @

RETEE

Geracio F2

FIGURA 05 -Lei da segregacdo independente, onde as
geracbes filhas apresentam 50% do
material geneético herdado de cada genitor
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e 32 lei de Mendel ou lei da independéncia dos caracteres: Os foci
de diferentes Cromossomaos recombinam-se de forma

indepedndente e a0 acaso apos as divisdes meidticas.

s Recombinacdo por crossing-over: Durante a meiose, 0s pares

de cromosscmos homodliogos alinham-se colocando os alelos
correspondentes lado a lado. Em pontos escolhido ao acaso, os
cromossomos homologos se quebram e trocam segmentos
correspondentes, formando uma nova combinacdo de alelos
diferentes das que herdamos (FARAH, 1997). Um individuo recebe
integraimente 23 cromossomos do pai € 23 da mae, mas para
cada gameta produzido, ele ndo transmitird integraimente o
haplétipo paterno ou o materno, mas sempre uma mistura de
ambos, mais especificamente uma combinagdo casual dos genes e
foci que ele possuia, aumentando desta forma a vari'é}gailidade

genética de uma populagdo. (FIG. 06).
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FIGURA 06 - Permuta ou crossing over entre 0s Cromossomos
homélogos durante a meiose, onde uma célula diploide
{2n) forma 4 gametas haplétipos {n) recombinados

¢ O fenébmeno do equilibrio de ligac8o: Quando se trata da analise

de herancga dos alelos em dois /oci diferentes, mas em um mesmo
cromossomo, eles s podem ser transmitidos independentemente,
quanto mais eles distarem um do outro. Esta di'é;téncia é
denominada de equilibrio de ligagdo e ¢ medida em CentiMorgan,
em homenagem ao geneticista Thomas Hunt Morgan que
estabeleceu estas bases. Os Joci sdo ditos sinténicos quando
estiverem NO mMesmMo Cromossomo, mas segregarem de forma

independente, devido a distdncia entre eles. Se, porém, estes /oci
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estiverem localizados préximos demais, os alelos destes dois sitios
podem ser transmitidos conjuntamente, ocorrendo o evento
chamado de desequilibrio de ligagdo, ocorrendo o desvio da
heranca independente postulada por Mendel. Exemplo: O

complexo de proteinas Cc/Dd/Ee do fator Rh sangiineo.

e Presenca em homologia do material genético: A manifestacdo

morfolégica ou fenotipica depende da interagdo genotipica dos dois
alelos (um em cada cromossemo homologo) para um determinado
locus, ou do conjunto deles. Quando um individuo apresenta dois
alelos idénticos para uma dada regido gendmica, diz-se que ele &
homozigoto para aquele focus, se porém, 0 mesmo apresentar dois
alelos diferentes, diz-se que ele é heterozigoto (THOMPSON, 1993;
JOBIM et al., 1999). Este sistermna dipidide, onde 0s cromossomaos
apresentam-se em duplicata, diminul a possébi!idﬁ'}__igﬁe de se
manifestar uma dada anomalia_ em um hibrido ou ﬁéférozégato,

contribuindo para a perenidade da espécie.

¢ Lei de Hardy-Weinberg: A investigacdo das leis que governam a

estrutura genética das populagfes naturais ganhou seu mais firme

fundamento com os achados, guase simultaneos, de Godfrey
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Harold Hardy, matematico inglés, e Wilhelm Weinberg, médico

alemado, onde se dizia:

“As freqliéncias génicas ndo se alterardo e as
proporgdes genotipicas atingirdo um equilibrio
estavel, mostrando a mesma relagdo entre si ao

longo do tempo” (BEIGUELMANN, 1996).

Esta lei tem sua aplicagado perfeita somente nos casos em
gue uma populacdo obedega as seguintes premissas: apresentar o
mesmo ndmero de homens e mulheres, ser infinitamente grande,
todos os casais da populagdo devem ser iguaimente vidveis nem
estar sobre pressao seletiva, todos os individuos serem férteis, ndo
existir sobreposicao de geracdes nem mutacbes genéticas e,
principalmente, a populacdo estar em panmixia, isto é os
casamentos devem ocorrer por acaso, ndo deve haver preferéncias
por casamentos consangiliineos, nem por um tipo de perfil

genotipico, nem por estratificagdo social.

A lei de Hardy-Weinberg (HW) é comumente utilizada para
estabelecer se uma determinada populagdo estda em equilibrio

genético. Se os alelos correspondentes a um conjunto de /oci sao
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independentes e identicamente distribuidos na populacdo, esta
populagdo pode ser considerada em equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE), ao contrario disso, quando houver desproporgdes nesses
indices destes padrdes, principalmente em populagbes sub-
estruturadas ou populagBes onde ocorrem endogamias {Como na
india), dizemos que esta populacio estd em desequilibrio de

Hardy-Weinberg.

A importancia desses estudos estd na validade dos dados
de tabelas de frequéncias alélicas e suas aplicagdes em
determinacfes de vinculo genético e de identificacdo, desde que

estejam em equilibrio genético.

1.3.4 Divisdo funcional do genoma

Sdo as proteinas as responsaveis, sobretudo, pela
expressdc de um gene, bem como pelas nossas caracteristicas
fisicas e fisiologicas, seja assumindo uma funcdo metabdlica, seja
uma fungdo estrutural ou enzimatica. As regides do DNA, que
codificam proteinas sdo ditas codantes, correspondendo
biologicamente aos genes e no mapa fisico aos exons

(THOMPSON, 1993; FARAH, 1997; LEWIN, 2000). O homem
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apresenta cerca de 3,1 bilhOGes de seqgiiéncia de nucleotideos e
aproximadamente 39 mil genes, correspondendo a apenas 2 a 3%
do genoma (STIX, 2001; MENCONI, 2001). Quase 70% do
genoma € composto por DNA extragénico de seqliéncias simples, e
entre 25% a 30% ¢ constituido de DNA repetitivo e altamente
repetitivo (FIG. 07) (HERMANN & HUMMEL, 1994; FERREIRA &

GRATTAPAGLIA, 1995; FARAH, 1997; JARRETA, 1998;).

FIGURA 07 - Disposi¢do do genoma

As mutagBes sdo a principal causa das diferencas

genéticas encontradas entre individuos de uma mesma espécie,
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Quando uma mutacdo interfere na atividade de regides codantes
(exOnicas) do DNA, o individuo fataimente estara sujeitos aos
mecanismos da selegdo natural. Contudo, as regides ndo-codantes
ndo estardo. Desta forma, as diferencas de seqliéncias entre essas
regites, nos individuos em geral, sdc muito mais freglientes e
notaveis. Essas variagdes, chamadas de polimorfismos, podem ser
de origens diversas, desde uma simples troca de bases, uma
insercdo ou delecdo de um ou varios nucleotideos em uma dada
segliéncia (FIG. 08), ou variagdo do nlmero de seqliéncias
repetitivas entre segmentos homadiogos por crossing over desigual.
As variacOes existentes entre haplotipos, em determinada regido,
consistemn geralmente de uma simples troca de bases, e sdo
caracterizadas por sutis diferencas entre as seqgliéncias
comparadas, resultantes de mutagOes por ponto, por delecdo ou
por insercao casual. Todavia as diferengas mais relevantes para as
finalidades discriminatérias estdo nas regides de DNA repetitivo,
por apresentarem taxas de mutagcdo maiores, padrioes de
diferenciacdo ou polimorfismos mais relevantes baseados em
VNTR, isto €, a variagdo do nlmero de repetigdes consecutivas da

unidade repetitiva. Estas regides apresentam taxas de
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desigual (FIG. 09)
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Tecnicamente para se detectar estes polimorfismos, usa-
se, por exemplo, 0 método de analise de tamanho dos fragmentos
de DNA cortados por enzimas de restricdo (RFLP). Os RFLP sdo
polimorfismo de ponto, que criam ou abolem sitios de restrigao, ou
podem ser polimorfismo de tamanho que identificam unidades de
repeticdo consecutivas de nimero varidvel (VNTR) (FIG. 10), ou
de insergdo de uma dada seqliéncia, como as segiéncias
altamente repetitivas Alu de 300pb, as quais aparecem mais de

300.000 vezes no genoma (FIG 11).

Seqiiéncias repetitivas sdo encontradas: agrupadas uma
apo6s outra, isto &, em tandem, ou dispersas ao iongo do genoma
nuclear, em ambos formando sitios altamente variaveis em termos

estruturais, isto e, altamente polimérficos ou hipervariaveis.

FIGURA 10 — Polimorfismo de VNTR onde um alelo apresenta mais unidades de
repeti¢des do que cutro em um mesmo focus
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FIGURA 11 ~ Polimorfismo de insercdo onde um dos alelos apresenta-se com inserg8o
de uma sequéncia Aflu em um mesmo locus

Desde que, em 1957, a Unido Soviética langou o Sputinik,
o primeiro satélite artificial a entrar em érbita, e em 1961 o
cosmonauta Yuri Gagarin retornar do espago, a expressdo satélite
ganhou notoriedade, a ponto de, por analogia, o termo DNA
satélite passar a ser designado para denominar as seqiiéncias
repetitivas em tandem, uma vez que estas formam fragBes ou
picos diferenciados (satélites) em relacdo aos do DNA gendmico
remanescente, quando submetidas a centrifugacdo de aita
densidade com cloreto de césio (HERMANN & HUMMEL, 1994).
Estas seqiiéncias possuem densidades proprias, devido a uma
proporgao de bases G-C diferente do resto do genoma. (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1995; LEWIN, 2000). A categoria satélite ou de
seqliéncias em tandem é subdividida em: satélite, minissatélite e

microssatélite (MOUNT, 2000).
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O DNA satélite € o principal obtido na separagdo por
gradiente de cloretoc de césio, sendo seqiiéncias maiores de
unidades de repeticfes de mais de 100pb. Um bom exempio de
DNA satélite sdo as seqliiéncias alfdides, caracterizadas por
unidades de repeticdes de 171pb, que se repetem em tandem e
encontram-se nos centrbmeros de todos 0s cromossomos
humanos (THOMPSON, 1993). Outras seqliéncias de DNA satélite
formam blocos de het_erocromatina nos bracos longos dos
cromossomos 1, 9, 16 e Y, sem nenhuma atividade aparente de

transcricdo (FARAH, 1997).

O DNA minissatélite apresenta unidades de repetigdes de
15 até 100pb, com fragmentos que variam de menos de 600 a
25000pb (SILVA & MOURA-NETO, 1998a), repetindo-se diversas
vezes em um dado local ou locus. Os minissatélites estdo dispersos
por todo 0 genoma, constituindo varios foci em diferentes
cromossomos, com um padrdo altamente polimérfico de individuo
para individuoc. O primeiro minissatélite descrito foi de autoria de
JEFFREYS e colaboradores em 1985, caracterizada por uma

seqgiiéncia de 33pb repetida quatro vezes, derivada de um intron
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do gene de mioglobina humana (JEFFREYS, 1985; HERRMANN &
HUMMEL, 1994; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Existem
diversas familias de minissatélites j& caracterizadas para a
individualizagao humana, constituindo-se  em excelentes
marcadores genéticos para RFLP ou ainda para PCR, embora a
funcdo fisiolégica dessas segliéncias ainda ndo € bem conhecida

ainda (JOBIM et a/., 1999).

Os microssatélites ou repetigdes consecutivas curtas
(STRs) sdo constituidos por unidades repetitivas de 2 a 7pb,
abundantemente presentes pelo genoma, com fragmentos que
variam de 100 a 500pb. Atualmente as analises de microssatélites
apresentam inUmeras vantagens sobre o0s minissatélites, por
apresentarem um sistema bem sofisticado de automacgdo, tempo
de resultado sensivelmente mais curto, menores taxas de mutagao
e possibilidade de tipagem mesmo de amostras bem degradadas,
pois baseia-se na reagdo em cadeia da polimerase ou PCR

(RASKIN, 1998).
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1.3.5 Principais técnicas em DNA para individualizacédo

Qualquer que seja a técnica identificatdria, ndo existe um
resultado efetivo sem que haja dois elementos fundamentais: a
evidéncia e 0 objeto de compara¢do. Em casos criminais, a
evidéncia € o material bioldgico encontrado em um local de crime
e o objeto de comparacdo é o acusado de ter praticado o delito ou
a propria vitima. Em andlises de vinculo de parentesco, em
especial em investigagdo de paternidade, a evidéncia é o filho
concebido fora da sociedade conjugal e 0 objeto de comparagao é

o suposto:pai biolégico. .

A partir de uma pequena amostra biolégica, o DNA
permite uma analise minuciosa e indifVi"d-ual dos caracteres de uma
pessoa, baseada, sobretudo, em seu perfil genético, inclusive a
analise do sexo biolégico. Ac mesmo tempo, tem a capacidade de
estabelecer vinculos de parentesco entre diferentes amostras
biolégicas. Estas sdo as duas maiores propriedades utilizadas na
andlise probatdria da individualizacdo e identificacdo humana em

genética forense.
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Existem diversas técnicas de identificacdo pelo DNA, como
a amplificacdo dos fragmentos de polimorfismo de comprimento
pela técnica da reagdo em cadeia da polimerase (AmpFLP),
também chamada de amplificagdo das repeticdes seguidas de
nGmeros variados (VNTR por PCR), as técnicas de Dot Blotting.
Contudo, as técnicas de restricdo dos fragmentos de polimorfismo
de comprimento (RFLP) de minissatélites (VNTR por RFLP) e de
PCR de microssatélites (PCR de STR), sem ddvida alguma, sdo as

técnicas mais comumente utilizadas em genética forense.

Segundo ALVES, em 2000, historicamente a evolugao na
area de identificagdo de individuos pode ser dividida em duas

fases: a fase pré-DNA e a fase pos-DNA.

Na fase pré-DNA as andlises eram feitas de maneira
indireta e através de marcadores protéicos, empregando reagdes
imuno-especificas, antigeno-anticorpo. Pensando-se que as
andlises de proteinas refletem a utilizagdo indireta de regibes
codantes-funcionais do genoma, isto €, menos de 5% do genoma
era explorado, a utilizagdo das técnicas em DNA possibilitou um

exorbitante aumento potencial, e direto, na utilizacdo dos mais de
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3 bilhdes de nucleotideos do genoma, principalmente das regides

satélites hipervaridveis,

A fase poOs-DNA teve seu marco no final da década de
1970, com a descoberta da endonuclease (enzima) de restrigdo
HindIl que cortava o DNA em determinados sitios especificos do
genoma. Smith e Wilcox isolaram esta endonuclease da bactéria
causadora da meningite Haemophilus influenzae, a qual se utilizava
dela nos seu mecanismo de defesa, digerindo DNA estranho ou
invasor independente da espécie (LEWIN, 2000). Atualmente a
biologia molecular é totalmente dependente.da capacidade de se
cortar o DNA' em sitios especificos. As diferengas individuais
existentes nos perfis dos fragmentos obtidos, apds a digestdo pela
enzima de restrigdo, € que servem de base para a aplicagdo de
uma das principais técnicas em DNA na individualizagdo humana,
as técnicas de RFLP. O polimorfismo no tamanho dos fragmentos

por RFLP pode ser fundamentalmente de dois tipos:

s Mutagdo de um par na seqliéncia base de reconhecimento:
cria ou abole um sitio de clivagem, formando fragmentos

diferentes dos originais, ou seja, polimorfismos por RFLP.
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» Delegdo ou insercao de VNTR ou crossing over desigual: 0
polimorfismo resulta das diferengas observadas no nimero
das sequéncias repetidas, decorrentes da alta variabilidade
destas regides do genoma (regides hipervaridveis) durante

a segregacao reprodutiva.

A utilizacdo dos minissatélites baseia-se principalmente
nas técnicas de VNTR por RFLP. ]a a utilizagdo dos microssatélites,
também conhecidos por pequenas repeticdes seguidas (STR), €
baseada fundamentalmente nas técnicas de reacdo da polimerase
em cadeia, ou PCR. A PCR nada mais €, que um método de
clonagem artificial e in vitro, onde regides alvos (FIG. 12),
geralmente pequenas, sdo amplificadas de forma exponencial e
geométrica até visualmente serem reconhecidas por algum
sistema de coloragdo, seja manual ou automatico. O polimorfismo
é observado gragas as diferencas de peso molecular entre os
fragmentos da regido-alvo amplificada, decorrentes da peguenas
repeticdes em tandem, .ou STR, uma espécie de VNTR de

microssatélites.
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FIGURA 12 — Escotha de uma regido alvo para a PCR

1.3.5.1 RFLP de minissatélites (VNTR)

Sdo as técnicas mais tradicionais empregadas atualmente.
Desde seu advento em 1985, quando JEFFREYS et al., 1985a,

resolveu uma disputa sobre imigracdo na Inglaterra.

A estratégia do método é a caracterizagdo de regibes
hipervariaveis (VNTR), apbs digestdc com endonuclease de
restricdo, utilizando-se com sondas ap6s Southern blot (JEFFREYS,
1985b; COMMITEE...1992; CALABREZ, 1997; FARAH, 1997,
MOURA-NETO, 1998a; SOARES-VIEIRA, 1998; ALVES, 2000;
QZAKI, 1999). A técnica consiste na digestdo do material genético

com enzima de restricdo, as gquais servem como tesouras
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biolégicas na cisdo especifica do genoma. Os fragmentos de DNA
obtidos sd0 entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose de
acordo com seu tamanho molecular. S3o entdo desnaturados, isto
é, separa-se a dupla fita do DNA, neutralizados e transferidos para
membrana de nitrocelulose ou nailon, por capilaridade. Em
seguida, o DNA é hibridizado com sondas contendo marcadores
luminescentes, sejam radioativos ou enzimaticos, complementares
as seqiéncias alvos, e entdo submetidos a auto-radiografia. Dada
a luminescéncia dos marcadores, eles sensibilizam a pelicula
radiografica, fornecendo desta forma o padrao de peso molecular

(CALABREZ, 1997, JOBIM et a/., 1999).

A hibridizacdo pode ser realizada por sondas multilocais,
que se complementam em diversos /oci, ou por sondas unilocais,
gue se complementa em um certo /ocus. As primeiras hibridizam
diversos locais ao mesmo tempo, permitindo a detecgdo de
inUimeras bandas de DNA na mesma etapa, geralmente um padrado
de mais de 20 bandas em uma radiografia. Por este motivo, esta
técnica foi denominada de DNA fingerprints, isto &, impressdo

digital do DNA, por apresentar inimeras informagdes em uma
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Ginica etapa, tal qual uma impressdo digital dactiloscopica e o
codigo de barras, rotineiramente utilizado pelo comércio. J& as
sondas unilocais também utilizam a mesma metodologia, mas
identificam um Jocus de cada vez, o que permite observar com
maior simplicidade os alelos de origem paterna e os de origem

materna.

As sondas unilocais apresentam diversas vantagens em
relagdo as multilocais, por exemplo, apresentam maior
simplicidade de interpretacdo, sdo mais especificas na hibridizagdo,
permitem a utilizagdo da regra da multiplicagdo no processo de
célculo - do indicer de paternidade; apresentam:- menos
susceptibilidade as mutagbes e demandam menor quantidade de
DNA, o que pode ser muito importante em casos Com pouco
material biolégico disponivel (COMMITEE, 1992; FARAH, 1997;
JOBIM et al., 1999). Por exemplo, na técnica de RFLP, o limite de
detecgdo das sondas multilocais é de aproximadamente 50ng,
enquanto que as sondas unilocais este limite € menos da metade
das anteriores. Atualmente, o padrdao de sondas universaimente

aceito sdo as sondas unilocais, sendo que em varios paises
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europeus 0 uso das multilocais hoje é proibido (WHITTLE, 1996;

JARRETA, 1998).

As analises RFLP sdo bastante discriminatorias, robustas e
poderosas para testes de paternidade e em anélises forenses
(PENA, 1995). De uma maneira geral, os testes que analisam os
minissatélites individualmente, isto é, que se utilizam das sondas
unilocais, sdo aceitos internacionaimente como os métodos mais
informativos, podendo-se estudar varios Joci em seqliéncia,
bastando para isso utilizar a mesma membrana para novas
hibridizacdes (JOBIM et al., 1999). Apesar das inumeras vantagens
desta técnica, o processo de andlise por RFLP ¢ bastante
demorado, levando em meédia mais de duas semanas para sua
conclusdo, devido a exigéncia de tempo de algumas etapas, como
a eletroforese em baixa voltagem, o processo de capilaridade para
a membrana e a quimioluminescéncia para a auto-radiografia.
Outras  desvantagens sao: a baixa resolucdo entre alelos com
pequenas diferengas de tamanho, acarretando imprecisdo na

classificagdo do alelo, e a exigéncia de quantias minimas de 10-
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50ng de DNA puro e de boa qualidade, isto é, de alto peso

molecular, comumente invidvel em casos criminais.
1.3.5.2 PCR de microssatélites (STR)

A descoberta da reac_;éo em cadeia da polimerase, em
1985, rapidamerite mudou ©Os rumos da engenharia genética,
inclusive proporcionando o desenvolvimento de novas técnicas de
analises em DNA a partir de minusculas quantias de material

bioldgico (MULLIS, 1990; DECORTE, 1993).

As seqiliéncias alvos da reagdo em cadeia da polimerase
sdo regides  hipervariaveis compostas de pequenas: repeticbes:
consecutivas (STRs), as quais podem ser amplificadas
exponencialmente in vitro, gragas a propriedade de replicagdo do

DNA (DECORTE, 1993).

A técnica de PCR consiste na amplificacdo in vitro
utilizando a reacgdo enzimdtica catalisada pela DNA polimerase.
Inicialmente L;tilizada, a Klenow DNA pol_imerése proveniente de
Escherichia coli representou O inféio da implantacdo das técnicas
de PCR, .contudo devido a sua susceptibilidade térmica, era

necessaria a adicdo de nova gquantidade de enzima a cada ciclo. A
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Klenow polimerase, além disso, apresentava baixa especificidade
co-amplificando outros = fragmentos c¢om a  regido-alvo,
exemplificada pelos experimentos de amplificagdo da B-giobina de
SAIKI et al., 1988. A utilizacdo da Tag DNA polimerase possibilitou
inimeras melhorias na especificidade e estabilidade da reacao
(SAIKI et al., 1988; CALABREZ, 1997). A Tag DNA polimerase é
uma enzima termoestivel e dependente de ions magnésio. E
extraida a partir de um gene de 2499pb da alga Thermus
aquaticus (Tag), contém 832 aminoacidos e € clonada e expressa
em E. cofi. Aléem da termoestabilidade, apresenta outra importante
propriedade: a fidelidade de polimerizagcdo in vitro de
aproximadamente 1 erro em cada 300 a 2000 nucleotideos
incorporados corretamente na cadeia. A atual metodologia de PCR
¢ totalmente dependente da Tag polimerase, e ocorre em trés

etapas: desnaturagao, anelamento e extensdo, formando um ciclo.

A desnaturagdo é o processo de separacdo da dupla fita 3
temperatura entre 90-95°C. Para que a hibridiza¢do ocorra, tem-
se a necessidade de adigdo de iniciadores (primers) com a

finalidade de demarcar as extremidades do DNA a ser amplificado,
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tanto pela fita sense como pela non-sense do DNA. Os iniciadores
s3o pequenos fragmentos de 20 a 30 nucleotideos sintetizados
com base na seqiiéncia de DNA a ser flanqueada (SCHUTZBANK &
STERN, 1993). A hibridizagdo dos iniciadores ocorre nas duas fitas
de DNA, a temperaturas que variam entre 45 e 65°C (OZAKI,
1999). A extensdo ocorre a uma temperatura em torno de 720,
que é a temperatura de atividade maxima da Tagq, incorporando os
nucleotideos  seqliencialmente aos iniciadores, formando
novamente a fita dupla, este processoc €& denominado
polimerizagdo. Os segmentos assim formados servem de molde
para os ciclos: subseqiientes, - sendo por isso. considerada: uma
;'ea_géo em cadeia. O numero de ciclos varia entre 20 a 30
(OLIVEIRA, 2001). Teoricamente apds 20 ciclos tem-se mais de 1

milhdo de cdpias (MULLIS, 1990) .

Existem varios métodos para a identificacdo do produto
ampilificado pela PCR, dentre eles podemos salientar a técnica de
hibridizacdo aleio-especifico (ASQO), similares as técnicas de RFLP,

mas sem a utilizagdo das enzimas de restricdo (DECORT, 1993).
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A analise dos tamanhos dos produtos da PCR pode ser
também realizada diretamente no sistema eletroforético, por
coloracdo de prata ou a deteccdo fluorescente da regido de
VNTR/STR, em especial pelos equipamentos automaticos de

seqlienciamento.(OLIVEIRA, 2001; SHORT..,2001). -

Este método apresenta diversas vantagens em relacdo aos
VNTRs por RFLP, enquanto nestes as quantias minimas para se
poder trabalhar sdo sempre maiores que 10ng, as técnicas de STR
baseadas em PCR podem ser desenvolvidas com quantias menores
do que ing (CALABREZ, 1997), sem que necessariamente tenha
altas concentractes de DNA de alto peso molecular, tornando-se a
técnica de eleicdo em casos onde o material encontra-se
degradado ou em fase de decomposicdao ou esqueletizagdo (HOFF-
OLSEN, 1999). A classificacdo dos fragmentos, isto &, dos alelos é
mais precisa, direta, menos propensa a mutagées e nao necessita
de utilizagdo de marcadores radioativos. Além disso, a rapida
expansdo do projeto genoma mundial e o surgimento de diversos
mecanismos de automacao nessa drea beneficiaram enormemente

este método, propiciando uma andlise mais rapida, direta e
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automatizada de diversos /oci ao mesmo tempo, decorrentes do
desenvolvimento de iniciadores multiplex para PCR e a utilizagdo
de seqienciadores automaticos para a analise dos fragmentos
(LORENTE, 1997). Também o tempo de obtengdo dos resultados
para estas técnicas chega a ser menos da metade quando
comparadas com as sondas unilocais, e o melhor, sem que haja
prejuizo no poder de prova, tornando-se atualmente no principal
padrdo internacional (JOBIM et al., 1999; GRATTAPAGLIA et al.,

2000; RUITBERG, 2001; SHORT...2001).

Contudo . vale salientar que as técnicas de STR por PCR
apresentam algumas. desvantagens. Todos os sistemas analisados
por PCR sdc menos informativos, isto €, menos polimdrficos, com
um indice de heterozigose menor que os sistemas genéticos de
VNTR baseados em RFLP (PENA, 1995), também a extrema
sensibilidade da PCR resulta em uma alta susceptibilidade aos
contaminantes externos, principaimente os préprios contaminantes
gerados pelas amplificacdes anteriores ao evento, 0os chamados

amplicons (WHITTLE, 1996).
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2.1 Validacdo dos exames periciais

O ditado: “.cavaio ganho ndo se olha o0s dentes” € uma
analogia de estimativa de idade pelos dentes. Curiosamente, foi
obj_etivo minucioso de pesquisa de MUYLLE et al., 1996, que
desenvolveu uma metodologia a fim de se avaliar a validade
cientifica da estimativa da idade pelos dentes em cavéios.
Cientificamente e juridicamente, a validade e a admissibilidadé de
provas periciais sempre foram grandes preocupacgoes dos peritos.
A literatura mundial tem recebido diversas contribuigdes cientificas
das mais diversas areas das ciéncias forenses, preocupadas com a
validagdo de varios testes e provas periciais. O curso de pos-
graduagao em odontologia legal da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba tem contribuido com diversbs métodos identificatéribé
alguns piéneiros no auxilio das ciéncias forenses, com especial
atengéo aos padrdes de validade e apliéabilidade destas técnicas
1(.DARUGE,, 2000). COSTA (1998), preconizou uma técnica para é

validagdo da estimativa do tempo de morte, baseada no

! DARUGE, E. {Facuidade de Odontologia de Piracicaba - Universidade Estadual de Campinas)
Comunicacao pessoal. 2000
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resfriamento da temperatura corporal de 42 cadaveres, levando
em consideracdo fatores externos como a temperatura. GALVAO
(1999) formulou um sistema computadorizado para estimativa da
idade pelos dentes através de sistema computadorizado,
utilizando-se de todas as tabelas dentarias de estimativa de idade
entdo existentes, integrando-as simuitaneamente para validacao
em aplicagbes praticas. REIS (1999), desenvolveu uma
metodoiogia para padronizagdo da identificagdo humana por
comparacgdo radioibégica computadorizada de estruturas 06sseas,
visando demonstrar o valor pericial da analise. Uma criteriosa
analise: pericial: do estudo comparativo histomorfolégico do osso
humano com de outros géneros foi desenvolvida por RAMALHO
(2000), visando diagndstico fidedignos da espécie pelas
caracteristicas microscopicas. ALMEIDA (2000), desenvolveu um
trabalho inédito de protocolo de identificacdo odonto-legal em
desastres de massa, a fim de se obter resultados identificatérios
mais confiaveis e de uma maneira mais efetiva. A preocupacdo em
gerar uma metodologia para a valida¢do juridica das radiografias

digitais foi amplamente discutida por SOUZA (2001).
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As analises e provas em DNA, dada a versatilidade, tem
aplicacbes incriveis como a identificagdo pela analise das células de
dentes degradados (HANAOKA et al., 1998), de tecidos humanos
decompostos(HOFF-OLSEN, 1999), de ossos recentes (ALVES,
2000), de filtros de cigarro (HOCHMEISTER, 1991), de artigos
pessoais e vestuarios (SASAKI, 1997), de esqueletos com milhares
de anos através do uso do DNA mitocondrial (HOLLAND, 1993;
HERMANN & HUMMEL, 1994), e até na solucdo de um caso para
determinagdo da origem e sexo do sangue de uma estdtua da
Virgem Maria em 1998 (PALMIRATTA, 1998). Estes exames,
apesar de complexos, nada mais sdo do que mais um tipo de
sistema que tem conquistado sua validade e aplicabilidade,

principaimente porque sdo vidveis cientificamente (*PENA, 2000).
2.1 Biologia Molecuiar
Mendel, pelo pioneirismo em oito anos de pesquisa com
cruzamentos de ervilhas, € considerado o pai da Genética (FIG.
13). Involuntariamente, em 1868, em fungdo de sua eleicdo para

abade, encerrou precoccemente a sua carreira. Seus excepcionais

manuscritos permaneceram esquecidos por mais de 30 anos.
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Quando William Sutton e © Theodor Boveri estabeleceram a
localizacdo dos genes nos. cromossomos, as conclusdes postumas
de Mendel receberam a devida relevancia cientifica (HAUSMARNN,
2000), derrubando conceitos arcaicos, 0s quais preconizavam gue
a transmissdo hereditaria se dava pela mistura de humores, mais

precisamente pelo sangue (SIMAS FILHO, 2000).

.
h

FIGURA 13 - Tlustracio de Mendel e suas ervilhas

Em 1900, Karl Landsteiner, um médico alemao, inaugurou
a utilizagdo da genética nas ciéncias forenses, ac descobrir que
existiam certas substancias (antigenos) nos gldébulos vermelhos
humahos, que eram transmitidas a seus descendentes, ao sistemé
ele denominou ABO (DARUGE JUNIOR, 1998), rendendo-lhe o

prémio Nobel em 1930 (HAUSMANN, 1997).
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No Brasil, o exame de sangue pelo sistema ABO foi
realizado pela primeira vez em 1927, em Sao Paulo (MARTINEZ,
1998). NOo mesmo ano, Landsteiner e Levine ampliaram o leque de
opcdes dos exames sanglineos, descobrindo outro sistema: o MN
(BEIGUELMAN, 1995). Em 1941, Landsteiner e Wiener injetando
hemacias obtidas de sangue de Macacus Rhesus em coethos e
cobaias, constataram a formacdo de um soro que aglutinava as
hemacias desses animais, sendo que a substancia responsavel pela
aglutinagdo recebeu o nome de fator Rh, estava descoberto mais
um sistema por Landsteiner e a possivel causa da eritroblastose
fetal (DARUGE, 1976). Quando a hereditariedade dos tipos
sanglineos foi estabelecida como verdade cientifica, logo a sua
aplicagdo pratica foi reconhecida, pois a analise e determinagdo
dos tipos sangliineos podiam discriminar com certeza, quem nao
podia ser o pai de uma crianga. Entretanto, somente na década de
60, isto €, mais de 60 anos apds a descoberta original, os grupos
sangiliineos foram aceitos como evidéncia legal nos Estados Unidos

(SIMAS FILHO, 2000).

63



Desde da descoberta dos sistemas ABQO, muitos. outros
sistemas eritrocitarios foram paulatinamente se incorporando &
literatura cientifica, tais como: Kell, Duff, Kidd, MN, Ss, Rh, boa
parte deles descobertos pelo préprio Landsteiner. Todos eles eram
baseados nas proteinas das células vermelhas do sangue, ou seja,
as hemacias. Posteriormente, descobriu-se uma nova gama de
indicadores genéticos, representados pelos sistemas enzimaticos
eritrocitarios, ou grupos séricos, presentes na parte liguida do
sangue, 0 soro, sendo as mais utilizadas as determinagbes de
haptoglobinas (Hp) e fosfoglicomutase (PGM) (CALABREZ, 1997,

SIMAS FILHO, 2000).

‘A descoberta de mais um sistema, o0s antigenos
leucocitarios, foi um dos principais coadjuvantes de uma maior
admissibilidade dos marcadores genéticos perante os tribunais.
Deve-se creditar,wsobretudo, 0 grande desenvolvimento destas
técnicas aos estudos minuciosos realizados pela medicina, na area
de transplante de érgaos (JOBIM et al., 1999). Sabe-se hoje que
os maiores responsaveis pelas rejeicbes de transplantes ndo sdo

os eritrocitos, mas os leucdcitos, notadamente os linfécitos. Este
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complexo de antigenos leucocitarios, ficou estabelecido em 1975
como Sistema do Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA) (SIMAS

FILHO, 2000).

Enti’etanto, pelo menor grau de especificidade e por sua
efetividade estarem quase que totalmente restritas ao material
bioldogico sangue, estas técnicas mencionadas tém sido
substituidas pelos testes de DNA. Em 1999, HENKE comparou o
polimorfismo dos testes de vinculo genético em 24 sistemas
diferentes de marcagdo, desde os marcadores ditos cldssicos (ABO,
MN e Rh), até os minissatélites e microssatélites de DNA,
concluindo que 0s marcadores mais informativos eram o0s
minissatélites, apesar de nenhum deles serem totalmente estaveis,

uma vez que todos estdo predispostos as mutacdes.

No inicio da década de 80, Ray White descreve o primeiro
marcador RFLP polimorfico (SHORT...2001). Na metade da década
de 80, surgiram metodos para a tipagem do acido
desoxirribonucléicc (DNA), isto €, para mostrar diferengas
peculiares do proprio material genético. O primeiro método de

identificacdo baseou-se em RFLP de minissatélite, hibridizada com
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uma sonda multilocus derivada de um intron do gene da
mioglobina humana (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). O
meétodo analisava seqléncias VNTR de 33pb em varios foci do

genoma (JEFFREYS et a/., 1985b; HERRMANN & HUMMEL, 1994).

O primeiro caso de paternidade através da tipagem de
DNA, em 1985, nao foi uma paternidade, mas um reconhecimento
de maternidade relacionado com um problema de imigragdo na
Inglaterra, de um garoto proveniente de Gana. (JEFFREYS et al.,

1992; JARRETA, 1998; MOURA-NETO, 1998b):

“Este primeiro teste pratico de DNA sé aconteceu
apés dois anos de luta da inglesa Christina Sarbah
e seu fitho de origem africana Andrew. O objetivo
era provar para a embaixada inglesa que eles
eram de fato mde e filho. Em 1983, apds passar
um longo tempo em Gana com sua mae Christina
e 0 marido desconhecido, Andrew, entdao com 13
anos, desembarcou com sua mae na Inglaterra,
sendo entdo impedidos de sairem do aeroporto de
Heathrow pelo Departamento de Imigracao
Inglesa. A alegacdo era de que 0s passaportes
estavam forjados e que novos passaportes
deveriam ser providenciados. Muitos advogados
ofereceram ajuda para Andrew, que possuia
muitas - evidéncias de  realmente ser filho de
Christina, incluindo fotografias e declaragbdes de
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outras pessoas. Varios testes de comparacdo de
fendtipos foram realizados, como as baterias de
tipagem sanguinea e HLA, indicando que Christina
era mae de Andrew. Porém, todos os testes
realizados podiam apresentar um falso-positivo, ja
que as irmas de Christina, de nacionalidade
africana, eram também suspeitas de ser a méae
bioldgica de Andrew. Diante da davida, todas as
evidéncias a favor de Andrew foram rejeitadas. Ao
saber do caso, Dr Jleffreys aceitou fazer o teste de
DNA  fingerprints, sendo uma excelente
oportunidade para testar a sua nova tecnologia.
Foram coletadas amostras de sangue de Christina,
Andrew e seus trés irmdos, além de um individuo
que ndo possuia relagdo de parentesco. Apés a
comparacao entre todos os individuos concluiu-se
que Andrew realmente era filho de Christina. O
caso foi muito complicado devido 0 suposto pai
nao ter sido testado e sendo assim, o DNA
fingerprints do pai foi reconstruido a partir do DNA
dos irm&os de Andrew. O resultado foi finalmente
aceito pela corte inglesa” (JEFFREYS et al.,
1985a).

Interessante solucdo teve o primeiro caso de identificacao
criminal através de exames de DNA, ocorrido em 1985, na

Inglaterra (CALABREZ, 1998; MOURA-NETO, 2000):

"No pequenc condado de Leichestershire, uma
mulher foi estuprada e assassinada. O préprio
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- Doutor Alec Jeffreys, que residia na mesma
cidade, colheu o esperma encontrado na vitima e
realizou a tipagem do DNA. Na recorréncia de
outro crime similar, Jeffreys observou tratar-se do
mesmo homem que cometera o primeiro crime. As
autoridades locais forjaram uma campanha de
doagdo de sangue, mas sem nenhum sucesso na
comparagao com o padrdo de DNA do estuprador.
Com a desconfianga recaindo sobre um viajante
no condado, este foi convidado a doar sangue, e
apos a tipagem do DNA no sangue colhido, pelo
método de sonda multilocus por RFLP, Jleffreys
concluiu que o cddigo genético do viajante era o
mesmo do estuprador” (*GENOMIC...2001).

‘Em 1985, apos os trabalhos desenvolvidos pelo Dr.
Jeffreys, iniciou-se o uso da tipagem do DNA em amostras
forenses no Reino Unido, EUA e Canada. Surge o termo DNA
'ﬁhgekprint ou “impress3o digital do DNA” indicando a idéia de

identificacdao absoluta (MOURA-NETO, 1998b).

Em uma sexta feira a noite, do més de abril de 1983,
quando serpenteava pelas sinuosas estradas que cortavam as
montanhas californianas, o bioquimico Kary B. Mullis idealizou o

que seria uma das descobertas mais importantes da biologia

* GENOMIC em: http://www.genomic.com.br [aitimo acesso em mar/2001]

-68



contemporanea. Em 1985, este “generalista com uma inclinac3o a
quimica” (MULLIS, 1990) concretizou 0 seu grande invento, a
reacao em cadeia da polimerase (PCR), 0 que lhe rendeu o prémio
Nobel de Quimica em 1993 (HAUSMANN, 1997). Uma simples
descoberta capaz de mudar radicalmente os rumos da atual

biologia molecular.

Em 1989 aplica-se a metodologia de “impressdes digitais
de DNA” para determinagdo da paternidade de cavalos puro-

sangue (JARRETA, 1998).

Em 1990 sao descritos alguns STR de uso potencial em
identificagdo genética. Em 1991, sd3o publicados os primeiros
artigos sobre amplificacdo de STR por PCR por EDWARDS et al.,
POLYMEROPQULOS et al., ZULIANI et al. e HEARNE et al., em
especial os STR de nucleo repetitivo trimérico e tetramérico
(THOMPSON et af.,, 1998; BUDOWLE & MORETTI, 1999;
SHORT...2001).

Em 1992, o Committee on DNA Technology in Forensic
Science, apos intensas reunifes, divulga normatizacdes para

proporcionar  seguranca e  confiabilidade nos  padrles
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metodolbgicos e sobre a interpretagdo da estatistica populacional,

em especial nos casos criminais (COMMITTEE...1992).

O matematico - forense Charles Brenner propde
metodologias de caiculo de probabilidade em exames de
paternidade nos casos onde a mde ndo esteja disponivel,
baseando-se apenas no dueto: filho e suposto pai (BRENNER,

1992).

Desde 1992, o Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia
dos Estados Unidos (NIST), implanta programas de proficiéncia
para. laboratérios baseados em certificados: de-anélise, validos por
alguns: anos, utilizando-se de -materiais - de referéncia: padrdo,
divididas em trés tipos; uma para RFLP (NRM 2390) que foi o
primeiro certificado a ser implantado, outra mais recente para PCR
(NRM 2391a) e uma-.outra no sequenciamento mitocondrial (NRM

2392) (SHORT...2001). -

A Associacdo Americana de Bancos de Sangue (AABB)
publica, em 1994, material propondo um modelo de calculos
aleatérios . para indice de paternidade, probabilidade de
paternidade e poder de exclusdo, com énfase para o0s casos de

investigacao de paternidade (AMERICAN...1998).
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Em 1996, o Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados
Unidos (NRC) publica varias recomendagdes de interpretacdo de
resultados baseadas na regra da multiplicagdo para /oci que se
encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg e estejam em
equilibrio de ligagao, como as recomendacdes NRC-II 4.1, NRC-II

4.2, NRC-II 4.3, NR-IT 4.4 (SHORT...2001).

WEIR et al., em 1997, propuseram uma metodologia de
calculo. nos casos de evidéncias com misturas de DNA,
considerando inclusive .a possibilidade de haver homozigose em

varios /oci em uma mistura de diferentes DNA (WEIR, 2001)

O Servigo de Ciéncias Forenses do Reino Unido (FSS) inicia
um banco de dados de DNA de criminosos em 1995, Em 1998, o
FBI langa o CODIS, que é um sistema de banco de dados de DNA
bastante sofisticado contendo dados de evidéncias de amostras de
crimes ndo resolvidos e dados de criminosos, principalmente os de

casos de estupro (BUDOWLE & MORETTI, 1999; FEDERAL...2001).

DELGADO, 1998, propde uma metodologia para calculos
estatisticos em paternidade onde ndo seja possivel analisar o DNA
de um demandado ou de um suposto pai, considerando, todavia,

0s seus pais bioldgicos, irm&os e/ou filhos legitimos como fonte de
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informacdo genética, visando, sobretudo, a montagem da possivel

estrutura genética do demandado.

FUNG & HU, 2000, desenvolveram uma metodologia de
calculo de probabilidade para evidéncias com mistura de DNA ou
contaminadas, baseada na recomendacdo NRC-II 4.1 do Conselho

Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos.

Atualmente estd existindo uma mudanca no panorama das
atuais técnicas moleculares com fins de identificagdo, onde as
técnicas de STR por PCR vém rapidamente se sobrepondo aos
demais ‘métodos (JARRETA, 1998). Uma das maiores mudangas
tem ocorrido no direcionamento das atuais pesquisas e nas
metodologias empregadas nos testes de proficiéncia e qualidade
dos laboratérios forenses (MOURA-NETO, 2000; RUITBERG, 2001),
como no uitimo ensaio realizado pelo Grupo Espanhol e Portugués
da Sociedade Internacional de Genética Forense (GEP-ISFG), onde
somente seis dos 57 laboratérios que participaram do exercicio
utilizaram metodologia de VNTR por RFLP na resolugdo dos
exames de paternidade, e mesmo assim como uma tecnologia
adicional ao STR por PCR (GRATTAPAGLIA et al., 2000).

Comprovando este fato, em 1998, os 13 foci definidos pelo FBI
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denominado CODIS, e adotados pela Interpol para a construgdo de
bases de dados genéticos, sdo de tecnologia de STR por PCR
(BUDOWLE & MORETTI, 1999; FEDERAL...2001; SHORT...2001).
Um outro exemplo interessante foi a construcdao pelo Instituto
Nacional de Padrdes e Tecnologia dos Estados Unidos (NIST) de
um complexo banco de dados, informagbes e literatura
especializada, mas somente em tecnologia de STR por PCR

(RUITBERG et al., 2001; SHORT...2001).

Em 2000, quase que simultaneamente e com uma
antecedéncia de mais de quatro anos ao inicialmente previsto, o
Consércio Mundial e a empresa Ceiera ‘Genomics finalizam o
seqlenciamento de 3,1 bilhdes de nucleotideos do genoma
humano. Entre 31000 e 39000 genes sdo encontrados,
aproximadamente 1/3 do que se esperava (EDWARD. 2000;

JONES, 2000; MENCONI, 2001; STIX, 2001).
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A validade cientifica destas técnicas encontra-se

fartamente embasada em algumas centenas de publicagdes
indexadas. Entretanto, ha diversas normas de qualidade a serem
respeitadas e numerosos aspectos a serem previamente
analisados para o seu real valor juridico, em especial quando se
transporta ao &ambito criminal, onde as amostras bioldgicas
encontradas, quase na sua totalidade, ndao apresentam condigles
ideais, e a coleta inilmeras vezes é feita de maneira totaimente

inadequada.
O presente trabalho tera por finalidades principais:

e Analisar a idoneidade e a confiabilidade destas novas

técnicas;

o Destacar etapas passiveis de erros e suas

conseqgléncias técnicas, juridicas e sociais;

e Colaborar na formacao de opinides mais conscientes e

esciarecidas no assunto;
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e Sugerir medidas cautelosas para uma real e mais eficaz

aplicabilidade destas técnicas.

o Elucidar a sociedade aspectos técnicos fundamentais,
como, por exemplo, a analise criteriosa dos estratosféricos

indices de inclusdo de identidade e de paternidade;

e Sintetizar termos e siglas cientificas, assim como de
metodoliogias e técnicas mais usuais, para uma linguagem
mais simples e inteligivel ao publico em geral,

‘especialmente aos da area politica, juridica e policial.
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O presente trabalho, em se tratando de um projeto

especial (conforme normalizacdo de dissertagbes da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba), nao contara com materiais no seu
aspecto fisico, fundamentando-se em provas literarias amplamente
publicadas, em revisdao de metodologias de anadlise cientifica e
estatistica, e abordagem do grau de validade técnica e juridico-

social destas provas.

No cenario social, o presente trabalho constitui-se em um
manual de anadlise dos padrdes de validade e admissibilidade das
provas em DNA e de revisao a conhecimentos moleculares
essenciais. Para tanto, especialmente direcionado as pessoas nao

familiarizadas com a biologia molecular e genética forense.

Os resultados constituir-se-do da pesquisa da legisiagdo
atual, em especial a legislagdao brasileira, e do real teor de valor
juridico dessas provas. Serd formulado um conjunto de
afirmagfes, resultantes de questionamentos e davidas mais

cruciais e pertinentes ao assunto, conforme orientacdo juridica de
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*DARUGE, 2000. As respostas sdo direcionadas & obtencdo de
conclusdes claras e objetivas, capacitando o leitor a melhor
compreensdc dos dados técnicos dessas andlises e das

nomenclaturas mais usuais.

Seguindo uma cronologia oObvia, o0s resultados serdo
expostos gradativamente, incluindo farta ilustracdo. Seguem-se as

perguntas:
A. Perguntas de ambito bioldqico:

1. O que a cultura popular acha a respeito dos exames em

DNA?

2. Quais as vantagens das técnicas em DNA sobre os

outros sistemas protéicos?

3. Como é feita a obtencdo do DNA? Que métodos sdo mais
confiaveis? Para cada material utiliza-se um

determinado método?

4. Como se interpreta as siglas de alguns marcadores

généticas usados em PCR e RFLP?

3 tdem nota 1
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5‘

10.

11.

12.

13.

14.

Como interpretar a nomenclatura das enzimas de

restricao?

O que sdo “"primers” e quais as propriedades que estes

iniciadores devem ter?
O que sdo as sondas de VNTR e como elas funcionam?
Como é feito o diagnéstico de sexo e espécie?

Quais as vantagens das técnicas de STR/PCR e

VNTR/RFLP?

Como sdo feitas as classificacées dos alelos em RFLP e

em PCR?

Quantas sondas e quantos "“loci” sdo necessarios para

fornecerem indices seguros de confianca?
Como funcionam os sistemas “multiplex” para PCR?

Quantas exclusdes s&do necessdrias nos diversos

sistemas para se concluir um caso?

Listar alguns dos elementos cruciais que podem ser
empregados para avaliar a confiabilidade de um servico

de determinacdo de paternidade.
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15. Correlacionar fontes de erros com as consegiiéncias

técnicas?

16. O que é o DNA mitocondrial? Como ele auxilia na

genealogia humana?

B. Perguntas de dmbito estatistico:

17. A metodologia de analise e cdlculo para investigacdo de

paternidade é igual para identificagéo:criminal?
18. O que é IP, W, PE? Para que eles servem?

19. Como sao baseados os métodos de calculo e

probabilidade nos exames em DNA?

C. Perguntas de émbitd juridico:

20. Quais dados devem obrigatoriamente estar bresentes
no laudo de teste de detérminag:éo de paternidade ou

identificacdo?
21. O que é o DNA virtual para investigacdo de paternidade?
22. Como sado realizados os controles de qualidade?

23. Se na constituicdo, esta escrito que ninguém esta

obrigado a fornecer provas contra si mesmo, como se
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analisa a intimacdo para fornecimentos de material
biolégico em um caso de investigacdo de paternidade ou

mesmo de um caso criminal?

24. Quais sdo os padroes de admissibilidade, aplicabilidade

no Brasil para estes exames?

25. O que a lei prevé para estes exames? O que o governo

pode fazer?

26. Seria adequado implantar um banco de dados de DNA
com amostras de locais de crimes e de delituosos no

Brasil?
27. Como o juiz deve interpretar uma pericia em DNA?

28. Comentar sobre o poder de utilidade de uma prova em

DNA em detrimento do seu custo?
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A. Perguntas de ambito bioldgico:

1. O gue a cultura popular acha a respeito dos exames em DNA?

Interessante montagem realizou °*PENA (2000), onde sutilmente
formulou alguns dos quesitos mais comumente comentados pela

sociedade leiga. De forma sucinta adaptamos alguns deles:

a. "O exame de DNA tém de ser feito somente no sangue”,

AFIRMACGCAO FALSA, pois o DNA é o componente genético basico e
estd presente em todas as células do nosso corpo. Ele é absolutamente
o mesmo nas células brancas do sangue, nas células da mucosa bucal,
nas células da raiz do cabelo, no sémen. O teste de paternidade pode

ser feito com qualquer tecido que contenha DNA.

b. "Exame de DNA € sempre igual. Vamos fazer o mais barato”.

AFIRMACAO FALSA, pois infelizmente gualidade tem preco. O valor
do exame esta diretamente ligado a quantidade de regides do DNA
estudadas, a técnica empregada e ao percentual de confiabilidade do

resultado.

4 PENA, 5.D.J. (Nicleo de Genética Médica - GENE) Correspondéncia trocada. 2000
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c. "O bebé é muito novinho e terd de crescer mais para fazer o teste de

DNA”.

AFIRMAGCAO FALSA, tendo em vista que ndo existe uma idade minima
nem maxima para o teste de paternidade pelo DNA, pode-se inclusive
realizar testes de DNA a partir de um simples esfregaco de bastonete na

cavidade bucal.

d. "Cortei o cabelg dele para fazer o teste de DNA".

AFIRMAGAO FALSA, porque o cabelo cortado ndo contém DNA. O DNA
usado para o teste estd na raiz do cabelo arrancado, isto é, no bulbo
capilar. Por si s6, o fio de cabelo ndo tem valor probatério para os testes
em-DNA; pois € composto basicamente por proteinas como o colageno e

queratina, além de bolhas de ar.

e. "Ele ja morreu hd muitos anos e ndo deixou nenhum outro parente

vivo. Ndo poderei nunca provar que ele era 0 pai de meu filho",

AFIRMACAO FALSA, pois o teste de paternidade pelo DNA pode ser
realizado em DNA extraido de material exumado, independente do
tempo, local de sepultamento, da causa da morte. Entretanto existe
uma importante regra de proporcionalidade: quanto meihor forem as
condigbes fisicas, quimicas e bioldgicas do material a ser examinado,

maior sera a chance de se obter sucesso na analise.
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f. "Sou primo da mde e estou com medo do resultado _ser positivo,

mesmo_que eu ndo seja o verdadeirg pai”.

AFIRMACKO FALSA, porque toda pessoa é geneticamente diferente da
outra, exceto o0os gémeos monozigbticos (idénticos). Um teste de
paternidade bem feito é capaz de definir a paternidade mesmo se os

supostos pais forem, por exemplo, pai e filho, ou irmdos, ou primos.

g. "Tomei medicamentos, me alimentei bem e bebi umas cervejinhas

antes da coleta para ¢ teste de DNA. Tenho certeza que 0 resuitado

ndo serd o verdadeiro”.

AFIRMACAO FALSA, tendo em vista que nenhum medicamento,
alimento ou bebida altera o0 nosso DNA. Ndo ha nenhum preparo
especial ou cerimdnia para a coleta de sangue e/ou células bucais para

os teste de paternidade pelo DNA.,

h. "Terei de esperar 0 bebé nascer para provar quem € 0 pai dele”.

AFIRMACAO FALSA, pois ndo € necessario esperar o nascimento do
bebe. O teste de paternidade pelo DNA pode ser feito ainda durante a
gestagdo, através da andlise do DNA das vilosidades coribnicas ou da

amniocentese.
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i. ”"A mie ndo precisa participar do exame porgue jad sabemos que ela é

mae mesmo”,

AFIRMACAO DUVIDOSA. Se ela ja for falecida, 0 exame poderd ser
feito sem ela, mas é mais dispendioso e mais dificil. Se a mde for viva o
ideal é testa-la também. Metade do DNA vem da m&e e a outra metade
do pai. O teste sem a mée fica sem informagdes importantes que tém de
ser compensadas com o estudo adicional de um maior nimero de

regides do DNA do investigado {suposto pai) e do investigante (filho).

j. 'O DNA arquivado em um banco de DNA pode ser usado apds a
morte, caso aparecam pessoas pleiteando a paternidade”.
AFIRMACAO VERDADEIRA. Pessoas prevenidas que temem gue, apds
o .seu falecimento possam aparecer pessoas reciamando participacdo na
heranca, tomam esta providéncia. A realizacdo deste ato, contudo,
deverd ser devidamente comprovada, principalmente através de uma

criteriosa documentacao.

2. Quais as vantagens das técnicas em DNA sckrc ¢s culrcc
sistemas protéicos?

Pelo menor grau de especificidade e por sua efetividade estarem quase
gue totaimente restritas ao material bioldgico sangue, as técnicas

tradicionais tém sido substituidas pelos testes de DNA. As analises e
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provas em DNA, dada a versatilidade, tem aplicagdes incriveis como a
identificacdo pela analise das celulas de dentes degradados (HANAOKA
et al., 1998), de tecidos humanos decompostos(HOFF-OLSEN, 1999), de
ossos recentes (ALVES, 2000), de filtros de cigarro (HOCHMEISTER,
1991), de artigos pessoais e vestuarios (SASAKI, 1997), de esqueletos
com milhares de anos através do uso do DNA mitocondrial (HOLLAND,
1993; HERMANN & HUMMEL, 1994). Em 1999, HENKE comparou 0
polimorfismo dos testes de vinculo genético em 24 sistemas diferentes
de marcagdo, desde os marcadores dito classicos (ABO, MN e Rh), até
os minissatélites e microssatélites de DNA, concluindo que os
marcadores mais informativos eram os baseados em DNA. Além do
mais, a partir de uma pequena amostra bioldgica, o DNA permite uma
andlise minuciosa e individual dos caracteres de uma pessoa, baseada,
sobretudo, em seu perfil genético, inclusive a andlise do sexo bioldgico.
Ao mesmo tempo, tem a capacidade de estabelecer vinculos de
parentesco entre diferentes amostras bioldgicas. Estas sdo as duas
maiores propriedades utilizadas na analise probatoéria da individualizagdo
e identificagdo humana em genética forense. O seu uso tem-se
expandido também porque estas técnicas sdo menos influenciadas pelos
eventos de decomposigdo, de fragmentacdo, de carbonizagdo parcial e

em alguns casos de inexisténcia de dados antemortem, em especial
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guando existem supostos parentes da vitima, sendo considerada como a
Gitima grande linha de identificac8o, por exemplo, nos casos de desastre
de massa (JARRETA, 1998). Lembra-se também que os antigos
marcadores geneéticos utilizam-se de proteinas, as quais correspondem
ao genoma codante, isto é, menos de 5% do genoma total, o que
implica que o0 uso potencial do DNA pode facilmente extrapolar este
indice.

3. Como é feita a obtencdo do DNA? Que métodos sdo mais

confiaveis? Para cada material utiliza-se um determinado
método?

A obtencdo do DNA nada mais € do.que um processo.fisico-quimico de
purificagdo do DNA a partirr de uma amostra biolégica, que
necéssariamente deve conter células nucleadas (FIG. 14). De um modo
geral, este processo inicia-se com a centrifugacdo, a fim de se
sedimentar e separar as fases que interessam ao experimento. Através
de reagentes quimicos, iniciam-se os processos de lise ou ruptura da
membrana plasmatica das células, posteriormente da membrana
nuclear, até se chegar a purificacdo do DNA, separando-o das proteinas

dos cromossomaos.

Existem varios métodos convencionais desenvolvidos para a extragdo e

uma infinidade de meétodos adaptados a partir deles. Contudo, de uma
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forma geral, pode-se trabalhar a partir de dois tipos de métodos: os
métodos organicos (SAMBROOK et al., 1989), que sdc mais tradicionais,
e 0s métodos baseados em kits comerciais desenvolvidos por industrias
de farmaco-quimicos. Logicamente que alguns métodos apresentam-se
mais vantajosos que outros, todavia o maior sucesso no emprego de
uma determinada técnica de extracdo estd na dependéncia do sucesso
do laboratdrio em adaptar-se a determinados protocolos, de seguir uma
rigorosa normatizacdo e controle de qualidade, além é claro do tipo de
material bioldgico a ser tipado. Por exemplo, a extragdo do DNA de um
dente carbonizado além de ser bem mais penosa por necessitar de mais
etapas de preparagao e purificacdo, € realizada de forma diferente que o
sangue. Por isso, o conjunto de protocolos, de metodologias, enfim de
rotinas, estd diretamente relacionadc a capacidade adaptativa do
laboratéric a determinadas metodologias, modificadas ou ndo. As
técnicas convencionais tém a tendéncia de apresentar um menor custo
comercial e de poderem ser mais facilmente adaptadas as circunstancias
das amostras, apesar de serem mais trabalhosas. 1& os kits comerciais
apresentam metodologia mais simplificada e menor tempo para se
realizar a extragdo, mas € preciso atentar-se as indicacgles e
recomendacgdes do kit. Muitos trabalhos afirmam gque as técnicas

convencionais, como o meétodo da silica e o do fenoil-cloroférmio,
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apresentam: resultados mais satisfatérios no quesito pureza do DNA
obtido, o que se pode traduzir em resultados mais fidedignos (HOFF-
OLSEN, 1999; ALVES, 2000). Alguns compostos quimicos utilizados para
se precipitar ou- solubilizar 0 DNA nas etapas de . purificagdo podem
comprometer a qualidade. do DNA, podendo interferir nas etapas
subseglientes como a eletroforese, a amplificagdo e a hibridizagdo. O
indice de sucesso de uma extracdo é diretamente proporcional aos
quesitos quantidade e qualidade (pureza) do DNA obtido, quanto maior
a quantidade de DNA integro e de alto peso molecular, melhores serdo

os resultados.

FIGURA 14 - Purificando o DNA



4. Como se interpreta as siglas de alguns marcadores genéticos
usados em PCR e RFLP?

A nomenclatura estabelecida para definir um focus, o qual pode abrigar
um gene ou simplesmente uma seqiiéncia de DNA alvo, utiliza quatro
elementos: (1) a letra D que significa DNA; (2) a designacdo do
cromossomo em que ¢ Jlocus esta presente (1,2,3...22,X,Y); (3) a
descricdo da complexidade da seqléncia de DNA, na qual o S significa
seqliéncia simples, Z sequéncia altamente repetida e F representa uma
familia de genes ou segmentos de DNA com grande semeihanga entre
si; (4) um numero referente a ordem na qual as seqiéncias sdo
descritas de tal forma que, em conjunto com 0s outros elementos,
tornam este locus Unico (FARAH, 1997). Por exemplo, D1S80 designa
um Jocus no cremossomo 1, o qual contém sequéncia simples e foi a 802
a ser descrita neste cromossomo. Entretanto alguns marcadores ndo se
enquadram necessariamente na nomenclatura dita cldssica, sendo
eventualmente classificados em relagdo a um gene em cujas imediagdes
se localiza, ou a partir da abreviagdo do nome de uma anomalia ou de
um cientista pioneiro, ou seguem classificagdo do genbank, além de
outras fontes diversas. Na TAB. 01 pode-se ver alguns marcadores

classicos em genética forense.
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TABELA 01
Localizagdo cromossémica de alguns marcadores para tipagem de DNA

:Gutros marcadores
baseado em PCR )

D.‘LSSB

Marcador STR baseado em PCR

FIBB RENA4 13}151171

TPOX APOB, DZS419 [)25436:5
S _9251242 13281338

s apeB
5-0351349 5333.352 9331358

6C (o), GYPA (PM)

- D7SB(PM)

'ES;FPS CYAR04 P45@-)$ Penta £
5)165539 _m65537
. D175976
MBP, 913551 9183535 17}185849

D1785,¥Nz22

193 DR (PM)
920585 DZ@S4?0 T R
021511 Pfenta D

_-'H'r#m‘s ARA - s*mm : é}'ﬁé’*f&i'sfﬁ -

DYS19. DYS385, ay'ss'-sg'a-,r DYS389b
DYS390, DYS391, mfssgz mvsags
Q)(YS:[SG

‘ Amelogenina

' -'-Amesé’gﬂé_nina e

H\f}. H\!Z

Adaptada do Natéénaf Institute of Stan echnology (SHORT...2001)
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5. Como interpretar a nomenclatura das enzimas de restricdo?

A propriedade que caracteriza uma enzima de restricdo é sua
capacidade de reconhecer uma dada seqgiiéncia. As enzimas de restrigdo
comumente utilizadas em engenharia genética sdo as do tipo 11, no qual
as enzimas reconhecem uma dada segliéncia e a clivam em local
especifico, isto é, um sitio especifico. Estes sitios correspondem a
seqliéncias de 4 a 8pb, apresentando uma caracteristica de simetria
rotacionél, isto €, sdo palindromicas, onde as suas extremidades sdo

compiementares.

Com a descoberta constante de novas enzimas de restrigdo,
houve necessidade de padronizacdo das mais de 500 enzimas
atualmente conhecidas. Exemplos, segundo SMITH & NATHAUS, 1974

apud LEWIN, 2000:
Hae IIT - 32 Endonuclease de Haemophilus Aerobius
EcoR1 - Endonuciease de Escherichia coli RY13

e A primeira letra maidscula representa o género do organismo.
As duas letras seguintes mindsculas representam as duas

primeiras letras da espécie, formando uma abreviacdo de trés

letras em italico
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« As vezes ha a necessidade de se identificar a cepa ou tipo de
organismo hospedeiro, isto € feito adicionando-se uma letra

minudscula a seqUéncia de trés letras.

e Quando um hospedeiro apresenta varias enzimas de restricdo,
elas sdo identificadas por algarismos romanos. EcoRI - 1@

enzima encontrada em Escherichia coli.

Em genética populacional e em genética forense, a
padronizagao das técnicas de RFLP, bem como de seus banco de dados,
é baseada no comprimento dos fragmentos de restricdo obtidos pela
enzima Haelll, inclusive o0 banco de dados utilizado peio FBI e pela
grande mai-ori'a dos institutos de pesquisa do mundo. A enzima Haelll
apresenta algumas vantagens como a maior tolerdncia as condigdes da
réagéo, nao estando sujeitas a pequenas variagdes de temperatura , pH
é concehtragéo ibnica. Outras enzimas como a PstlI produzem
fragmentos gendmicos de alto peso molecular, tornando a discriminagdo
e a leitura mais dificeis de serem realizadas, enquanto que enzimas
como Hinf produzem perfis distintos de fragmentos entre materiais
bioldgicos de um mesmo individuo (MOURA NETO, 1998). Todavia
existem grupos e instituigdes comerciais que se utilizam da enzima Pst!
como a Lifecodes® e a Promega Corporation® (DEVLIN & RISCH,

1991).
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6. O que sdo "primers” e quais as propriedades que estes
iniciadores devem ter?

Primer ¢ um oligonucleotideo ou pequeno segmento de DNA ou RNA
que, anelado a fita simples de DNA, permite que a enzima polimerase do
DNA sintetize a segunda fita de DNA, formando a dupla hélice. Embora
os oligonucleotideos, que atuam como primers, possam ser muito
peguenos, eles devem ser suficientemente grandes para identificar uma
Gnica seqguéncia complementar no genoma humano, garantindo a
amplificacd@o especifica do fragmento que se deseja (FARAH, 1997). A
escolha dos primers ¢ um dos pontos criticos para a eficiéncia do
método de PCR, 0 que atualmente tem sido largamente beneficiado pelo

auxilio da informatica, em especial dos programas espeéificos que |
fornecem a seqlUéncia das bases no fragmento que se deseja amplificar,
indicando as regides mais favordveis para o acoplamento dos primers,
inclusive fornecendo as condigdes .Edeafs de temperatura, salinidade e
tempo para a PCR em fungdo da composigéo das b'ases.no fragmento

que se deseja amplificar.
Algumas caracteristicas gerais dos primers, segundo 1GIBCO BRL® :

+ Para cada Jocus, devem sempre ser em numero de dois, um para
cada fita e em sentidos opostos.

s Ser especifico as regides de amplificacdo do molde ou template e
ndo apresentar similaridade com outras regites do genoma
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« Os primers devem ter cerca de 18 a 30pb, mas usuaimente 20 a
21ipb

e Possuir contetido de Citosina+Guanina (G+C) levemente acima de
50%.

e N3o apresentar regides de tendéncia de complementariedade em
sua estrutura dimensional, a fim de ndo formam estruturas em

forma de grampos ou dimeros na regido 3'.

« Possuir temperatura media de ciclo acima de 55°C.

7. O que sdo as sondas de VNTR e como elas funcionam?

A hibridizagdo é um método gue utiliza a tendéncia natural que uma
cadeia simples de DNA tem de se reassdciar com sua cadeia
complementar para formar a dupla hélice. Dessa: forma, um
determinado fragmento de DNA pode ser localizado em uma mistura
heterogénea, desde que disponha de uma seqliéncia complementar ao
fragmento alvo, chamada sonda. Sondas nada mais sdo do que fitas
simples de DNA ou RNA gue tenham sido marcadas, quimicamente ou
radioativamente, e podem ser usadas para identificar genes ou
fragmentos de DNA de interesse, por meio da complementariedade de
sua seqliéncia de bases com uma regido alvo. A marcagdo prévia do
DNA da sonda propiciard a emissdo de radiacdo ou luminosidade em
uma pelicula de ralos-X, viabilizando assim a analise dos fragmentos

alvos que foram submetidos a eletroforese.
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Principais propriedades de uma sonda:
» Deve reconhecer um focus ou sitio humano Unico, cuja localizagdo
crormossdmica tenha sido determinada;

« Deve detectar um nimero constante de bandas por alelo nos
seres humanos;

» Deve estar caracterizado pela literatura publicada, incluindo sua
variacao tipica de alelos e sua tendéncia de reconhecer o DNA de
outras espécies;

s+ Deve ficar a disposicdo para estudo cientifico por qualquer pessoa
interessada.

8. Como é feito o diagnoéstico de sexo e espécie?

Diversos sao os métodos cientificos de se realizar o diagndstico de sexo,
desde um cadaver ou esqueleto encontrado até uma amostra de local de
crime. Contudo, na drea molecular, apesar do desenvolvimento das
técnicas de reacbes imuno-especificas e microscopicas, por cortes
histoldgicos ou esfregago de células, estas ndo se apresentavam
aplicaveis o suficiente, carecendo de um coadjuvante mais informativo.
As provas em DNA possibilitaram a andlise do sexo bioldgico de um
individuo, mesmo a partir de pequenas amostras. Alguns marcadores
possibilitam o éxito da investigacdo de sexo, analisando-se
especificamente 0s cromossomos sexuais, principalmente pela PCR.

Diversas sao as maneiras de se determinar o sexo em humanos (TAB.
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02), analisando-se marcadores genéticos como a amelogenina (gene
reiacionado com a formacdo do esmalte dentério), o DXYS156, ZFX/ZFY,
SRY 93, aiém dos marcadores do cromossomo Y. A presenga de
resultados nos marcadores do cromossomo Y poderia simplesmente
excluir a amostra como sendo de um individuo do sexo feminino,
contudo a necessidade de controles positivos e negativos para esta
prova se fazem necessarios, principalmente em casos de contaminagao
de amostra ou de mistura. Por isso, além de ser o mais conhecido, o
jocus amelogenina é o mais indicado para este fim principaimente por
poder ser co-amplificado com os sistemas multiplex para STR. O locus é
amplificado em ambos 0s cromossomos (X e Y), mas com fragmentos de

tamanhos diferentes (FIG. 15), possibilitando a identificagdo do sexo.
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FIGURA 15 - Locais de amplificacdo do /ocus amelogenina nos cromossomos X e Y,
formando fragmentos 6pb maiores no cromossomo Y em relacdo ao
seu homologo X, devido a presenca da segliéncia AAAGTG (em
negrito). Notar gque existem variagdes no tamanho dos fragmentos
conforme o conjunto de primers empregado, ou seja, a variacdo
depende do local de flanqgueamento dos primers.

Fonte: Adaptada do National Institute of Standards and Technology (SHORT..2001)
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TABELA 02

Alguns dos marcadores para tipagem de sexo e generalidades

- ‘amelogeni

3

Fonte: Adaptada do National Institute of Standards and Technology (SHORT...2001)
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A possibilidade de discriminacdo de se distinguir as outras espécies do
homem pode ser realizada sem maiores problemas. Em um classico
trabalho, CROUSE & SCHUMM (1995) examinaram a especificidade de
espécies de nove sistemas de STR, relatando que ndo houve nenhum
produto amplificado em 17 das 23 espécies estudadas. O DNA de
primatas, como o gorila, chipanzé e orangotango, foram amplificados
satisfatoriamente, mas a grande maioria dos produtos amplificados
migrou para fora do padrdo de escala alélica humano, ndo podendo

sequer ser tipado e classificado pelo peso molecular.
9. Quais as vantagens das técnicas de STR/PCR e VNTR/RFLP?

Se por um lado, os sistemas STR/PCR sdo menos informativos, por
apresentarem Jfocus com um menor polimorfismo, uma menor
variabilidade, um grau de heterozigose menor que os sistemas
VNTR/RFLP, por outro lado estes problemas simpiesmente poderiam ser
resolvidos analisando-se um maior nimero de regifes no genoma, além
disso, dada a menor variabilidade genética, os STRs tendem a
apresentarem menores taxas de mutagSes. E preciso ressaltar, contudo,
que os sistemas em VNTR/RFLP s8o extremamente Uuteis e
perfeitémente validos, e que se bem empregados apresentardo

resultados extremamente satisfatoérios.
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Todavia existe uma maior tendéncia nacional e internacional em se
utilizar os sistemas STR/PCR como padrdo de referéncia iaboratorial.
Segundo declaragdo do Dr. Dario Grattapaglia, diretor clinico do
laboratério Heréditas, as vantagens reiativas aos sistemas de STR/PCR
apresentam-se atualmente bem mais evidentes em comparagdo aos

sistemas convencionais VNTR/RFLP:

“Utilizamos somente locos microssateélites uma vez
que eles permitem a declaracdo precisa e
absolutamente reproduzivel dos gendtipos em
qguaiquer laboratorio. Pois se utiliza de escadas alélicas
de consenso internacional. No caso das sondas uni ou
multilocais os alelos sdo estimados e entdo declarados
em pares de bases. A estas estimativas estdo
associados grandes desvios-padrdo, além do problema
de perda de alelos pequenos. Em suma, 0 usc de
sondas € uma tecnologia que estad rapidamente caindo
em desuso, basta ver que nos uGltimos exercicios da
ISFG dos quais participamos, somente cerca de 6
laboratérios em 57 ainda utilizam sondas, e ainda em
complementacdo aos /loci STR. Ndo existe qualquer
motivo técnico para se usar sondas hoje, uma vez que
existem dezenas de locos STR altamente informativos
e internacionaimente vaEEdadbs para investigacao
forense (GRATTAPAGLIA et al., 2000).
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RASKIN (1995) destaca também outras vantagens dos sistemas

STR/PCR como:

Menor taxa de mutagdo dos marcadores;

» Facilidade de discriminar alelos diferentes;

« Facilidade de fazer banco de dados de populacgao;
e Facil padronizagdo inter e intra-taboratério;

. Possivel visualizar resultados em gel ndo desnaturante de
acritamida ou até agarose;

. Ndo utiliza material radioativo;

. Exame pode ser feito independentemente de haver pouco ou muito
DNA, degradado ou intacto, permitindo a analise inclusive em casos
de exumagéo;

« E possivel evitar a coleta de sangue, usando swab bucal;
o Determinagdo de sexo genético nas amostras € possivel;
e Permite a construgdo de escadas alélicas;

« Nao necessita definir bins arbitrarios;

e  Facil interpretagdo pelas partes e area juridica;

. Tamanhos pequenos e definidos dos fragmentos permitem
multiplas amplificagdes simultdneas (multiplex);

« Possibilidade de automacdo;
e Tempo de resultado menor;

e  Controle de qualidade mais preciso;

103



. Tecnicamente mais simples com custos e, portanto, precos mais em
conta.

Apesar disso, inimeros sdo os especialistas que além de recomendar a
utilizacdo, se possivel de ambas as técnicas, fazem o uso preferencial
pelas sondas dos sistemas de VNTR/RFLP como técnica de eleigdo,

citando através disso as suas principais caracteristicas funcionais:

. Os sistemas VNTR/RFLP ja foram largamente testados e aprovados
pela comunidade cientifica internacional, sendo os métodos
pioneiramente utilizados nessa area;

. A baixa heterozigose, o pequeno numero de alelos e a
heterogeneidade da distribuigdo alélica tornam o polimorfismo dos
STRs consideravelmente vulnerdveis aos efeitos de endogamia e
sub-estruturacdo populacional (PENA, 1995), além dos casos onde
o indagado (suspeito ou suposto pai) é um parente proximo do
verdadeiro responsavel;

. Um sistema de 6 sondas tradicionais de VNTR (minissatélites)
traduz-se, em sua grande maioria, a uma probabilidade de
paternidade de no minimo 99,999%, em contrapartida com o0s
sistemas STR/PCR que produzem em media 99,99%, ou seja, com
o dobro de marcadores produz-se menor poder de inclusdo de
identidade ou paternidade (THOMSON, 1998);

® Durante ensaios de comparagfes de dados realizados pelo Federal
Bureau of Investigation (FBI) em 1992, nac foram encontrados
pares que combinassem com 0s perfis de DNA em 5 /oci VNTR, e a
combinacdo mais proxima foi uma Gnica de 3 foci entre 7,6 milhges
de comparagdes pareadas (COMMITEE, 1992).
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As recentes opgles ao sistema STR/PCR por 6rgdos de reconhecida
reputacdo Internacional, como © NIST norte-americano, denotam a
maior potencialidade de padronizacdo e comparacao inter-laboratorial
desse sistema em relacdo as tradicionais sondas unilocais e multilocais,
junta-se a isso a indiscutivel aplicabilidade das técnicas de PCR em
casos de amostras reduzidas, prejudicadas e contaminadas,
principalmente as amostras de crime. Contudo, apesar de todas essas
tendéncias, € conveniente que a credibilidade dos exames de VNTR seja
mantida e resguardada, cita-se como exemplio, o fato do FBI ainda
manter um relevante banco de dados baseado na tecnologia de sondas,
recomendando ainda a utilizagdo minima de 4 marcadores RFLP para
seus arquivos, apesar de ja ter implantado efetivamente um sistema

totalmente baseado em STR/PCR de 13 foci, o CODIS.

10. Como sdo feitas as clzccificag8es dos alelos em RFLP ¢ em
PCR?

Em RFLP, no caso das sondas uni ou muitilocais os alelos sdo declarados
em pares de bases, a determinagao do bin de um alelo, baseia-se na
Ccaracterizagdo de um fragmento dentro de um determinado intervalo
conforme o seu tamanho em pares de bases, Constitui-se em um
inetodo uim tanto subjetivo e empirico, podendo variar de anotador para

anotador, dada as possibilidades de desvio-padidu. Desta forma, uma
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FIGURA 18 - O tamanho de cada banda, em pares de bases,
é determinado automaticamente

Fonte:Laboratorio Exact Gene - Campinas(SP)

A técnica de STR via PCR permite a declaracdo precisa e absolutamente
reproduzivel dos genodtipos. Pois se utiliza de escadas alélicas de
consenso internacional. Aiém disso, os alelos da PCR sdo classificados
peloc numero de repetigdes do nuclec repetitivo de um determinado
focus. Por exempio, um dos alelos de um sistema tem 20 repetigOes, ele

é denominado alelo 20 (FIG, 19).
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FIGURA 19~ Locus vWA com o alelo 20, isto é, com 20 unidades repetitivas

No primeiro ensaio de controle de qualidade realizado pela Sociedade
Brasileira de Medicina Legal, em 1998 (SIM@ES, 2000), foram realizados
testes de proficiéencia tanto pela PCR como por RFLP, contudo a
padronizagao ficou muito mais evidente nas técnicas baseadas em PCR,
havendo algumas discrepancias de classificagdo em RFLP, dificultadas
em fungdo da subjetividade de anotagdo individual e de desvios-padrbes
na calibragem de algumas etapas de trabaiho e de materiais
empregados entre os Ilaboratérios, tais como: a eletroforese, a
concentracdc do gel, a intensidade da corrente elétrica utilizada, entre

outros, contudo sem influenciar nos resuitados objetivos do ensaio.
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11. Quantas sondas e guantos “loci” sdo necessdrios para

fornecerem indices seguros de confianca?

1pENA (2001), recomenda a utilizag8o de no minimo 06 sondas unilocais
ou 02 sondas multilocais para os casos de investigagdo de paternidade,
tendo em vista o maior cardter informativo das sondas em relacdo acs
STR/PCR. Dependendo do tipo de sonda escolhida, ela extrapola
facilmente o indice de heterozigose de 90%, tornando-se extremamente
informativa em andlises de paternidade, sendo unanimemente indicado
menos da metade do numero de marcadores VNTR unilocais em relagdo
aos STR/PCR. Todavia, deve-se ter critérios ao escolher as sondas a
serem empregadas, por exemplo, Joci com baixa variabilidade, isto €,
menor que 90% de heterozigose, tendem a apresentar distribuigdes de
freqiéncias alélicas irregulares, além de estarem mais susceptiveis a

deriva genética e a endogamia.

CHAKRABORTY, apud *PENA (2000) recomenda que o numero de /oci
necessarios para determinar-se com seguranga relagdes pai-filho seja de
aproximadamente 6 sondas unilocais com mais de 90% de heterozigose
para VNTR (°PENA, 2001), e sobe para ao redor de 15 para as andlises
de microssatélites que em geral apresentam grau de heterozigose entre

70 e 80%, em detrimento de alguns anos atras onde se indicava menos

* 1dem nota 4
® PENA, $.D.). (NUcleo de Genética Médica - GENE) Comunicacio Pessoal. 2001
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de 12 Joci para esses exames. Isto ocorre na pratica, porque as
populagbes apresentam considerdvel grau de subestruturagdo e o poder
de exclusdo efetivo € consideraveimente inferior ao calculado
teoricamente, inclusive na populacdo brasileira. Na pratica a maijoria dos
STRs apresentam poder de exclusdo de paternidade na ordem de 50 a
75%, enguanto para as sondas unilocais este indice & maior, em torno

de 80 a 95%.

Com base em simulagdes numéricas, GRATTAPAGLIA et al. (2000)
verificou, conforme previsto, que o risco potencial de falso-positivos
diminui 8 medida que mais Joci STR sdo analisados, entretanto com 12
joci estudados, o risco de falso-positivos ainda poderia ser de até 40 em
100.000 exames de exclusdao. Recomendando-se 16 Joci, os autores
verificaram ndo haver maiores problemas quanto ac ganho de poder de
exclusdo ou da obtencdo de falsas inclusdes. O trabaiho revelou ainda
que uma analise de 447 casos de exclusdes resolvidos com 17 Joci STR,
teria uma chance matemadtica de produzir 8 casos de falsas inclusdes,
com mais de 99,9% de chance de probabilidade, se tivessem sido

utilizados apenas 12 /oci STR.

E preocupante a observag8o de que alguns laboratérios de determinac8o
de paternidade est8o oferecendo pericias a partir de resultados

baseados em apenas 6 a 9 testes de PCR de microssatélites ou 2 a 3
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sondas unilocais de minissatélites, incorrendo ao risco de chegarem a
conclusBes equivocadas, em especial de uma falsa inclusdo de
identidade ou paternidade (PENA, 2001). Existem atualmente diversas
interpretagdes juridicas para a interpretagdo dos “9” antes e depois da
virgula em probabilidade de paternidade ou identidade. Nos Estados
Unidos as probabilidades de paternidade relativa (W) sdo classificadas a
partir da cifra de 90%, onde um indice entre 90 e 94% é caracterizado
como paternidade provavel, 95 e 99% como paternidade muito
provavel, 99 e 99,73% como paternidade extremamente provavel e
acima de 99,73% como paternidade praticamente provada.
Hodiernamente para uma conclusdo mais objetiva de inclusdo de
paternidade ou identidade, o indice minimo aceitdvel deverd ser de
10000 para o indice de paternidade (IP) ou identidade, e de 99,99%
para a probabilidade de paternidade (W) ou identidade. Contudo néo se
deve esquecer que as investigagdes de paternidade e de identidade sdo
processos que requerem uma conclusdo impreterivelmente absoluta,
(nica e direta, dada a natureza de seu objetivo: "ou é ou ndo é o
alegado”. Dessa forma € imprudente, arriscado e inconseqliente ©
profissional que afirmar veementemente e com 100% de chances uma
probabilidade de paternidade que apesar dos inGmeros “9” apés a

virgula, ndo é o absoluto 100%.
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12. Como funcionam os sistemas multiplex para PCR?

Os fragmentos de STR variam em torno de 100 a 500pb, sendo que a
variacdo de um alelo para outro de um mesmo Jocus geraimente é
devido a diferenga do numero de seqiiéncias repetidas do ndcleo
repetitivo, este geralmente tetrameérico. Portanto em um sistema
tetramérico, por exemplo, a diferenca entre um alelo e o seu alelo
imediatamente maior ou menor, se dard de 4 em 4 pares de bases, ou
seja, correspondente ao nucleo repetitivo. Dessa forma um dado STR
darad origem a alelos que ndo apresentardo grandes variagdes de
comprimento entre si, mesmo do maior alelo para o menor alelo,
diferentemente dos sistemas VNTR onde os alelos podem variar de
menos de 600pb até 25000pb, como no caso dos alelos do focus D1S7.
Conseqiientemente STRs que apresentam variacdo de peso molecular
bem distintos podem ser amplificados juntos e analisados distintamente.
Com o surgimento dos marcadores fluorescentes e da tecnologia de
automacgdo para PCR, tornou-se possivel ndo somente utilizar conjuntos
de STR com padrdes distintos, mas inclusive de STR que anteriormente
apresentavam overlapping (sobreposicdo) de peso molecular com
outros. A tecnologia baseia-se gue 0s diferentes tipos de marcadores

fluorescentes, podendo ser no maximo 3 por reacgdo, podem ser co-
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amplificados em uma mesma reagao de PCR, pois emitem faixas de
marcacdo que sdo reconhecidas distintamente pelo seqlenciador.
Contudo ndo se deve utilizar em um mesmo marcador fluorescente,

STRs que apresentem sobreposicdo apés amplificacado.

Existem no mercado multiplex com até 16 STRs (FIG.20), que podem
ser co-amplificados em uma mesmissima reac¢do, isto resultou numa
relevante economia de tempo e custo operacional a tecnologia de

STR/PCR, dada a versatilidade do método.

T ki E 3

485 bp

ILS-600
FIGURA 20 - Primer multiplex para 16 STR

13. Quantas exclusdes sd30 necessdrias nos diversos sistemas
para se conciuir um caso?

Sob o ponto de vista racional, desde a utiliza¢8o da genética classica, as

exclusfes de identidade sdo categodricas e as inclusdes probabilisticas.
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Entretanto, é um fato pouco compreendido que a situacdo operacional
de um laboratério é inversa. Erros técnicos nos procedimentos de testes
de paternidade podem criar falsas exclus@es. Assim, todos os
laboratorios devem obrigatoriamente ter mecanismos para reconfirmar
rotineiramente todas as exclusdes, para garantir que elas representam
»verdadeiras exclusdes” ("PENA, 2001). Por exemplo, em andlises de
VNTR/RFLP 0 locus mais polimoérfico é o D157 (MS1), com mais de 99%
de heterozigose e uma infinidade de alelos possiveis. Entretanto, a sua
heterogeneidade informativa estd diretamente relacionada a um
importante motivo, sua elevada taxa de mutagdo (maior que 5%), e isso
o torna inadequado em testes de paternidade ou gualquer outra analise

de vinculo genetico.

E de consenso da comunidade cientifica internacional gue no minimo
dois loci STR ou VNTR s30 necessarios para se concluir uma exciusdo de
paternidade (JARRETA, 1998; JOBIM et al.,, 1999), principalmente
porque a probabilidade de ocorrer mutagdo em uma trinca verdadeira
para apenas 1 Jocus € sensivelmente maior do que um individuo
escolhido ao acaso ser exciuido em apenas um Unico focus, em
detrimento aos demais /oci do sistema onde houve inclusdo. Ou seja, é

mais facil o investigado ser o pai bioldgico da crianga, com a presenga

7 Idem nota 4
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de 1 mutagdo em um dado /ocus, do que ele ndo ser o pai bioldgico e
apresentar um conjunto de inclusbes com um Gnico Jocus de exclusdo.
Estima-se que, para o sistema STR/PCR, a probabilidade de mutagdo em
1 Jocus seja cerca de 30 vezes maior do que uma verdadeira ndo-
paternidade com apenas 1 Jocus de exclusdo. Em contrapartida, quando
ha a presenga de 2 /oci de exclusdo em um dueto suposto pai e filho,
estas probabilidades se invertem radicaimente, onde a probabilidade de
ndo paternidade é cerca de 46 vezes maior do que a ocorréncia de 2
mutacdes em 2 Joci diferentes. Em 3 foci esta propor¢do sobe para mais
de 77625 (THOMSON, 1999). Atuaimente existem correntes mais
rigorosas que pregam a exclusdo de no minimo 3 /oci STR a fim de se
dirimir gquaisquer duvidas ou possibilidades contrarias (GRATTAPAGLIA
et al., 2000).

14. Listar alguns dos elementos cruciais que podem ser

empregados para avaliar a confiabilidade de um servi¢co de
determinacado de paternidade.

Adaptamos alguns dos principais itens, conforme RASKIN (1998); JOBIM

(1999); GRATTAPAGLIA (2000) e PENA (2001).

e O laboratério deve estar sob direcdo de um profissional

competente, de preferéncia com titulo de mestre ou doutor em area
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afim e com competéncia pratica e teérica em determinacdo de

paternidade e identificagdo humana h& pelo menos 5 anos;

O laboratério deve realizar as pericias com 02 sondas multilocais,
ou entdo 6 sondas unilocais ou pelo menos 15 STR/PCR. Deve
dominar também tecnicamente pelo menos duas das trés
metodologias existentes para testes de determinagdo de

paternidade e identificacdo por DNA;

O laboratério deve ter uma rotina de trabalho de auto-vigilédncia dos
seus procedimentos, ou seja de controle de qualidade intra-
laboratorial, evitando-se que erros passem desapercebidos, tfais
como a desastrosa troca de rétulos das amostras. Deve tambem

trabalhar com contra-prova ou backup devidamente documentado;

Usar controle positivo como o K562, a fim de se detectar possiveis

discrepancias técnicas dos materiais utilizados na técnica;

Utilizar controle negativo, principalmente nas técnicas de PCR, a fim

de se detectar a presenga de possiveis contaminantes (amplicons);

O laboratéric deve ter disponivel um banco de dados das
fregliéncias populacionais dos diversos sistemas genéticos usados
por ele. Este banco de dados deve ser obtido com as mesmas

técnicas usadas pelo laboratorio nos seus exames de rotina e
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gtilizando uma mesma populacgdo, além do mais, o banco de dados
deve estar disponivel para consulta e preferencialmente ter sido
publicado. Deve-se evitar a utilizagdo de banco de dados
estrangeiros em uma amostra de populacdo nacional, dada as
variacbes genéticas cientificamente comprovadas entre populagdes

diferentes.

Nos casos de exclusdo de paternidade duvidosa, o laboratério deve
garantir que essa exclusdo seja comprovada com pelo menos dois

tipos de exames genéticos diferentes.

Nos casos em que ndo hd exclusdo de paternidade, o laudo pericial
deve incluir o Indice de Paternidade (IP) para cada sistema
genético utilizado, o indice de Paternidade Combinado (IPC) e a
Probabilidade de Paternidade (W), reiatando também as

probabilidades a priori utilizadas.

Deve haver uma separacao fisica entre o recinto em que se realiza
o preparo das amostras ou a extragdo dos materiais bioldgicos, e a

sala de amplificacdo das amostras nas técnicas baseadas em PCR.

Realizar periodicamente testes de proficiéncia interno e externo.
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15. Correlacionar algumas fontes de erros com as consegqiiéncias
técnicas?

Extrair DNA com compostos guimicos ndo indicados ou altamente
reativos: Auséncia ou alteracdo no padrdo de amplificagdo normal, ou
deficiéncia na hibridizacdo das sondas ou digestdo pelas enzimas de

restricdo, formando bandas andmalas;

Contaminar com amplicons o0 recinto de preparacdo das amostras: Pode
resultar em um falso negativo ou em um padrdo de multibandas (mais

de duas por locus);

Trocar amostras: tendéncia de resultados falso-negativos e de

coincidéncias invertidas de resultados;
Contaminar amostras: formacdo de bandas andmalas;

Misturar amostras: presenca de um padrao de multibandas (mais de

duas por locus);

Utilizar DNA degradado ou alterado: Alteracdo de sitios da endonuclease
de restricdo com tendéncia a subdigestdo nos casos de RFLP, formando
fragmentos de pesos andmalos, ou incorre na auséncia de amplificacdo

pela PCR conforme o grau de degradagdo;
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Utilizacdo de um numero insuficiente de sondas VNTR ou foci STR:
Resulta num poder de discriminagdo insuficiente com possibilidades de

resultados faiso-positivos, isto €, uma falsa inciuséo;

Erro humano e falha técnica: Geralmente conduz a resultados falso-
negativos, isto €, erroneamente se exclui uma identificagdo ou uma

paternidade positiva;

Fraude ou ma indole: Pode-se esperar qualquer tipo de resultado,

conforme a conduta moral e a consciéncia particular dos envolvidos.

16. O que é o DNA mitocondrial? Como ele auxilia na genealogia
humana?

Ao contrario das demais organelas celulares, a mitocondria dos animais,
assim como o cloroplasto dos vegetais, apresentam genomas préprios.
Dessa forma alguns poucos genes extranucieares estdo presentes no
homem na forma abundante de DNA mitocondrial, ou mtDNA,
Abundante porque cada ceélula pode apresentar mais de 500
mitocdndrias e cada mitocOndria apresenta até 10 cépias de um mesmo
cromossomo circular de 16569pb e 37 genes. Desta forma, o mtDNA em
virtude da sua citada abundancia celular, aliada a alta resisténcia a
digestdo enzimatica do seu DNA circular, é especialmente indicado na
analise molecular de amostras de materia! bioldgico que apresentem

extremo grau de degradagdo, como em estudos de fisseis em
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arqueologia, em analises de tecidos antigos, e até em reconstituigdo de
desastres e casos criminais antigos como o caso da familia Romanov

(IVANOV, 1994).

O DNA mitocondrial apresenta uma caracteristica muito importante.
Durante a formagdo do zigoto, o espermatozéide contribui com uma
copia do genoma nuclear, enquanto o 6vuio transmite a segunda cépia
do genoma nuclear mais 0 genoma mitocondrial. Isto se deve ao fato de
gue o0s espermazdides, embora também tenham mitocbndrias, ndo
transmitem o MtDNA a célula-ovo. Explica-se: O espermatozéide tem
uma unica mitocbndria em sua cabeca, enquanto o 6vulo tem mithares
em seu enorme citoplasma. A mitocOndria paterna pode penetrar no
6vulo, mas perde-se por diluicdo. A grande maioria das mitocOndrias
ndo estd localizada na cabega do espermatozdide, mas norteiam os 11
microtlbulos do corpc da cauda: 0 axonema (GUYTON & HALL, 1997),
conseqlientemente isto implica que, durante a fecundacgdo, somente a
cabeca, ou seja, apenas o material contido no capuz anterior e posterior
do espermatozdide terd envolvimento com o material genético feminino,
sendo todo o montante do material do espermatozoide descartado,
inclusive as referidas mitocdndrias, o corpo, a peca principal e a peca
terminal da cauda. Assim sendo, o0 genoma mitocondrial tem heranga

exclusivamente matrilinea, isto €, homens e mulheres herdam suas
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mitocdndrias de suas mdes. Em suma, as mitocéndrias de uma tataravé
materna, isto é, de uma mde da mde da mde da mde de uma pessoa
devem ser necessariamente as mesmas desta, salvo da presenga de
mutacgdes. Devido a sua maior taxa de mutacd@o, cerca de dez vezes
maior gue © genoma nuclear, o mtDNA exibe muitas e consideraveis
diferencas entre as espécies animais, tornando-se apto para esta tarefa
também. O DNA mitocondrial é, na sua maior parte, idéntico, existindo,
contudo, uma regido de aproximadamente 1200pb (regidc D-loop},
muito varidvel e, portanto, importante na individualizacdo humana (FIG.
21). A metodologia utilizada na analise do DNA mitocondrial é a
amplificagdo da regido controladora D-loop pela PCR, seguido de

seqlienciamento automatico das regites HV1 e HV2.

O DNA mitocondrial se serve também como um tipo de teste de e
maternidade de longo alcance em genealogia matrilinea, assim como ¢

cromossomo Y serve na linhagem patrilinea (FIG.22).

Para a Geneaiogia por DNA, polimorfismos iocalizados no DNA
mitocondrial e no cromossomo Y, que estd presente apenas em homens,
permitem 0 estudo de linhagens humanas por causa das propriedades
genéticas Unicas destes dois compartimentos genbmicos. Primeira
particularidade, eles sdo herdados de apenas um dos genitores: 0 DNA

mitocondrial é transmitido pela mae para seus filhos e filhas, mas sé
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retransmitidc para geracbes posteriores pelas filhas mulheres. O
cromossomo Y € transmitido atraveés do espermatozodide paterno apenas
para os fithos homens. Seqgunda particularidade, ao contrario dos demais
cromossomos que estdo presentes em duplicata, temos apenas uma
Unica copia genética do cromossomo Y e do DNA mitocondrial. Terceira
particularidade, também ao contrario dos outros cromossomos, ©
cromossomo Y e ¢ DNA mitocondrial, nao tendo pares, nao podem
trocar e embaralhar seus genes, isto é, ndoc sofrem a infiluéncia da
recombinagdo cromossémica, e por este motivo, suas caracteristicas
genéticas sdo passadas em bloco para a préxima geragao,
estabelecendo linhagens que permanecem inalteradas a nao ser que
aconteca uma mutagdo genética, um evento incomparavelmente mais
raro que a recombinacdo genética. As diferentes combinagles de
variacbes génicas que tipificam um cromossomo Y ou um DNA
mitocondrial sdo transmitidas em bloco e identificam cada linhagem.
Estes blocos diferentes de variacdo sdc chamados haplogrupos. Os
haplogrupos permanecem Inalterados em linhagens paternas
(cromossomo Y) ou linhagens maternas (DNA mitocondrial) até que
ocorra uma mutagdo, constituinde assim, marcadores de linhagem
extremamente udteis e informativos para a reconstrugdo do passado

genético. Além disto, os dois complementam-se muito bem, fornecendo
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informacdes separadas e independentes sobre as contribuigfes paterna
e materna para a evolugdo das populacdes humanas (ALVES-SILVA ef

al., 2000)

FIGURA 21 - Padrdo aiélico de 440pb em um locus hipervariavel da regido
controladora D-foop{1210pb) do DNA mitocondrial humano
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FIGURA 22 - Cromossomo Y e alguns dos seus Joci STR mais comumente estudados

Fonte: Nucleic Acids Res. 28(2), e8 (2000)B. Perguntas de ambito estatistico:

17. A metodologia de andlise e calculo para investigacdo de
paternidade é igual para identificacdo criminai?

A partir do pressuposto de que em um caso criminal, geralmente uma
amostra de local de crime € comparada com um possivel autor da
mesma, a base de interpretagdo para os casos de identificagdo, criminal
ou post-mortem, necessariamente seréd a coincidéncia de todas as
freqUéncias alélicas entre amostra e suspeito, ou seja, 100% do padrdo
genético. Ja nos casos de investigagdo de paternidade os métodos de
calculo devem considerar outros pressupostos e variagdes, como a
possibilidade de mutagdo meidtica. Além do mais, a base de
interpretagdo em um caso de investigacdo de paternidade esta na

dependéncia da obediéncia das leis mendelianas de hereditariedade,
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onde 50% do material genético de um filho provém de sua mde
bioldgica (geralmente é tido como certa) e a outra metade provém de
seu pai bioldgico (geralmente é tido como suposto nestes casos). Desta
forma, para cada Jocus verifica-se a presen¢a do alelo de origem
paterna do fitho no genétipo do suposto pai. Sendo assim, a
investigag@0 para os casos de paternidade necessariamente sera
baseada na coincidéncia de exatamente metade das freqiiéncias alélicas
entre amostra (filho) e suspeito (suposto pai), ou seja, 50% do padrao
genético (FIG.23 e 24). Conseqglientemente as metodologias de cdiculo

sdo diferentes.

FIGURA 23 - Padrdo alélico em um Jocus onde houve inclusdo de paternidade
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FIGURA 24 - Padrdo alélico em um /ocus onde houve uma exclusdo de paternidade

18. O que é IP, W, PE? Para que eles servem?

Segundo a Associagdc Americana de Bancos de Sangue AABB
(AMERICAN...1998):

O InDice pE PATERNIDADE (IP) é uma indicacdo de quantas vezes é mais
provavel a paternidade do alegado pai em comparacdo com a de um
outro individuo aleatoriamente escolhido na populacdo.

Onde:

X é a probabilidade das evidéncias genéticas serem favordveis a
paternidade em questdo. Sendo assim, pode-se conciuir que X é a
probabilidade do trio ser verdadeiro (existir vinculo genético entre o
homem analisado e o requerente).
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¥ é a probabilidade das evidéncias genéticas ndc serem favoraveis a
paternidade em questdo. Sendo assim, pode-se concluir que Y é a
probabilidade do homem analisado tornar o trio faiso (ndo existe vinculo

genético entre o homem analisado e o requerente).

0 indice de paternidade {IP) & particular de cada focus e € calculado a
partir da freqiiéncia alélica em uma dada tabela populacional do alelo de
origem paterna do fitlho presente no suposto pai. Quando ndo hd

matching ou coincidéncia do alelo de origem paterna do filho com pelo
menos um dos alelos do suposto pai para um dado Jocus, estamos
diante de uma possivel exclusdo de paternidade.

O indice de paternidade combinado (IPC) nada mais € que 3
multiplicacdo de todos os indices IP de cada /ocus, baseado sobretudo
na regra da multiplicagdoc e no pressuposto que 0s /oc/ selecionados
estdo em equilibrio de ligac8o. Desta forma um produtc acima de
10000, segundo a AABB € considerade praticamente uma inclusdo de
paternidade.

A PROBABILIDADE DE PATERNIDADE (W) é a estimativa de o individuo
analisado, a partir de evidéncias genéticas, ser o pai biocldgico do
reguerente. Sendo assim, o termo probabilidade, assumird um sentido
um pouco diferente, j& que por se trater de uma probabilidade deveria
estar baseado tanto em evidéncias genéticas como em evidéncias ndo
genéticas (total de eventos).

As evidéncias ndo genéticas provém de testemunho da made ou de
quaiquer outra pessoa, analise do suposto pai, etc. Devido a dificuldade
de se avaliar a veracidade dos testemunhos parz a obtencdc das
evidéncias ndo genéticas, considera-se a probabilidade a priori de

paternidade. Para a probabilidade @ priori (ndo considerando nenhuma
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informacao sobre o caso) atribui-se valor igual a 0,5, indicando gue
antes de qualquer evidéncia genética, o individuo a ser analisado tem
50% de chances de ser o pai do requerente. As evidéncias genéticas
provém da andlise do laboratério.

Usando-se ¢ ieorema de Baves calcula-se a PROBABILIDADE DE
PATERNIDADE combinando-se os dois tipos de evidéncias. Pelo teorema

obtém-se:

IP.p+1(1l-p)

Considerando a probabilidade a priori (p) universalmente aceita como
igual a 0.5 {ou 50%), conclui-se:

O Poper bDE Exciusido (PE) € definido como a probabilidade de se
excluir um individuo aleatoriamente escolhido da populacdo, tendo como
conhecidos 0s alelos da mae e do requerente. Sendo assim, PE sera
igual a fregliéncia dos alelos de todos os homens (ndo considerando a
raca do individuo) que obrigatoriamente ndo ser8c compartithados com

o requerente ou gue ndo serdo considerados como alelos paternos.

PE pode ser calculado usando a equacdo:

PE = 1 - {a’ + 2ab)
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Onde,
a é a freqiiéncia dos alelos herdados pela crianga do pai bigldgico.
b é a soma das freqiéncias de todos os alelos gue ndo s8¢ os paternos.
Sendo assim, {(b=1 - a).
a® + 2ab € a freqiéncia de todos 0s possiveis pais.
Considerando todas as informacbes acima, conclui-se:
PE = (1 - a)?

Obs.: Em casos em que a mae e o requerente compartitlham os dois
alelos, n80 & possivel determinar o alelo paterno. Sendo assim, PE serd
calculado considerando todos 0s homens que apreseniem um dos alelos.
Nesse caso a equagdo usada é:

PE = (1 - [a: + a,])?
Onde,

a; + az € a soma das freqiiéncias dos dois alelos do requerente (alelos
compartiihados com a mae).

19. Como sdo baseados os métodos de calcuio e probabilidade
dos exames em DNA?

A verificagdo de que duas amostras de tecido humano diferem em seus
padrdes de DNA leva a conclusdo de que as duas vieram de pessoas
diferentes. Entretanto, se as duas amostras forem indistinguiveis com
relacBes aos padrbes de DNA detectados, duas possibilidades existem:

as duas ameostras vieram da mesma pessoa (ou mais raramente de
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gémeos monozigdticos) ou as duas amostras vieram de pessoas
diferentes cujos padries de DNA nas regifes-alve pesguisadas sdo as
mesmas. Essas duas possibilidades nido podem ser distinguidas, Para
proporcionar a pessoa que julga a questdo, um juiz, por exemplo,
informacao suficiente para avaliar as duas possibilidades, tem sido
tradicdo usar estatisticas de genética populacional para estimar a fracdo
de pessoas na populagdo que t&m uma certa combinacdo de padrdes de
DNA (COMMITEE...1992). Qual € a chance de se pegar a0 acaso uma
pessoa que tenha os mesmissimos padries genéticos (nos c¢asos
criminais) ou gue combine com 100% dos alelos paternos {(nos casos de
investigacdc de paternidade) com a amostra-probiema? Obviamente,
quanto menor a probabilidade, mais forte € a inferéncia de que a
amostra em questdo esta associada a uma certa pessoa gue tem esses
padries. Desta forma, a questd3c chave com relacdo a tipagem forense
do DNA é: qual é a probabilidade de que uma pessoa tomada ao acaso
combine com a amostra problema guanto aos padroes de DNA?
Atualmente existem derivacfes deste problema, onde se guestiona gual
a proporgdo de pessoas gue na mesma popuilacde de um suspeito tenha
a mesma combinacadc de padrdoes de DNA gue a amostra problema, ou
nos Casos em que se necessite de caiculos mais especificos em uma

populacdo comprovadamente sub-estruturada, tipico de sub-populacies
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com casamentos consangiiineos e endogdmicos como a India. Também
nos casos onde se tem suspeita de que o autor da amostra problema
pode ser um parente proximo de um acusado, os métodos de calculo de
probabilidade devem ser mais rigorosos e conservadores.

As freguéncias populacionais dos padries em varios /loci sdo
multiplicadas juntas, na suposicdo de que sejam independentes, isto &
os loci em questdo estdo em equilibrio de ligag@o. Com a experiéncia da
genética populacional adquirida com os grupos sangliineos e marcadores
de enzimas e HLA, indicando que cada alelo especifico pode variar
amplamente entre as populag¢des, tornou-se extremamente indicado e
importante escolher a populagdo certa com a qual sera comparado o
DNA de um certo suspeito. A versatilidade da informatica em se ajustar
de forma especifica as mais diversas necessidades do dia a dia, agilizou
e mesmo automatizou as complicadas analises estatisticas requeridas
para os testes em DNA. Os programas atualmente disponiveis realizam
os principais cdlculos estatisticos a partir das mais diversas tabelas de
freqliéncias alélicas, como o Filer Maker Program® para VNTR/RFLP
(FIG. 25). Ressalta-se que a aplicagdo de cdlculos estatisticos a partir de
banco de dados que utilizem amostras de populacdo nacional é a

metodologia atual de eleicdo e a mais bem indicada para esse fim.
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Fonte: Laboratdric Exact Gene - Campinas{SP)

Em um sistema dialélicos, isto €, que contenha dois alelos para cada

focus, o numero de conjuntos ou gendtipos possiveis é dado pela

formula [n (n+1)/2], onde n é o ndmero de alelos possiveis. Assim, em

um sistema de dois alelos 0 numero de gendtipos possiveis sdo 3.

Quando se interpretar uma tabela de freqiiéncia alélica, deve se ter em

mente que quanto maior for o nimero de alelos de um sistema e quanto

mais uniforme for a distribuicdo dos mesmos, mais informativo sera o

locus. Por isso a escolha de um conjunto de Joci mais polimorfico €
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primordial para a obftencdo de um sistema mais informativo. Além do
mais, guante malor for 0 numero de sistemas analisados, melhor sera o

produto da multiplicacdo, e consegiientemente ¢ resultado.

Existem relevantes considerac8es a serem feitas em relacdo aos calculos
de probabilidade. Um dos problemas mais comuns se refere aos
experimentos cientificos que demonstram que o poder de exclusdo ou
de inclusdo tedricos de um dado sistema é relativamente menor do que
os valores obtidos na pratica, inclusive no Brasil (PENA, 1995;
GRATTAPAGLIA, 2000). Isso se deve a diversos fatores populacionais,
COMo a presencga de pequenas sub-estruturacbes em nossa populagao, e
que deve ser considerada na pratica. Um outro problema mais sério €
que a8 maioria esmagadora dos metodos de calculo de probabilidade de
paternidade ou de identidade ndo leva em consideracdo o risco e a
possibilidade de troca de amostras, de falha técnica humana, da
presenca de mutacdo nos sitios de anelamento dos primers em
STR/PCR, da eventuai subdigestdo das enzimas de restricdo em
VNTR/RFLP, do erréneo flangueamento ou acoplamento devido a falta de

especificidade associativa de um primer, entre outros.
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iuridico:

20. Quais dados devem obrigatoriamente estar presentes no
faudo de teste de determinacdo de paternidade ou
identificacdo?

Segundo recomendacdes adaptadas de RASKIN {1998):

e Técnica empregada de DNA e principais materiais utilizados;
® Nome dos fodi ou pontos testados;

¢ Tamanho dos fragmentos alélicos encontrados ou numero de

repeti¢ies;
@ Data da coleta da(s) amostra(s);
® NUmero-codigo do caso, utilizado pelo laboratério;

e Nome do(s) individuo(s) testade{s) e o parentesco entre si, além
das fotos dos envolvidos;

e  Origem éinica de cada envolvido;

® Os gendtipos estabelecidos para cada individuo em cada um dos
foci examinados. A descric&o alélica dos padrdes de PCR deve ser

baseada no numero de unidades repetidas;

® Uma declaracdo objetiva se ¢ suposto pai pode ou nao ser exciuido

de ser o pai biolégico, nos casos de investigacdo de paternidade;

@ Uma deciaracdo objetiva se o suspeito ou a vitima pode ou ndo ser
excluidoc de ser o mesmo da amostra problema, nos ©asos
criminais;
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e Nos casos de inclusdo em investigacdo de paternidade devem
constar o Indice de Paternidade individual para cada sistema, o
Indice de Paternidade combinado de todos os marcadores, a
probabilidade de paternidade em porcentagem e a probabilidade a
priori utilizada para calcuiar a probabilidade de paternidade;

e Nos casos de identificacdo humana direta devem constar a
probabilidade de identidade e a probabilidade de identidade
acumulada.

¢ A assinatura do responsavel pelo laboratorio.

21. O gue & o DNA virtual para investigagdo de paternidade?

Tem surgido uma nova modalidade publicitéria a fim de se granjear
novos clientes neste mercado gue movimenta mais de R$15 milhdes por
ano: é o chamado DNA virtual. O DNA virtual consiste em mais um e-
business, pois é propriamente uma transacgao eletrénica via internet, na
qual se acessa uma determinada homepage e requisita-se servigos on7-
jine, isto &, solicita-se um kit de coleta de swab bucal pelo correio. Apods
o recebimento, o préprio cliente coleta as amostras desejadas, envia as
amostras pelo correio ao laboratério virtual, e recebe posteriormente um

laudo com os resuitados da analise.

A rigorosa discricdo requisitada por alguns individuos encontrou seu
refugio nesta nova modalidade, onde o sujeito sequer tem um contato

visual com o laboratdrio, ndc se expde 3 sociedade ou a midia, pode
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ocultar todos 0s seus atos e precedentes, e finalmente pode ainda obter
seus resuitados morais conclusivos. Este valor moral, desde que confie
plenamente nos resultados do laboratéric, € certo e liguido para o
individuo. Contudo ¢ valor legal deste método é totaimente nulo, pois a
prova testemunhal estad totalmente comprometida, principalmente nos
casos judiciais onde existe a necessidade de testemunhas de ambas as
partes. Além do mais, para o exame ter valor legal, além de requisitado
pela autoridade competente, ele deve ser documentado em cada etapa
laboratorial, desde a coleta do material bioldgico, as fotografias, a
identificacdo do caso e das amostras, até as assinaturas. Se o
laboratério ndo pode sequer atestar a origem do produto coletado, nem
mesmo a forma como isso foi realizada, como ele podera responder
profissionalmente pelos resultados do exame? Resumidamente esta
modalidade serve exclusivamente para uma averiguacdo empirica ou
experimental, podendo ocasionaimente assumir um grande valor

particular ao cliente oculto.
22. Como sdo realizados 0s controles de gualidade?

Varias sao as instituicbes gue atualmente realizam controle de qualidade
e proficiéncia, em especial na América do Norte @ na Europa, como a
American Association of Blood Banks (AABB), o Grupo Espanho!l e

Portugués da International Society in Forensic Genetics {GEP-ISFG),
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Standards Reference Material of National Institute of Standards and
Technology (NIST-SRM), International Society of Forensic Hematology
(ISFH), Standards of DNA Profifing in European (STADNAFP), e muitos
outros. Todos eles tém um objetive comum: a conquista de uma
uniformidade nos padrfes minimos de gualidade. De certa forma, as
metodologias de controle empregadas por esses grupos Ssao
semelhantes entre si, existindo requisitos minimos para se poder filiar
a0s grupos, como, por exemplo, o diretor cientifico do laboratério ou
instituicdc deve ter requisitos curriculares minimos. Ha uma série de
exigéncias de controle de gqualidade interno e de estrutura fisica, além
de um ensaio, que € ¢ controle pratico externo, comum e igual 2 todos
os participantes, nesse caso, podendo participar inclusive laboratérios
estrangeiros de diversos paises. No Brasil ainda n3o existe uma
legislagdo especifica para esses casos, nem tampouco um oOrgdo
governamental competente para normatizar esta tecnologia no pais, em
especial sob ¢ ponto de vista do controle iegal e técnico. Nesses (ltimos
anos, contudo, entidades ndo governamentais como a Sociedade
Brasileira de Medicina iLegal (SBML), a Sociedade Brasileira de
Investigacdo Genética (SBIG) e a Sociedade Brasileira de Genética
{SBG) tém se esforgado no objetivo de se implantar um rigido e idbneo

controle de gualidade no pais, pelo menos entre seus associados, seja
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através de normas técnicas de procedimentos, seja através de ensaios

praticos de avaliagdo de desempenho, além de planejarem uma maior

influéncia politica nesse sentido.

Algumas recomendacies abaixo sdo transcritas da SBIG:

23.

s Realizacdo de testes confirmatérios feitos por laboratorio
independente, para todos os sistemas genéticos utilizados para os

testes;

s Registro de todas as informacBes relativas & identificacio,
incluindo o nome, RG, local e data de nascimento, relacionamento
cu suposto relacionamento familiar entre os individuos testados,

etnia, local e data de coleta das amostras;

» Identificacdo das amostras por uma etiqueta de aderéncia firme

contendo uma identificacdo Unica para cada individuo;
« Presenca de testemunhas na coleta;

e Armazenamento de amostras de forma a evitar contaminagfes,

adulteracdes ou substituicdes;

e Respeito a privacidade dos individuos gue estdo sendo testados.

Se na constituicdo, esta escrito gue ninguém esta obrigado a
forpecer provas conitra si mesmo, como se analisa a
intimac@o para fornecimenios de material biolbgico em um
caso de investigacio de paternidade ou mesmo de um caso
criminal?
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Até pouco tempo atrds, os antigos exames de vinculo genético
apresentavam-se pouco conclusivos, nadc afastando a presuncade de
paternidade nos casos onde ndo existiam exclustes. Desta forma,
ganharam notoriedade diversas modalidades de defesa dos Requeridos
como a excegdo de multiplo concubinato, bem comoe a maéa conduta
notéria da mée do investigante, além da impossibilidade fisica do
Requerido, dos guais destaca-se a impoténcia sexual & a esterilidade
masculina. Segundo SIMAS FILHO (2000), apds novembro de 1994,
mais uma nova modalidade de defesa controvertida surgiu no dmbito da
investigatdria: a recusa do Reguerido em submeter-se ao exame de
DNA. Decis@o emanada do Supremo Tribunal Federal, de que “ninguém
& obrigado a submeter-se a exame de sangue para comprovacao de
paternidade”, fulcrada no dispositivo constitucional do Inc. II, art. 59,
fez nascer nos Requeridos, essa possibilidade extremada de escapar de
uma condenagao, nao sé juridica, mas bioldgica. A existéncia dessa
recusa, por parte do réu, configura um paradoxo, se por um lado pode-
se determinar com seguranga a paternidade e a nao paternidade,
através do exame do DNA, isso de nada servird se o Reguerido recusar
a fazé-lo. Evidentemente gue uma recusa dessa natureza, nessa fase
processual, faréd nascer uma presuncdo de paternidade. O 6nus da

prova, na investigatéria é muito mais do Reguerido que do Reguerente,
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“MN8o pode, ao nosse entender, o Reguerido negar-se a submissdo aos
exames cientificos para a apuracdo da verdade! € aspecio puramente
potestative, € nesse caso, analogamente as condicdes puramente

potestativas, proibido!” (SIMAS FILHO, 2000},

A jurisprudéncia brasileira tem-se portado claramente contra esse tipo
de atitude, pois havendo recusa, a presungac de paternidade pode ser
considerada como prova, em conjunto com outros elementos probantes
nos autos. Igualmente ndo cabe ao réu oferecer recusa a submissdo a
retirada de sangue para o exame genético, uma vez que este pode ser
feitc nas células da mucosa bucal, retiradas sem dor, através de

esfregaco bucal com bastonetes (SIMAS FILHO, 2000).

Da mesma forma o investigado sabe gue pouco ou nada the adiantara
alegar o multiplo concubinato ocu a ma conduta notdria da mae do autor,
porque o DNA dirimira todas as duvidas. Quanto & alegacdo de sua
impossibilidade fisica (impoténcia sexual, esterilidade ou vasectomia) de
haver mantido relacles sexuais com a mae do autor, além das demais
expressbes de defesa, fica ¢ Reguerido com alegagao e consequente

dnus de provar essas situacgfes.

Alguns especialistas como SIMOES (2000), preconizam, nos casos de
comprovacdo de multiplo concubinato da mée do investigante, e nos

casos onde ¢ investigado se apresentava vasectomizado na época em
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que mantinha nupcias com a mde do investigante, que se utilize certos
indices conservadores nos calculos de paternidade, para que possam
indiretamente favorecer aoc réu; tais como: dividir o indice de
paternidade pelo nimero de parceiros que a concubina manteve na
semana de concepcgdo, ou dividir o indice de paternidade por um indice
constante nos casos dos vasectomizados. Finalizando, para a obtencaoc
de um novo indice de paternidade satisfatdrio, bastaria a realizacdo de
uma nova bateria de loci e/ou sondas adicionais, até se atingir
novamente um nivel de paternidade satisfatdrio, obviamente isto seria
indicado somente nos casos onde ndo houve exclusdo em nenhum
sistema.

24. Quais sdo os padrdes de admissibilidade, aplicabilidade no
Brasil para estes exames?

Infelizmente a ordem nao acompanha ¢ progresso. A heranca de uma
cultura gue necessita moldar-se em outra, como a norte-americana, faz
com qgue o desenvolvimento de padries préprios, de metodologias ou de
grandes descobertas seja uma atividade rara no Brasil. Poucas sdo as
circunstancias adapiativas gue o pais lanca em beneficio préprioc, ndo
existindo o costume do pais desenvolver seus préprios meios para as

sua proprias e reais necessidades. As técnicas em DNA s8o meramente

143



mais um exemple da implantagao de um sistema de admissibilidade,

decorrente da heranga dos padrbes desenvolvidos no exterior.

Os principais moides para a aplicabilidade e admissibilidade destas
provas foram desenvolvidos na Europa, em especial na Inglaterra que
fol o berco destas descobertas, e logicamente nos Estados Unidos
através dos o6rgdos governamentais e de inimeros grupos, asscciagoes,
institutos de estudos e de controie de gualidade, como Federal Bureau
of Investigation {(FBI), American Association of Blood Banks (AABRB),
International Society of Forensic Hematology (ISFH), National Institute
of Justice (NI13), National Institute of Standards and Technology (NIST),
National Research Council (NRC), Technical Working Group in DNA
Analisys Methods (TWGDAM), entre muitos outros. Especificamente nos
Estados Unidos, a admissibilidade nos tribunais, quando da utilizacdo
inicial desta técnica por laboratérios particulares na segunda metade da
década de 80 e em 1988 pelo FBI em seu primeire caso criminal, passou
amplamente a ser discutida. Tendo em vista as vantagens oferecidas
por estas técnicas, além das inGmeras conclusbes positivas dos grupos e
associactes de especialistas desta area em relacdo a validade cientifica
destas provas, o carater de reguiamentacdo das técnicas em DHA
baseou-se em dois testes principais para a admissibilidade da

informacao cientifica pelos especialistas. Um & o teste Frye que diz que
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a admissibilidade depende da gqualidade da ciéncia gue fundamenta a
evidéncia, segundo a visdo dos préprios cientistas. O outro é teste da
admissibilidade de acordo com o padrdc de utilidade, o qual prega uma
abordagem mais flexivel, onde a admissibilidade de uma prova, através
do requlamento 702, esta diretamente relacionada com a sua utilidade
técnica e cientifica, desde que haja equilibrio da forga probativa do
metodo em questdo contra seu potencial de ma aplicacdo por parte do
jari, conforme regulamento 403. Desta forma, os dois testes
consagraram de maneira conclusiva e objetiva a admissibilidade das
tipagens de DNA perante a lei e os tribunais. Atualmente varios estados
americanos ja promulgaram leis que obrigam essencialmente 3
admissdo da evidéncia por tipagem do DNA, sendo hoije amplamente
aceito e regulamentado nos tribunais daquele pais, como na Europa
ocidental e, por conseguinte no Brasil,

SYALLE (1999), aborda alguns aspectos de admissibilidade e aceitaco
desses exames peia sociedade. Nesse trabalho analisa principaimente as
questles de regulamentagdo dos testes de DNA do ponto de vista da

técnica e dos aspectos éticos envolvidos, propondo um modelo de
padronizagcdo baseado principalmente na Lei de Biosseguranca:
O célere aperfeicoamento de uma das ferramentas que

se utiliza da moderna biotecnologia conhecida por
Engenharia Genética, estd permitindo & sociedade

g VALLE, S, {Coordenadoria de Biosseguranga da Fundacdo Oswaide Cruz ) Correspond@ncia trocada.
1999
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perceber os primeiros impactos resultantes das
pesquisas basicas no campo da biologia molecular
ocorrida nos Gitimos 20 anos.

No Brasil, a induastria de identificacdo de paternidade
por DNA tem faturado milhSes de reais todos os anos.
Um outrec campo de aplicagde cada vez mais
emergente € a area criminal, pois a técnica permite
elucidar crimes, condenando reals cCriminosos e
absoivendo inocentes. Mas uma pergunta precisa ser
feita, quem valida e certifica esses testes?

A velocidade na incorporagao de conhecimento
tecnoldgico em linguagem acessivel € de fundamental
importancia para legisladores e juristas e em especial
para sociedade. Por exemplo, a técnica de PCR, apesar
de recente, ja esta sendo substituida pela RCA (Rolfling
Circle Amplification), que utiliza virus para fazer a
cépia do DNA, com uma veiocidade muito superior e
em baixas temperaturas. A confiabilidade e a
segurancga dos testes de identificacdo por DNA, quando
da utilizagdo da Engenharia Genética, podem ser
equacionados pela Lei de Biosseguranga (N©
8.974/95):

TArt. 1° - Esta lei estabelece normas de seguranca e
mecanismos de fiscalizacdo no uso das técnicas de
engenharia  genética na  construgdo,  cultivo,
manipulacdo, circulacdo, comercializacdo, consumo,
liberacdo e descarte de COrganismo Geneticamente
Modificado {OGM), visando proteger a vida e a saude
do Homem, dos animais e das pilanias, bem como o
meio ambiente.”

e pelo seu decreto de regulamentacdo (N© 1.752/95),
que normatiza as atividades da Comiss3c Técnica
Nacional de Biosseguranca - CTNBig:

"Regulamenta a Lei n® 8.974, de (5 de janeiro de
1995, dispbe sobre a vinculacdo, competéncia e
composicdo da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca - CTNBio, e da outras providéncias.”

Aspecio relevante desta legislagao ¢ gue a mesma
protege a salde dos Homens, animais, vegetais e do
meio ambiente sem hierarquizar a proteg¢do. Em suma,
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a Llei de Biosseguranca regulamenta todos o0s
procedimenios laboratoriais que envolvam gualguer
tipo de DNA, seia humano, animal, vegetsl,
transgénico e até mesmo guimeropiastico.

Gualguer instituicdo domiciliada no Pais e que utilize
técnicas de Engenharia Genéfica deve possuir o
Certificado de Qualidade em Biosseguranca - CQB por
forca da iei NC 8.974/95:

"Art. 2¢ § 39 - As organizagdes publicas e privadas,
nacionais, estrangeiras ou internacionais,
financiadoras ou patrocinadoras de atividades ou de
projetos referidos neste artigo, deverdo certificar-se
da idoneidade técnico-cientifica e da plena adesdo dos
entes financiados, patrocinados, conveniados ou
contratados as normas e mecanismos de salvaguarda
previstos nesta Lei, para ¢ gue deverdo exigir a
apresentacdo do Certificado de Qualidade em
Biosseguranca de gque trata o art.6% inciso XIX, sob
pena de se fornarem co-responsaveis pelos eventuais
efeitos advindos de seu descumprimento.”

O decreto de regulamentacdo N° 1.752/95 também da
competéncia a CTNBio para estabelecer o Codigo de
Etica de Manipulacdo Genética:

"Art. 20 Compete & CTNBio:

--------------------------------------------------------------------

IV - propor o Cédige de Ftica de Manipulacdes
Genéticas;”

Nao bastasse ¢ referido decreto, a sociedade ainda
dispde da Resolucgdo N 196/96, do Conselho Nacional
de Saude, ligado a¢ Ministéric da Sadde, que
estabelece o0s procedimentos éticos das pesquisas
envolvendo seres humanos, e o0 faz de maneira
participativa, pois prevé a criacdo de Comissles de
Etica em Pesquisa, com participacdo de leigos e de
membros ndo pertencentes 2 instituigdo proponente
da pesquisa.

"VII - Comité de Ftica em Pesquisa - CEP

147



Toda pesquisa envolvendo seres hurnanos devera ser
submetida a apreciacdo de um Comité de FEtica em
Pesguisa.

VII.1 - As instituicbes nas guais se realizem pesquisas
envolvendo seres ,?wmaﬁas deverdo constituir um ou
mais Comité de Etica em Pesguisa - CEP, conforme
suas necessidades.

VII.Z2 - Na impossibilidade de se constituir CEP, a
instituicdo ou o0 pesquisador responsave! devera
submeter 0 seu projeto a apreciacdo do CEP de outra
instituicdo, preferencialmente dentre os indicados pela
Comissdo  Nacional de  Etica em  Pesquisa
{CONEP/MS).”

Certamente, essas normas nao atendem as
necessidade do direito penal, mas poderao ser muito
uteis. Sua aplicacdo poderd fornecer subsidios para
uma futura Jjurisprudéncia ou até mesmo uma
legislacao sobre o tema.

Devido ao enorme potencial das biotecnologias, e da
sua possivel e previsivel associacdo com as ciéncias da
computacdo no desenvolvimento de biochips, existira
a necessidade constante da sociedade cobrar pelos
diversos mecanismos existentes, em especial no
campo legisiativo e juridico, uma aplicacao gue seja
técnica e  economicamente  sustentavel, mas
principalmente, socialmente adeguada.

Com relacdc as questfes éticas, temos que ficar
atentos e refletir guando um pais como os Estados
Unidos aplicam de 1 a 5% do orgamento da
biotecnologia em estudos de seguranca da Engenharia
Geneética, e em contrapatida os investimentos em
bioética chegam a um total de 10%.

A ponta desse iceberg pode ser visualizado quando
encontramos estudiosos da bioética mais liberais com
relacdo ao uso da Engenharia Genética do que muitos
cientistas, gque, em diversos momentos, consideram a
necessidade de uma melhor avaliacdo dos impactos
tecnoldgicos. Cerfamente com investimentos em
bioética ¢ possivel condicionar a sociedade e
familiariza-la com a tecnologia, em contra partida em
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biosseguranca, além dos elevados custos das
pesquisas, corre-se o risco de evidenciar as fathas da
tecnologia.

No ordenamento juridico ds identificacdo por DNA
existe a necessidade de uma  participacao
transdisciplinar e multicientifica, até porgue num
futuro préximo com a introdugdo na pratica médica da
terapia genética, poderemos encontrar marcadores
geneticos de outras espécies no genoma humano e
vice-versa.

Apesar de todas as iniciativas j& tomadas para
controlar os efeitos negativos da biotecnicociéncia a
sociedade necessita ficar atenta. Portanto existe a
necessidade de investimentos em nossas
universidades e centros de pesquisa para estabelecer
uma competéncia nacional em biotecnologia.

25. O gue a jei prevé para estes exames? O gue o governo pode
fazer?

A lei estadual 9.934, de 16 de abril de 1998, do estado de Sdo Paulo
obriga a realizagao dos exames de investigacdo de paternidade pelas
técnicas em DRNA gratuitamente nos casos judiciais e abre precedentes
também para os casos de identificacdo criminal. Apesar do cardter bem-
intencionade desta lei, a sua aplicabilidade estda seriamente
comprometida, pois além de estar limitada aoc estado de S&o Paulo,
existem relevantes empecithos a sua efetiva implantacdo,
principaimente os motivos relacionados a deficiéncia de estruturacdo
fisica, econdmica, técnica e cientifica das instituices puablicas

designadas para ial fim. Essa impraticabilidade resume-se
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principaimente peio alto custo operacional dos testes em DNA e pela
demanda de m3o de obra altamente qualificada para a realizacdo destes
exames. Hodiernamente, por parte do governo, ainda ndoc existe uma
legislacdo especifica gue regularmente o exercicio dos exames em DNA
com fins de analise de vinculo de parentesco ou identificacdo humana.
Varias sd0 as propostas e anteprojetos que ja foram encaminhados ao
congresso visando a regulamentacdo da genética forense no nosso dia a
dia, contudo sem ainda obter os frutos. Todavia com ¢ término da
primeira etapa do seguenciamento do genoma humano, além da maior
expectativa em torno destes exames, tornou-se mais imperativo a sua
regulamentacdo, a ponto de alguns parlamentares, come o Senador
Sebastidao Rocha enviar anteprojeto de lel visando o resguardo do sigilo
das informactes geneéticas, a proibicdo da clonagem humana e o
controle dos resuitados dos exames em DNA, Isto ainda € muito pouco,
pois se necessila emergencialimente de uma completa normatizagao
destes exames, tanto do ponto de vista ético, legal e profissional, assim
como de um rigoroso controle técnico das entidades que exercem estas
atividades. Portante, a padronizacdo ou standardizac8o dos exames 3
requisitos minimos de qualidade € a principal medida gque o governo,
através de seus drgdos competentes como ¢ Inmetro, poderia realizar

em prol da sociedade e da ciéncia.
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26. Seria adequado implantar um banco de dados de DNA com

amostras de locais de crimmes e de delituosos no Brasil?

E extremamente complicado discutir quaiquer inovagio tecnoldgica sem
mesmo antes do pais ter realizado seu dever de casa. N8o se pode
discutir a implantacdao de um banco de dados de DNA, se nem mesmo a
efetiva utilizacdo dos bancos de dados dactiloscopicos sequer é
realizada. E fato conhecido que nem o0s bancos de dados dactiloscopicos
da Policia Militar, das Forgas Armadas, da Policia Civil e nem dos
cidaddos em geral sdo integrados entre si em uma mesma cidade, muito
menos entre os estados. Os bancos de dados dactiloscdpicos sdo
extremamente uteis, pois permitem, com simplicidade, a um baixo custo
e a um tempo bastante habil, averiguar indicios e vestigios em locais de
crime de uma forma bastante segura. Sendo assim, ¢ principal motivo
para se desenvolver um banco de dados de DNA, seria nos casos de
presenca de amostras bioldgicas em locais de crimes, sejam de vitimas
sejam de delituosos, principalmente os reincidentes de estupro. A
implantagdo de um banco de dados deste tipo, e a nivel nacional,
resolveria de maneira bastante convincente determinados tipos de
crimes, em especial onde haja vestigios de material humano no local do

crime.
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No Reino Unido, desde 1995 a FSS utiliza-se de banco de dados de
criminosos para fins de investigagdes criminais chamado UK DNA
Database, isto é, banco de dados de DNA do Reinc Unido. Nos Estados
Unidos, desde outubro de 1998 funciona o CODIS Database, um sistema
desenvolvido pelo FBI com 13 /loci STR e um Jocus identificador de sexo
(amelogenina) (FIG.26). E um sistema bastante sofisticado e
organizado, com um bance de dados com mais de 600.000 individuos,

integrado entre os 50 estados da nagdo e baseado em STR/PCR.

FIGURA 26

pa cromossdmico do CODIS - Combined ENA Index System

Fonte: FEDERAL...2001
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27. Como o juiz deve interpretar uma pericia em DNA?

Os exames em DNA ndo vieram substituir integralmente os exames
tradicionais, como a dactiloscopia, os técnicas antropolGgicas & os
exames medico e odonto-legais, nem mesmo medir forgcas com eles,
mas sim como uma forma de auxiliar e suprir as deficiéncias dos
métodos tradicionais. Como gualgquer outrp meétodo, os exames em DNA
apresentam suas desvantagens e riscos que devem ser perfeitamente
esclarecidos a todos. O custo de um exame de DNA, ¢ tempo de
trabalho gue despende até a obtencdo dos resultados e a complexidade
das técnicas sac exemplos claros de algumas das limitagbes destes
exames, Desta forma, quando um criterioso exame odontologico obtiver
0s requisitos minimos para identificar uma ossada, por exemplo, ou
guando um exame soroldgico tradicional exclui conclusivamente uma
paternidade, porque se indicaria a realizacdo de mais uma prova

dispendiosa € onerosa? O DNA ndo deve subiulgar a lei, mas 3 lei a ele.

Por outro lado € de largo conhecimento juridico gue, segundo o Codigo
de Processo Civil, 0 Juiz n8o deve ficar adstrito ao laudo, portanito ter
ciéncia dos requisitos fundamentais que podem influenciar na validade
de um resultado de uma teste em DNA, bem como saber questionar a
idoneidade dos resultados de um laboratério, devem fazer parte do

curriculo dos profissionais da area juridica, em especial do Juiz. Muitas
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vezes 0 exame técnico € muito bem realizado em um laboratério, mas ¢
fundamentoc que interessa ao luiz € a formulagdo correta do laudo. O
Juiz deve suspeitar de laudos mal formulados ou transcriftos, ou mesmo
traduzidos de exames realizados no exterior, deve guestionar também
as metodologias empregadas, a correta documentacdo do caso, além de
analisar alguns pardmetros técnicos do laboratério, por exemplo, ©
numero de sondas VNTR ou o namero de /oo STR empregados para o
exame, a metodologia empregada para os calculos estatisticos, e por

fim as qualificagBes técnicas do diretor clinico do {aboratdrio.

Os exames em DNA, como se tratam de uma tecnologia recente no pais,
ainda carecem de muitos cuidados e de uma ampla normatizacio a fim
de que resultados mais seguros possam ser corriqueiros do dia a dia.
N3oc ha numeros precisos sobre a quantidade de laudos de paternidade
com resuitados errados entre os mais de 10000 realizados todo o ano,
mas seqgundo PENA (2000) cerca de 15% dos 2000 testes realizados em
seuy laboratorio sdo exames realizados para corroborar ou desmentir um
exame anterior, isto € sdc de contraprova. Infelizmente os indicios sao
de gque o0s erros estdo ocorrendc com uma espantosa fregléncia,
fazendo com que ainda a confiabilidade destes exames dependa muito

de onde se realiza 0 exame.
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O advento da tecnologia para tipagem do DNA levanta duas questdes-
chave para a lel: determinar admissibilidade e explicar aos juristas os

padrbes adequados para pesar as evidéncias (COMMITEE...1992).

28. Comentar sobre o poder de utilidade de uma prova em DNA

em dgetrimento do seu cusio?

A situacdo se parece com uma faca de dois gumes. N3o ha davida
alguma sobre a fidedignidade e a resolucdo que estes exames oferecem,
contudo, a onerosidade dos exames e ¢ alto nivel técnico requerido por
parte dos profissionais para os testes em DNA, sdo sem ddvida alguma
dois dos principais empecilthos pelos guais esses exames ainda nao
puderam ser empregados de uma forma mais ampla e universal nas

mais diversas areas da ciéncia.

Espera-se que com o tempo, 0s custos relativos a eguipamento,
materiais quimicos e maoc de obra para estes exames possam estar em

um nivel mais acessivel @ mais realista a sociedade brasileira.
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Os avancgos cientificos em acidos nucléicos permitiram

colocar-se mais ordem em varios problemas sociais. N3o ha
dividas que parametros de questionamentos existentes outrora
em investigagao de paternidade, como a ma conduta notdria da
mae do investigante, a excecdo de multiplo concubinato, a
impossibilidade fisica por vasectomia e infertilidade masculina, ¢
até a hematofobia do investigado estdc caindo por terra,
principalmente porgue estas técnicas sdo potenciais na eliminagéo
de quaisquer duavidas, a partir de amostras bioldgicas diversas,
evitando efetivamente os quadros de um inocente condenado ou
de um culpado livre. Limitagdes na area criminal t8m sido sanadas,
como em casos de crime e estupro, onde relevante guantia de
material bioldgico era empregada somente para se realizar provas
de orientagac e de certeza, isto é, saber se ¢ material era de
origem humana e a sua natureza, se era esperma, sangue ou
saliva (DARUGE ef al.,, 1976; MONTANARO, 1995; SOARES-
VIEIRA, 1998). Devido ao emprego destas novas técnicas,

inclusive o©s habitos dos criminosos tém tido mudancas
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comportamentais. Pode-se dizer gue as ciéncias forenses
ganharam seu mais poderoso aliado nestes Gltimos anos, pois
varios parametros puderam ser tragados a partir dos exames em
DNA, como o estabelecimento de um padrdo comparative entre
amostras, tanto em relagdo a vinculos genéticos, como para a
identificacdo entre amostras de um mesmo individuo.
Resumidamente, em genética forense as técnicas sdo especificas
na comparacdo  inter-individuos, intra-individuc e  no
estabelecimento de vinculos entre um individuo & um parente
(LABER, 1995). Burocraticamente € imprescindivel salientar que as
técnicas em DNA forense tornaram os processos de identificagdo
humana, mas principalmente 0s de investigacdo de paternidade
muito mais simples, tanto para interpretacgdo judicial como para a
elaboracdo e a conclusdo de um processo por parte dos peritos,
pois ajudou a dirimir eventuais margens de duvidas e
questionamentos ora existentes, reprimindo a necessidade de
memoriais nos autos, além de praticamente eliminar a presenca de

provas testemunhais duvidosas (FIG. 27).
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FIGURA 27 -~ Doutor Eduarde Daruge com um laudo de
paternidade clédssico(A) e um laudo de DNA(B)

Apesar de toda esta revolugdo cientifica e do aparato
tecnoldgico trazido pelo progresso, nao se deve superestimar, nem
tampouco sacralizar, os valores destas provas, pois elas
apresentam suas limitagBes técnicas, assim como qualguer outro

exame identificatério (DRUMOND, 2000).

Assim, os testes a partir das técnicas em acidos nucléicos
sio de extrema importancia cientifica, mas também social.
Exemplos nacionalmente conhecidos como a investigacdo de
paternidade de celebridades como do ex-presidente Fernando

Collor de Mello, Edson Arantes do Nascimento (Pelé), o cantor
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Robertc Carlos, o jogador de futebol Edmundo envolvido com a
modelo Cristina Mortagua; e outros de repercussdo internacional
como o caso amoroso envolvendo ¢ ex-presidente americano Bill
Clinton e sua secretdria, a reconstituicdo identificatéria da familia
de czares russos Romanov (IVANOV, 1994}, o efémero
relacionamento amoroso que gerou uma peticdo de alimentos
milionaria contra © ex-tenista Boris Becker, o caso criminal
envolvendo o ex-esporiista americano 0.J. Simpson e a
identificacdo de familias mortas na ditadura militar na Argentina,
sdao exemplos claros da aplicabilidade e funcionalidade destes
exames. Apesar de toda esta revolucdo cientifica e do aparato
tecnologico trazido pelo progresso, ndo se deve superestimar, nem
tampouco sacralizar, o0s valores destas provas, pois elas
apresentam suas limitagGes técnicas, assim como qualguer outro
exame identificatéorio (DRUMOND, 2000). Além do mais, para a sua
efetividade, os testes em DNA, como qualquer outro, devem estar
normatizados, regularizados por lei e serem realizados sob padrdes
rigidos de controle de qualidade. Assim, como tudo na vida, deve

ter ordem.
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Paradoxalmente a nossa bandeira, "a ordem ndo
acompanha o progresso”. Esta frase resume como se torna dificil a
implantacao, a regularizacdo e a legalizagdc de novas tecnologias,
tendo em vista gque a legislagdo nem de longe acompanha os
progressos do dia a dia. Tal gual como costumava ocorrer na idade
média, onde 0s avangos andavam a morosos passos, a lel continua
no mesmo patamar de outrora, atuando como um freio de mao na
exploracdo efetiva das potencialidades dos avangos cientificos.
Como um individuo com talassofobia em relagdo ao mar, assim € o
receio da lei em relagdo ac progressc. A auséncia de legislacdo
especifica para a admissibilidade e controle minuciosos dos testes
de DNA, assim como da falta de pardmetros legais em relacdo aos
arquivos eletrdnicos e digitais, e a atuacdo dos cédigos civis e
penais, e das legisiagbes profissionais durante todo o século
passado & neste também, é um exempio claro da apatia legisiativa

de nosso pais. Infelizmente ainda andamos tropecando em nossos

préprios cadargos.

Deve-se ter em mente que as pericias médico-legais, tais

como as analises forenses em materiais  bioldgicos, sdo
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subclassificacgbes das provas judiciais propriamente ditas, alids,
caracterizam-se como uma ciéncia auxiliar ao judicidrio, pois o
carater decisivo de uma questdc ou sentenca € emanado pelo
tribunal, munido ou ndo de provas técnicas. Eventuais analises
meédico-legais ou biolégicas podem ser requisitadas, podendo ou

ndo influenciar uma dada sentenca.

Apesar de todas as polémicas que envolvem o sigilo das
informacdes genéticas, seria dificil imaginar como que ter um
enorme banco de dados com segii@ncias de ACTGs poderiam de
alguma forma incorrer em preconceitos e discriminagdes futuras.
Além disso, com o© sequenciamento do genoma, aigumas
conclusdes serviram para se colocar 0s objetos nos seus devidos
lugares. E preciso salientar que o projeto genoma, e muito menos
os exames identificatdrios em DNA, ndo sdo o Santo Graal, nem a
esperanga de longas vidas como a de Matusalém e nem elixir de
todos os mistérios da sociedade. O nimero determinado de genes
foi 1/3 do nimero esperado, isto € Albert Einstein tinha apenas

1% mais gene que um rato e 50% mais gue um verme (STIX,

2001). Diferenciar-nos biologicamente dos animais, ou mesmo de
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outras pessoas, somente pelas informacgfes genéticas, talvez seja
até possivel, mas tirarmos outras conclusGes, como na area
psicoldgica, racional ou de carater de um ser, isto é totaimente
invidvel. Ha muito mais do gue aiguns genes separando o abismo

entre o homem e o macaco (FIG.27).

FIGURA 28 — O DNA e 0 HOMEM

Em poucas palavras o Dr. Steve Jones brilhantemente

conclui o que a muiticiéncia da genética significa para a sociedade:

“E notdvel o que a biologia pode fazer, em vista
dos avangos de outros ramos da ciéncia. Mais
notdvel ainda do que ter feito coisas impensaveis
€ imaginar que eia pode fazer coisas impossiveis.
Existe ainda um grande potencial de crescimento
nos campos de diagndstico e prevengdo, com
implicacBes positivas na methoria da salde, mas
perturbadoras no campo da privacidade e da ética.
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Portanto, € normal que as pessoas se preocupem,
pois a genética vai mudar nossa vida, talvez de
forma indesejavel. De fato o publico tem sido
enhganado sobre o gue a ciéncia pode ou ndo pode
fazer. Mas, em outra parte, por uma confusao
mais profunda, a genética estd - ou parece estar
~ proxima de questbes que atormentam a
humanidade ha muito tempo, mas que estdo fora
do ambitc da ciéncia. Questdes de desting,
familia, identidade racial, de possibilidade de gue
alguns sejam maus ou bons de nascenca, estdo
conosco desde muito antes de a ciéncia aparecer
como tai, mas nenhuma envolve DNA. Em certo
sentido, o Velho Testamento é o primeiro dos
textos de genética, como demonstra a
preocupacdo com a familia, tribos e destino inato.
Ao fim e ao cabo, 0 novo mundo dos genes talvez
ndo seja t3o diferente do mundo que
conhecemos...” {JONES, 2000).
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A partir do proposto neste trabalho, pode-se objetivamente

concluir.gue:

s Existe uma imensuravel necessidade de se implantar, a nivel
governamental, uma adequada normatizacdo, padronizagac e
fiscalizacdo dos serviges e das entidades que realizam
exames de DNA forense;

« 0 Estado atualmente ndo dispde de recursos humanos,
técnicos e financeiros para atender a crescente demanda de
exames de DNA para a justica gratuita;

» Uma maior integralizacdo e uma rigorosa adequacdo dos
servicos policiais nas ftécnicas de coleta, armazenamento,
documentagdo e tipagem das provas criminais sdo
necessarias, a fim de se incrementar o indice de sucesso na
solugdo de crimes e delitos;

e Deve ser estimulada a construgdo de um banco de dados de
populacac nacional, mais abrangente e diversificado, para as
fregliéncias alélicas dos Joci STR e VNTR mais usualmente
empregados;

« A construcdo de um banco de dados de DNA para casos
criminais, sejam de suspeitos ou de amostras de locais de
crime, € altamente recomendavel, desde que haja também
uma adequacdo dos outros servigos de identificacdo, uma

uniformidade dos servigos e procedimentos realizados nessa
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area, bem como uma integralizacdo adeguada entre estados
e entre municipios;

» As autoridades policiais e judicidrias necessitam urgentemente
estar mais bem orientadas e instruidas, a fim de tomarem
decisdes com mais destreza e fundamento, questionando
inclusive eventuais falhas técnicas por parte dos peritos;

e PublicacBes de esclarecimento popular devem ser mais
corretamente empregadas, evitando-se falsas expectativas,
em especial as superestimadas;

« Uma ampla campanha de conscientizacao social deve ser
implantada, tendo como alvo diminuir o nimero crescente de
criangas geradas fora de uma sociedade conjugal estdvei;
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Acido desoxirribonucidico {DNA}: uma classe das macromoléculas que consiste das
duas cadeias iongas de nucleotideos. E a molécula que codifica 2 informacdo genética
em todas as espécies, com excecdo dos virus de RNA, controla o funcionamento e a
divisgo celular & tem & capacidade de se autoduplicar passando de uma geracdo para a
seguinte.

Acido ribonuciéico {RNA): molécula com estrutura semelhante ao DNA, geralmente
apresentando uma cadeia simples de nuclectideos, que contém o aglcar ribose ao
invés da desoxirribose. Colabora na execucdo das informacdes genéticas codificadas no
DNA ou, em raras espécies como os retrovirus, € a molécula gue guarda a informacio
genética. Ha trés tipos de RNA: mensageiro, ribossémico e transportador.

Acidos nucléicos: moléculas orgénicas complexas, formadas pela poiimerizacio de
nucleotideos. Ha dois tipos de acidos nucieicos: DNA, RNA.

Aconselhamento genético: ¢ processo de comunicacdo que oferece, aos individuos
afetados & seus familiares, informacgBes sobre uma doenca com relagdo as suas
consequéncias, formas de tratamento, probabilidades de desenvolvé-la e transmiti-la,
permitindc que casais com alto risco tomem decisbes conscientes sobre suas vidas
reprodutivas.

Acrocéntrico: cromosscmo no qual o centrdmero esta quase na ponta do
Cromossomao.

Adenina: uma das bases nitrogenadas, abreviada como A, presente nos nucleostideos
que se unem para formar o DNA e RNA, Pareia com a timina{T) no DNA e com a
uracila (L} no RNA,

Alelos: formas alternativas de um gene em um dado focus.

Aminoéacido: a unidade guimica basica das proteinas, nos organismos vivos
encontram-se vinte tipos de amingdcidos,

Amniocentese: procedimento utilizado no diagndstico pré-natal, no gqual ¢ liguido
amnidtico {liquido que circunda o feto} € aspirado com auxilio de uma seringa e de um
aparelho de ultra-som.

Amplificacdo: sumento do nimero de cépias de uma seqléncia de DNA {ou gene), in
vivo, pela sua insercdo em um vetor gue se duplica em uma célula hospedeira, ou in
vitro, pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

Anelamento: pareamento complementar de segiéncia de DNA ou RNA, formando
uma cadeia dupla de polinuclectideos. O termo & fregientemente usado para
descrever 2 ligacdo de um primer ou uma sonda.
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Angstrdn {A): Unidade de medida correspondenta a 107", utilizada em homenagem
ac fisico sueco Anders Angstrom, por ter demonstrado a existéncia de hidrogénic no
sol, medindo seus comprimentos de onda em 107%m. A unidade & é amplamente
utilizada nas ciéncias exatas, apesar de ndo constar no SI (Systéme Intfernational des
Unités).

Anticorpo: a proteina produzida pelo sistemna imunoldgice em resposta a presenca de
uma substdncia estranha (antigeno} ou de um organismeo invasor; cada anticorpo é
especifico para um antigenc, ac qual se liga para anular sua acdio.

Antigeno: uma substancia, normalmente uma proteina, que provoca a formacdo de
um anticorpo quando introduzida em um  organismo no gual ndo estd usualmente
presente.

ASO ({alisle-specific oligonucleclides): itécnica de hibridizacdo do DNA com
oligonuclectideos especificos, complementares ao gene mutante, ac gene normal, ou a
um determinado sitio alvo.

Auto-radiografia: deteccdo da radicatividade por escurecimento da emulsdo
depositada em filmes de raio X.

Autossomos: qualguer cromossomo nuciear que ndo sejam oS sexuais; na espécie
humana ha 22 pares de autossomos.

Banco de ¢DNA: uma colecdo de fragmentos de DNA recombinantes gue representa

0s genes que se expressam em um dado tecido de um organismo, como cépias do RNA
mensageiro sintetizador,

Banco gendmico: uma colegdo de fragmentos de DNA recombinantes que representa
0 genoma completo de um organismo. Grande meta do Grupo Celera Genomics e
Projeto Genoma Mundial.

Banda G: bandas claras e escuras visualizadas nos cromossomos, apds o tratamento
com tripsina e corante Glemsa & que permitem identificar cada par cromossdmico,
individualmeante.

Base nitrogenada: uma molécula peqguena que compde o nuclectideo e pode ser de
quatro tipos no DNA: adenina, guanina, citosina, timina. O RNA possui 0s mesmo trés
primeiros tipes, mas a timina & substituida pela uracdila.

Biotting: técnica bioguimica na qual macromoléculas {proteina, DNA ou RNA),
separadas em géis de agarose ou poliacrilamida, sdo transferidas e imobilizadas em
uma membrana de papel ou ndilon pare futuras andlises.

Brometo de etidio: corante fluorescente que se intercala entre os nucleotideos de
DNA 2 RNA permitinde a observacio dessas moiéculas sob luz ultraviclets,
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Cadeias polipeptidicas: uma molécula formada pela ligacdo linear de
amingdcidos.Uma proteina pode confer uma ou mais cadeias polipeptidicas, cada uma
codificada por um gensa.

Cariétipo: a constituicdo cromossbmica de um individuo ou a fotografia dos
cromossomos tirada ao microscépio, nos quais os pares foram arraniados segundo
uma classificacdo convencional.

Casamento consangiiineo: casamento entre individuos que pelo manos um ancestral
CoOMmuim.

Célula: a menor unidade dos organismos vives. A c¢élula animal é formada pela
membrana celular, que isola seu conteldo do meio ambiente, citoplasma no gual
est3o presentes varias organsaias que desempenham diferentes fungdes, e nlicleo, que
contém ¢ material genético, o DNA. Organismos inferiores, como as bactérias, sdo
formados por uma unica céiula, a qual ndo apresenta um nicleo isolado, Organismos
superiores apresentam um grande ndmero de céluias, cada uma contendo um conjunto
completo de genes,

Células germinativas: céiulas reprodutivas gue nos organismos com reprodugdo
sexuada se unem para formar um NOoVo organismo. Na espécie humana e em animais
essas células 530 ¢ ovdcito, nas fémeas, e ¢ espermatozdide, nos machos.

Células somaticas: todas as células do corpo, com excegdo das que se destinam a
formar o5 gametas,

Células pluripotentes: células indiferenciadas, na maioria das vezes de origem
embrionaria, que guardam 2 cepacidade de originar varios outros tipos de células
especializadas.

CentiMorgan {cM): unidade de dist8ncia genética. Dois joo/ estBo distantes a 1cM
quando a chance de recombinacdo entre eles na meiose & de 1%.

Centrémero: regifo do cromossomo gue mantém as cromatides- -irm3s unidas até a
divisio celular.

Citogenética molecular: drea de estudo da genéiica que agrega as técnicas
moleculares as técnicas convencionais da citogenética a fim de aumentar ¢ nivel de
resoiucdo na observacdo dos Cromosseimos ao microscopio.

Citopiasma: a por¢do da céluia que se estende da membrana celular até o nicleo e
na qual ocorre a sintese das proteinas e grande parte das reacdes guimicas.

Citosina: uma das bases nitrogenadas, abreviada como £, presente nos nucleotideos

que se unem para formar o DNA e o RNA. Pareiz com a guanina{@) tanic noc DNA
como no RNA.
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Cionagem génica: ¢ termo € usado em engenharia genética para descrever a
seqliéncia de eventos pela qual um fragmento de DNA (ou gene) & ligado a um vetor e
dupticado em um grande nimero de cdpias em uma célula hospedeira.

Clone: uma populacdo de moléculas, células e organismos duplicados de um simples
progenitor e, portanto idénticos.

Cédigo genético: o cidigo pelo gual a informacio genética, contida na segiiéncia de
nuclectidecs do DNA, relaciona-se com a seqiiéncia de aminocdcidos da proteina. Cada
irés bases do DNA {triplex) especificarn um dos vinte aminocacidos na proteina.

Co-dominante: a caracteristicas {ou alelos) guando ambos os aleics de um par sdo
expressos no heterozigoto.

Cédon: uma seqliéncia de trés bases de DNA ou RNA que codificam um aminodcido na
proteina.

Cromatides-irmas: as duas moléculas de DNA paralelas se unem pelo centrimerc e
formam um Cromossomo, apés a duplicacdo do DNA.

Cromossomeoes: formados por uma molécula de DNA muito longa empacotada com
proteina: podem ser faciimente visualizados ao microscépio nas células em divisdo, O
namero de Cromoessomaos € caracteristico de cada espécie e na espécie humana séo 46,

Cromossomos homdaéiogos: os dois elementos que formam um par de cromossomos,
um de origem materna & ¢ outrp, paterna. Cromossomos homdlogos t8m 0s mesmos
foci génicos € na mesma ordem.

Cromossomos sexuais: responsaveis pela determinagdo sexual; na espécie humana
s3o XX, na mulher, e XY, no homem.

Crossing-over {ou Permuta): a troca reciproca entre segmentos correspondentes de
cromossomos homologos, a qual ocorre na primeira divisdo da meiose.

DelecBo: perda de um segmento 4o material genético, cujo tamanho pode variar de
um simples par de bases no DNA a porglBes cromossbmica ou até mesmo um
cromossoms todo.

Desnaturacdo do DNA: o processo de separacSo das fitas complementares de DNA
ou RNA, gue rompe as pontes de hidrogénio através de temperaturas elevadas ou do
tratamento com solugdo alcalina.

Desoxirribose: molécula de agucar, composta por cinco carbonos, gue compde os
nucieotideos do DNA,

Diagnodstico pré-natal: diagndstico de uma doenga antes do nascimento.

Diferenciagdo celular: processo pelo gual a célula adguire funcgbes mais
especializadas.

Dipeptidio: dois aminodcidos unidos por ligaco peptidica.
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Dinidide: simbolizado por 2Zn, refere-se ac ndmero cromossémico guando dois
conjuntos completos de cromossomos est3o presentes {pares de cromossomos), A
maioria das células somatica é dipldide & na espécie humana o nimero 2n € igual a 46.

DMA fingerprintsing: ¢ padrdo Unico de fragmentos de DNA observado para cada
individuo, que se assemsiha ao ¢ddigo de barras usado no comércio e que reflete a
variacdo de regifes altamente polimdérficas ou hipervaridveis do genoma.

DNA extragénico: seqliéncias de DNA gque ndo transcrevem e encontram-se
espalhadas no genoma enire oS genes.

DNA microssatélite: DNA que contém muitiplas repeticSes e fandem de uma unidade
representada por uma seqiiéncia de 1 a 4pb.

DRA mitocondrial{mtDNA): o DNA do cromossomo circular presente nas
mitocdndrias.

DNA repetido: consiste de seqliiéncias de DNA presentes em multiplas cépias no
genoma.

DNA satélite: DNA gque contém multiplas repeticBes em fandem de uma unidade
representada por uma segiéncia relativamente grande {da ordem das centenas de
pbl.

Dipldide: aguilo que contém dois conjuntos de cromossomos homdiogos e, portanto,
duas copias de cada gene ou focus genetico.

Dupla hélice: estrutura da fita dupla na molécula do DNA, com cada uma delas
enrolada sobre a oulra.

Eletroforese: técnica na qual macromoiéculas sdo separadas em uma matriz {soluglc
coloidal, gel} sob a influéncia de um campo elétrico. A migracdo € sempre no sentido
do pélo catodico (negativo) para o anddico (positive) e a velocidade € dependente do
tipc de gel {agarose ou acrilamida) e da intensidade da corrente elétrica

Endonuciease: {veja enzima de restricdo}

Engenharia genética: a tecnologia na qual os genes podem ser isolados, transferidos
para outras células ou organismos, dupiicados e ativados; permite a manipulagdo do
material genético de um organismeo, introduzindo ou eliminando genes especificos.

Enzima: uma molécula de proteina gue promove e acelera uma determina reagdo
biolégica, sem ser aiterada ou destruida.

Enzima de restrigdo: derivada de bactérias, reconhece uma segléncia especifica de
bases no genoma e corta a molécula de DNA no sitio de reconhecimento ou préximo
dele.

Eritrocitarios: referente aos eritrdcitos ou hemdcias, gue s3o células anucieadas
correspondentes aos gidbulos vermelhos do sangue.
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Eucariotos: organismos cujas células apresentam nucieo bem caracterizado, separado
do citoplasma pela membrana nuclear, organelas especializadas e divis8o mitbtica.

Eugenia: estratégia que tenta meilhorar as qualidades humanas hereditarias por, meio
de casamenios seletives, ou manipulande ariificialments a transmissao de
caracteristicas dito desejaveis e inibinde a transmiss8c daguelas indeseiaveis.

Exons: 2 porcdo do gene presente no RNA mensageiro maduro, correspondente a uma
regido que codifica proteing, em contraste com o intron gue é removido durante o
amadurecimento do RNA. Um dnico gene pode ter varios exons.

Expressio génica: representa a8 manifestacdo ou a ativagdo funcional de um gene,
através de sintese protéica.

Familia de mulligenes: um conjunto de genes com estrutura muito semelhante
presentes no genoma. Ndo se sabe ao certo as suas verdadeiras fungbes.

Fendtipo: o cardter observdvel de uma célula ou organismo ao nivel bioguimico,
fisioldgico ou morfolégico, determinada pela interacdo de sua constituicdo genética
com fatores ambientais.

Fingerprints: {veja DNA fingerprints).

Frequéncia alélica: A propor¢do de um aielo particular carregado por alguns
individuos em uma dada populacao.

Gametas: s3o as células reprodutivas, dvulo ou espermatozdide, que possuem um
niimero haploide de cromossomos, iste € metade de um conjunto dipldide.

Gene: uma porgado de DNA que contém em sua sequéncia de bases a informacdo
genética especifica para a sintese de uma cadeia polipeptidica.

Genes ligados: genes que estdo proximos num mesmo cromossomo e tém a
tenddncia de ser transmitidos juntos apds a melose.

Genes sint@nicos: genes presentes em um mesmo Cromossomo, quer apresentem ou
ndc a tendéncia de serem transmitidos juntos apds a meiose.

Genética classica: estudo genédtico gue ndo emprega técnicas moleculares.

Genoma: © conjunto completo de cromossomoshapidides que contém toda a
inforrnacdo genética de um individuo.

Genodtipo: a constituicdo genética de um individueo, cu mais especificamente, os alelos
presentes em um /ocus génico.

Grupo fosfato: uma molécula que compdes os nuciectideos do DNA e do RNA.

Guanina: uma das bases nitrogenadas, abreviada como G, presente nos nucleotideos
gue se ynem para formar o DNA e o RNA, pareando-se com a citosina tanto no DNA
como no RNA.
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Maplbide: simbolizado como n, gue ¢ 23 no homem, refere-se ag numero
cromossomico quando estd presenie um Unico conjunto cromossémico, metade do
numero dipldide (2n).

Hemizigose: refere-se aos genes ligados ao cromossomo X em individuos do sexo
masculino, npor estes apresentarem apenas um anico cromossomo X,

Heterocromatina: a cromatina gue cora fortemente apds ¢ tratamente com tripsina e
corante Giemnsa; é composta por seqliéncias repetitivas de DNA e, na grande maioria,
inativa do ponic de vista gensdtico.

Heterozigoto: individuo (ou gendtipo) com dois alelos diferentes em um dado Jfocus
de cromossomos homologos.

Hibridizac80: € 2 ligagdo de fitas simples de DNA/DNA ou DNA/RNA, por
complementariedade de suas bases nitrogenadas, para formar uma cadeia de fita
dupla.

Hibridizac8o /n situ: método de mapeamento de um gene pela hibridizacdo
molecular de sonda diretamente com os Cromossomos, apés desnaturacio do DNA,

Homozigoto: individuo {ou gendtipc) com um par de alelos iguais em um dado locus
de cromossomos homdélogos.

Insercdo {cromossdmica}: alteracdo cromossémica na qual um segmento de DNA
de um cromossomo estd inserido em urmn cromoessomo nac-homdiogo.

introns: a porcdo do gene gue estd ausente no RNA mensageiro maduro e ndo
apresenta representada no Cromossomao.

Ligacho peptidica: a ligacdo guimica que ocorre entre dois amincacidos para a
formac3o de um polipeptideo. O grupo carboxila de um aminoédcido reage com o grupo
amino de outro aminocacido, ocorrendo a eliminacdo de uma molécula de dgua.

Ligado ao ¥: refere-se @ caracteristicas ou genes prasentes no cromossomo X,

Locus {(plural foci}: uma precisa localirzacdo em um cromossoms, a gual node ser
ocupada por um gene ou por uma segiéncia de DNA ndo codificadora.

Macromoléculas: classe de polimeros que compreende os acidos nucléicos {(DNA e
RNA) e as proteinas.

Mapeamento: 3 determinacdo da localizacio fisica de um gene ou marcador genético
2m um Cremaossomo.

Marcador genético: /ocus cujos alelos sdo faciimente defectdvels, utilizado em
estudos genéticos. Pode ser um gene, um sitio de restricBo ou qualquer outra
caracteristica do DNA que permita distinguir as diferentes versbes verses naguele
focus.
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Meiose: um ipo especial de divisao celular gue consiste de duas divisfes sucessivas
do nicles com uma unica duplicagdo cromossdmica, resultando em quatro células-
filhas e na reducdc do nimero dipldide para hapidide. Ccorre na producdc dos
gametas.

Metacénirico: Cromossomo culo centrémero esta no meio do Cromossomao,.

Mitocdndria: organela citoplasmatica gue produz energia guimica utilizada pela célula
para realizar suas células.

Mitose: o processo de divisdo celular que origing duas células-fithas geneticamente
idénticas a célula parental. Ocorre nas ceélulas somaticas para o crescimento do
arganismao.

Molécula: grupo de dtomos que juntos formam uma substéncia estavel.

Monogénica (mendeliana): caracteristica controlada por um simples par de alelos
transmitidos segundo as leis de Mendel.

Mondmero: a unidade que se repete em uma melécula longa, o polimero.

Mutacio: mudanca brusca na informacdo genética; normalmente refere-se  a
alteracdo de um simples par de base no DNA, mas o termo também inclui alteracBes
maiores, visivels ao microscopio, como as aberraches cromossdmicas.

Mutacio de ponto: mutaCao gue envolve somente um par de bases.

Nacieo: o centro de controle da célula onde o DNA reside, nos sucariotos permanece
separado do citoplasma pela membrana nudlear.

Nucleotideo: a unidade das molécuias de acidos nucigicos {DNA e RNA), composias
de uma molécula de agicar, um grupo fosfato e uma base nitrogenada.

Oligonuciectideo: um fragmento sintético de DNA composto de somente alguns
poucos nucleotidecs {normalmente de 8 a 50).

Organismos multicelulares: seres vivos formados por intmeras células que
cooperam entre si e aprssentam diferenies sspecislidades, contribuindo para a
sobrevivéncia do individuo.

Organismos unicelulares: seres vivos formados por urma Unica célule capaz de
sobreviver, reproduzir-se e, algumas vezes, cruzar-se, por exempio, bactérias.

Par de bases {pb): unidade de medida do comprimento de seqgiiéncias de DNA dupla
fita; molecularmente corresponde a um par de bases compiementares ligados entre si,
cada gual na sua cadeia simples.

PCR {polymerase chain reaction). técnica de amplificagdo enzimatica de um pegqueno
segmento de DNA ou RNA.

Penetréncia: um conceite de tudo ou nada gue se refere 3 expressdo de um gene
mutante para uma caracteristica autossdmica dominante. Quando ndo dominancia de
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um gene dominante, apesar dele estar presente, dizemos que houve ndo-penetréncia
do gene.

Permuta: vela cossing-over
Poliacrilammida: Gel muito utilizado nos processos de sletroforese.

Polimero: molécula muite longa composta de um grande nimero de subunidades
peguenas gue se repetem, 0s mondmergs,

Polimerase do DNA: enzima que sintetiza ¢ DNA de fita dupla usando um primer de
iniciacdo e um DNA como fita molde.

pPolimorfismo: 3 ocorréncia em uma populacde de dois ou mais gendtipos
alternatives, quando a fregliiéncia de cada um deles & superior aguela gue poderia ser
mantida somente por mutacdes recorrentes, na pratica, um locus é considerado
polimérfico quando a freqiiéncia do gendtipo mais raro € de no minimo 1%.

Pontes de hidrogénio: em umsa ponte de hidrogénio, o dtomo de hidrogénio esta
ligado a outros dois atomos, que em sistemas bioldgicos podem ser nitrogénio ou
oxigénic. As pontes de hidrogénio maniém as duas fitas de DNA unidas na duple hélice
e estabilizam 2 estrutura das proieinas.

Primer: um pequens segmenio de DNA ou RNA gue, anelado 3 fita simples de DHNA,
permite que a enzima polimerase do DNA sintetize a2 segunda fita do DNA formando a
dupla hélice.

Procariotos: organismos cujo material genético nfio estd contide dentro de um nicleo
bem definidc por membrana nuciear. Inclul virus, baciérias e algumas algas.

Projeto Genoma Humano: Projeio desenvelvido em ceolaboracdo internacional gue
tern como objelives mapear e seglendiar todos os genes presanises nos mais de 3
biihdes de pares de bases do genoma humano, além de organiza-ios.

Proteinas: moléculas formadas por uma ou mais cadeias lineares de aminodcidos
{cadeia polipetidica). Realizam a maior parte das tarefas dentro das células e inclui
enzimas, hormbnios, anticorpos, moléculas receptoras e estruturais,

Pseudogene: seqliéndia de DNA muito semelhanie a um gene que se expressa, mas
gue pode ter-se tornado inativa pelo acumulo de mutacBes no decorrer de geragdes.

Quimera: individuo composto por duas linhagens celulares derivadas de zigotos
independentes. Em humanos, aquimeras costumam ocorrer apds transplantes
homégenos de medula dssea.

Rearranjo {cromossémice): alteracdo cromossbmica devido & transferéncia de um
segmento de um Cromaossomo para outro.

Recessiva: Uma caracteristica (ou alelo) que deve estar presente em forma dupia
{homuozigose) para ser expressa no fendtipo.
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rRecombinacho hombloga: troca de fragmento de DNA entre duas moléculas de DNA
ou Cromossomos pareados durante a divisdo celular, envolvendo seqliéncias de
nucientideos idénticas ou muito semelhantes,

Regifo D-foop: regilic do DMNA mitocondrial com aproximadamente 1.000pb muito
varidvel de um ingdividuo para outro.

Renaturacdo {do DMA}: quando duas fitas complementares de DNA vollam a unir-
se, por meio de pontes de hidrogénio, para formar a dupla hélica.

REPL {restriction fragment length polymorphism): polimorfismo do DNA
resuitante de uma mutacdo que cria ou destrdi um sitio de restricdo.

Ribose: molécula de acucar gue compde os nucleptideos do RNA.

Ribossomo: peguenas particulas presentes no citoplasma das células onde o RNA
mensageirc se& prende para que sua mensagem sgja traduzida em umea particular
seqiéncia de aminoacidos. Estruturas fundamentais para a sintese de profeinas.

RNA: (vela acido ribonuciéico).

BMA mensagelro {RMAM): classe de RNA gue copia 2 mensagem de um gene de
DNA e se dirige para os ribpssomos no citoplasma onde a informacdo é utilizada para
sintetizar uma proteina.

Segiienciamento: método para determinar uma seqiéncia de nuclectideos em um
fragmento de DNA,

Seqgliéncia simples: segiéncia de DNA, (nica no genoma ou ue aparece poucas
vezes representada.

Sintese de proteinas: o processe pelo qual os aminoacidos se ligam para formar uma
proteina.

Sistema de reparo do DHA: ¢ conjunto de enzimas gue desempenham as fungdes de
reconhecer uma mutacdo no DNA e consertar (reparar ¢ ervo.

Sitio de restrigdo: uma pequena segléncia de hases no DNA gque pode ser
reconhecida e cortada por uma enzima de restricdo especifica.

Sondsa: uma fita simples de DNA ou REA gue tenha sido marcads {(quimicamente ou
radioativamente) e é usada parsg identificar genes ou fragmantos de DNA de interssse,
por meio da complementariedade da seqléncia de bases.

Southern biotting: técnica de transferéncia de fragmentos de DNA, gue tenham sido
separados por eletroforese, para uma membrana de nitrocelulose ou ndllon.

Submetacéntrico: cromossomo no gual ¢ centrbmers estar distante do centro do
Cromossomo.

Substratoe: a substincia aivo da acdo de uma enzima.
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STS (seguence-tagged site) uma seqgliéncia dnica de DNA usada como ponto de
referéncia (rmarcador) no Cromossomo.

Tandem: uma segiéncia de DNA se repete em tandem guando as cépias estdo em
seguida, uma apds a outra, em um dado ponto do genoma.

Tecido: conjunto de ¢élulas que desempenham as mesmas funcdes.
Teldmero: 2 regido final do cromossomo.

Terapia génica: o reparo ou subsiifuicdo de um gene dsefeituoso visands ao
tratamento e & cura de uma doenca.

Timina: uma das bases nitrcgenadas, abreviada como T, presente nos nucleotideos
que se unam pare formar ¢ DNA & pareia com 2 adenina.

Traduco: processo pelo gual a mensagem codificada no mRNA & lida, resultando na
formac3o da cadeia de polipeptidios correspondentes.

Transcric®o: processe peio qual 2 dupla hélice de DNA se desenrsla e uma cdpia de
RNA é sintetizada a partir de uma das fitas complementares de um gena.

Transcriptase reversa: uma enzima isolada de células infectadas pelo retrovirus, que
sintetiza um DNA complementar (cDNA) a partir de uma fita molde de RNA.

Tranferfncia génica: guands um gene £ isolado de certas cédlulas e introdurzido em
outras, de espécie idéntica ou de espécie diferente.

Transgene: o gene exogeno presente em organismos transgénicos.

Transgénico: lermo usadc para designar um organismo que carrega um gene
exdgeno incorporado de forma estaval em seu genoma, tanto nas células somdticas
como germinativas, o qual se expressa em um ou mais tecidos, e é transmitido para as
geracfes futuras segundo as leis de Mendel.

Uracila: uma das bases nitrogenadas, abreviada com U, presente nos nucieotideos
que se unem para formar o RNA e pareia com a adenina.

VNTR {variabie number of fandem repeats): um tipc de polimorfismo do DNA
criado por peguenas segiéncias de DNA repetidas em fandem e hipervaridveis,
utilizado em estudos de ligacdo € em DNA fingerprinting para testes de paternidade e
identificacdo dos individuos.
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