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APRESENTACAO

Podemos definir a genética como a parte da ciéncia que estuda a hereditariedade,
assim como a estrutura e fungdo dos genes e a variagdo dos seres vivos. Através da genética
podemos compreender os mecanismos e leis que regem a transmisséo das caracteristicas
através das geracgdes. Essa genética classica quando aprofundada revela outras subéreas,
como a genética molecular que tem as suas fundagbes na genética classica, mas da um
enfoque maior a estrutura e funcéo dos genes ao nivel molecular, abordando o DNA, genes
e 0 genoma que controlam todos os processos vivos, nos ajudando na compreensao da
biologia humana em saude e doenga.

Outra subarea de importancia € a genética humana, que tem como estratégia
descrever o estudo da transmisséo genética em seres humanos, englobando a genética
classica propriamente dita, a citogenética, a bioquimica , genética populacional, genética
do desenvolvimento etc. Por fim a genética médica ou genética clinica é a especialidade
que lida com o diagnéstico, tratamento e controle dos distlrbios genéticos e hereditarios.
E uma area que enfoca ndo sé o paciente, mas também toda a familia, principalmente por
meio do aconselhamento genético.

Além das trés subareas que destacamos acima a genética compreende um leque
outras areas especificas, no entanto ao mencionar a genética humana, molecular e médica
estamos abrindo caminho para o segundo volume do livro publicado dentro do contexto
dessas defini¢des.

E muito nitido que nos ultimos anos a genética tem influenciado diversas pesquisas
promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa em diversas areas e
principalmente na saude e aliada a revolugéo tecnologica essa tem contribuido muito com
0 avango no campo da pesquisa.

Assim, esperamos que mais uma vez o conteudo deste material possa somar de
maneira significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando
cada vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Desejamos que seja mais um volume
que anteceda inUmeros outros dentro desse contexto. E por fim parabenizamos cada autor
pela teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geragOes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Os grandes avancos nas varias areas
da ciéncia desde o século XX até os dias atuais
repercutiram diretamente no campo da ciéncia
forense. Dentre estas areas estd a genética
molecular, a qual proporciona uma gama de
conhecimentos e técnicas imprescindiveis para
as investigacdes na identificacdo de individuos.
No presente estudo foi realizada uma revisao
sobre este assunto focando nas aplicagbes da
genética molecular na ciéncia forense e suas
contribuicdes nas esferas civil e criminal. Com o
desenvolvimentodastécnicasdareacdoemcadeia
da polimerase, seqlienciamento automatizado do
DNA e as analises dos marcadores moleculares
baseados em polimorfismos do tipo VNTRs,
STRs e SNPs, as analises genéticas de DNA
tornaram-se ferramentas poderosas e essenciais
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para a identificagcdo pessoal e em investigacoes
de vinculo genético, sendo essenciais no
esclarecimento da identidade em analises
forenses.

PALAVRAS-CHAVE: ciéncia forense; genética
molecular; técnicas moleculares.

APPLICATIONS OF MOLECULAR
GENETICS IN FORENSIC SCIENCE —
BIBLIOGRAPHIC REVIEW

ABSTRACT: The great advances in some
areas of science from the 20th century to the
present day had direct repercussions in the
field of forensic science. Among these areas is
molecular genetics, which provides a range of
essential knowledge and techniques for individual
investigations. In the present study, a review
about this subject focusing on the applications
of molecular genetics in forensic science and its
contributions in the civil and criminal spheres.
With the development of polymerase chain
reaction, automated DNA sequencing techniques
and the analysis of molecular markers based on
polymorphisms such as VNTRs, STRs and SNPs,
genetic DNA analysis has become powerful and
essential tools for personal identification, genetic
investigations, being essential in clarifying the
individual identity in forensic analysis.
KEYWORDS: DNA, polymorphisms,
discrimination, techniques.
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A genética forense é considerada como
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uma das importantes competéncias adotadas pela ciéncia forense, apresentando sua
significancia nas investiga¢des criminais e testes de parentescos (MIOZZO, M., 2019). Nos
laborat6rios criminais, as aplicagdes de técnicas da biologia molecular estdo sendo cada vez
mais utilizadas, visto que esta ciéncia possui uma gigantesca capacidade de identificacdo de
individuos a partir de vestigios deixados nos locais de crimes ou nos corpos das vitimas, como
pélos, fluidos corporais, manchas de sangue, sémen, dentre outros materiais geneticamente
identificaveis (LEITE, V. 2013; MIOZZO, M., 2019). Portanto, através do estudo de amostras
bioldgicas, a genética forense visa a obtencédo de perfis genéticos. A partir desta obtencéo, a
identificacdo e comparacao entre determinados perfis podera auxiliar no dmbito dos tribunais
de justica (AMORIM, A. 2015).

Acredita-se que a genética forense comegou a se estabelecer no ano de 1985, a partir
das pesquisas e investigacdes de Alec Jeffreys sobre marcadores moleculares polimoérficos
(GILL; JEFFREYS; WERRETT, 1985). No Brasil, os esforcos para a implementacdo das
analises de DNA comegaram em 1992 pela policia técnica do distrito federal. Em dezembro
de 1994, a legislagao brasileira aceitou as anéalises de DNA em investigagdes criminais ao
aprovar a lei n.° 803 criando a “Divisdo de Pesquisa de DNA forense (DP/DNA)” da Policia
Civil do Distrito Federal (BRASIL, 2003).

Portanto, diante dos conhecimentos gerados nos ultimos anos acerca da ciéncia
forense e da sua potencial aplicagdo nas investigacdes criminais sdo de suma importancia
a elaboragéo e publicagdo de contetdos detalhados sobre esta area. Contudo, o presente
trabalho objetivou relatar, mediante uma revisao bibliogréafica, as aplicagbes e contribuicdes
da Genética Molecular na ciéncia forense, assim como a importancia destas na area civil e

criminal.

21 TECNICAS MOLECULARES

2.1 Southern Blot: enzimas de restricao, eletroforese e analises

As técnicas moleculares de clonagem e o sequenciamento de DNA podem depender
do uso de enzimas sitio-especificas, denominadas endonucleases de restricdo. As enzimas
de restricdo sdo equiparadas a tesouras moleculares por cortarem as fitas de DNA em
sequéncias-alvo especificas de nucleotideos resultando em fragmentos de restricdo
(SNUSTAD; SIMMONS, 2008). Este procedimento consiste em colocar os fragmentos em
um pequeno pogo em gel (agarose ou acrilamida), que € colocado em um campo elétrico e
solugdo tampao. A eletricidade faz com que os fragmentos migrem para o p6lo positivo da
cuba de eletroforese (GRIFFITHS et al., 2008; NEVES, 2017).

Apbs a eletroforese, os fragmentos separados sdo submetidos ao procedimento
conhecido como transferéncia de Southern. O gel é colocado em uma solugdo alcalina,
promovendo a desnaturacdo do DNA e assim, o transferindo para uma membrana de
nailon (transferéncias chamadas de Southern blot - manchas). Uma sonda radioativa ou
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quimioluminescente de DNA contendo a seqiiéncia de interesse que se hibridiza a uma
sequéncia complementar de DNA, do tipo VNTRs (do inglés, Variable Number of Tandem
Repeats). A membrana é exposta a um filme de raios-X, que detecta o sinal emitido pela
quebra do substrato pela sonda marcada resultando em bandas escuras que mostram as
posicoes das sequiéncias de DNA que se hibridizaram com a sonda (BROWN, 2001; NEVES,
2017). Essa caracteristica permite a individualizagdo, com exce¢édo de gémeos idénticos e
um modelo semelhante ao que foi descrito foi empregado por Jeffreys, em 1985, que utilizou
o termo DNA fingerprinting para definir esses padrdes individuais (JEFFREYS; WILSON;
THEIN, 1985a; 1985b; GRIFFITHS et al., 2008).

2.2 Reacao em cadeia da polimerase e eletroforese capilar

Desenvolvida por Kary Mullis, a técnica de reagéo em cadeia da polimerase ou PCR (do
inglés, Polymerase Chain Reaction) pode amplificar uma regido de DNA por ciclos repetidos
de sintese de DNA, in vitro, em poucas horas (SAIKI et al., 1985; MELLO; FONSECA-COSTA,
2005). A PCR possui enorme aplicagcdo na area forense e criminalistica pelo fato de se tornar
uma grande ferramenta na investiga¢do de marcadores moleculares e permitir analisar casos
de identidades contestaveis utilizando até mesmo sequéncias de DNA degradadas, ou fontes
escassas de acidos nucléicos (NEVES, 2017; DALE; GREENSPAN; OROKOS, 2006).

Apobs o DNA ser extraido e quantificado, ele podera passar pela PCR em um aparelho
termociclador automatizado. Esta técnica é basicamente dividida em trés passos que se
repetem dezenas de vezes: desnaturacdo do DNA, anelamento de primers e extensao da
fita nova de DNA pela enzima DNA polimerase. A desnaturagédo ocorre quando a temperatura
esta a cerca de 95°C, separando a molécula de DNA em duas fitas. O alinhamento e unido
ocorrem entre 50-65°C, onde os primers se ligam nas fitas de DNA que foram anteriormente
separadas. O ciclo finaliza com a temperatura em cerca de 72°C, em que a polimerase ira
adicionar os nucleotideos na extremidade 3-OH’ livre do primer, levando a extensdo da
regido de interesse e formando uma nova fita complementar a fita molde (MIOZZO, M., 2019;
NEVES, 2017).

Apés a amplificagédo do alvo, os produtos da PCR podem ser analisados pela técnica
de eletroforese com gel de agarose, um dos mais simples métodos de deteccdo de um
produto de DNA, corado com corantes fluorescentes intercalantes de bases, como o brometo
de etidio, sendo os produtos visualizados em luz ultravioleta. Em gel de poliacrilamida o
produto podera ser visualizado com coloragéo utilizando o nitrato de prata, a qual permite a
deteccgéo direta da sequéncia amplificada pelo desenvolvimento de cor.

Um variac¢do da eletroforese convencional para &cidos nucléicos é a técnica capilar cuja
separacgao dos fragmentos alvos ocorre de acordo com o tamanho e padréo de marcagéao por
fluor6foros especificos, normalmente feita em aparelhos de sequenciamento de DNA. Como

o didmetro do capilar é pequeno, o mesmo permite que elevadas tensdes sejam utilizadas,
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fazendo assim com que o calor dissipado seja eficiente e resulte em separagdes satisfatorias
e tempo reduzido das andlises. (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA, J., 2019).

2.3 PCR-STRs para analise de sequéncias localizadas em cromossomos
humanos

As regides do DNA curtas e repetidas de forma seqiiencial ou em fandem conhecidas
como STRs (short tandem repeats) ou microssatélites consistem em seqliéncias com menos
de 350 pares de base, com unidades que variam de dois a seis nucleotideos. Os locos STRs
sdo abundantemente dispersos no genoma, tanto nos cromossomos autossémicos quanto
nos sexuais (SILVA, 2018).

A partir de 1990, os STRs tornaram preferenciais nas tipagens de DNA de vestigios
bioldgicos por serem passiveis de analise apds a reacédo de PCR devido ao seu pequeno
tamanho. Por serem altamente informativos e eficazes na individualizacdo de um grande
nuamero de amostras forenses, em 1997, 13 locos STRs foram incluidos no CODIS (do
inglés, Combined DNA Index System) sendo utilizado pelo FBI (do inglés, Federal Bureau of
Investigation) em véarios casos forenses (KASHYAP et al., 2004; NIAZI, 2007; TAMAKI, 2007).
O banco de dados eletrénico CODIS foi desenvolvido pelo FBI e armazena dados de perfis
de DNA provenientes de laboratérios forenses locais, estaduais e federais. Esse sistema
integrado permite que os laboratérios criminais possam comparar e compartilhar dados de
DNA forense (DALE, GREENSPAN; OROKOS, 2006).

Para realizar a andlise de locos STRs é realizada a amplificacdo da regido de interesse
com primers especificos para cada alvo. Apés amplificacdo, os produtos sao analisados por
separagéo eletroforética, sendo atualmente a capilar a mais utilizada, devido ao sistema
fechado e rapidez na obtenc¢éo dos resultados. Os dados obtidos s&o analisados por software
que determina o tamanho dos alelos STRs, permitido a sua genotipagem, por meio da
comparacao dos tamanhos dos alelos de cada amostra com os da escala alélica (BUTLER et
al., 2004 apud LAZARUK et al., 1998; GOES, 2005; GARRIDO, 2009 apud BUTLER, 2005).

Algumas vantagens da PCR-STRs em relagéo a outras técnicas consistem na rapidez
do procedimento, geralmente menos de 24 horas, na eficiéncia e simplificagcéo decorrentes
da amplificacdo simultanea dos locos STRs e automatizagédo da coleta e analise de dados,
na disponibilidade de kits comerciais capazes de amplificar de 3 a 16 locos em uma Unica
reacao e baixo custo do método, requer quantidades infimas de DNA para analise, permite
analisar amostras de DNA degradadas, ja que ha maior possibilidade das seqliéncias curtas
de DNA estarem intactas pds-degradacéo, o elevado poder discriminativo devido ao alto
numero de locos (KASHYAP et al., 2004). A fim de recuperar o0 maximo de informagées do
DNA degradado, foram desenvolvidos primers para amplificar seqiiencias STRs gerando um
tamanho menor que o padréao comercial, denominados de mini-STRs. Estes se ligam o mais
proximo possivel da regido de repeticdo STR, produzindo resultados mais eficientes nas
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analises das amostras de DNA degradadas.

Parsons et al. (2007), evidenciaram em seus estudos que o miniplexes séo vantajosos,
como em casos de analises de DNA para reassociacdo em larga escala de partes de
esqueletos misturadas provenientes de valas comuns secundérias. Dentre as limita¢des esta
a dificuldade em separar multiplos locos pelo tamanho utilizando um mesmo fluoréforo, a
necessidade de se trabalhar com um namero menor de locos na rea¢do multiplex, possivel
inibicdo da DNA polimerase e presenca de DNA n&o humano.

As anadlises dos STRs dos cromossomos Y (Y-STRs) também s&o ferramentas
valiosas por se limitarem aos individuos do sexo masculino, ou seja, apresentam heranga na
forma hapléide, hemizigota, diferentemente do resto dos cromossomos que apresentam uma
copia homologa. Os cromossomos Y apresentam auséncia de recombinagéo, com exceg¢ao
de pequenas regides pseudo-autossdmicas, permitindo que seja realizada a patrilinhagem,
uma vez que o haplétipo (bloco de alelos de diferentes STRs) da regido néo recombinante
do cromossomo Y (Non-Recombinant Y Chromosome - NRY) é transmitido do pai aos
seus descendentes homens até que ocorra uma mutacdo. Desta forma, os locos STRs no
cromossomo Y sdao denominados marcadores de linhagem, ja que sdo bastante informativos
em relagédo a linhagem paterna, mas ndo sobre o individuo especificamente, ou seja, ndo
permite a identificacdo de individuos dentro da mesma linhagem (PENA; PRADOEPPLEN,
1995; PENA; CARVALHO-SILVA; SANTOS, 1997; WALSH, 2007).

Os Y-STRs sdo marcadores importantes na reconstrugdo das relagdes evolutivas
entre individuos de mesma regido geografica ou entre diferentes grupos de individuos e
migracéo, por ser uma heranca uniparental paterna e apresentar auséncia de recombinacéo
em sua maior parte (PENA, CARVALHO-SILVA; SANTOS, 1997; KASHYAP et al., 2004;
KAYSER, 2007).

A tipagem do cromossomo Y é relevante na investigacdo forense, como nos casos
de agressdes sexuais fornecendo informacéo especifica do esperma ou células epiteliais
masculinas (na auséncia de espermatozoides) e consequentemente do perfil do(s)
estuprador(es), mesmo havendo mistura de fluidos corporais do(s) agressor(es) e da vitima
(SHEWALE et al., 2003; KASHYAP et al., 2004; KAYSER, 2007). Além dos casos de estupro,
a analise do cromossomo Y vem sendo empregada, na identificacdo da ascendéncia genética
de um homem, na vinculagdo de restos mortais com seus parentes masculinos, testes de
vinculo genético tanto com presenca, quanto com a auséncia do suposto pai (KAYSER, 2007;
WALSH, 2007; CICV, 2009).

Para realizar a andlise do Y-STR, o procedimento € o mesmo para os STRs
autossémicos, sendo necessaria a extracdo do DNA da amostra biologica e em seguida a
PCR das seqiéncias alvo, geralmente multiplex, utilizando primers especificos marcados
com fluoréforos. Apés a amplificagc@o, os produtos sdo submetidos a eletroforese capilar,
onde os locos séo separados de acordo com seus pesos moleculares e detectados por laser.
Os dados serao processados pelo software resultando na determinagéo do genétipo Y-STR
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(BUTLER et al., 2005; JOBIM et al., 2008).

Assim como para o cromossomo Y, a analise de marcadores STRs do cromossomo
X (X-STRs) também ¢é utilizada na ciéncia forense. Face ao seu poder de discriminacao,
os X-STRs séo utilizados no intuito de complementar, de forma eficiente, a andlise dos
marcadores autossémicos e do cromossomo Y, principalmente em casos complexos de
investigacdo e em vinculo de parentesco (SZIBOR et al.,, 2003). No entanto, em casos
de alteragbes cromossdmicas e sindrome de Turner (45, X0), fazem-se necessarias as
consideragdes éticas (SZIBOR et al., 2007).

O cromossomo X apresenta caracteristicas Unicas no genoma humano, pois em
individuos do sexo biol6gico feminino esta presente como um par de homélogos, sendo um de
origem materna e o outro paterna, embora apresentando semelhan¢ca com os cromossomos
autossdmicos, apenas um dos cromossomos X encontra-se ativado, sendo que o outro
cromossomo € inativado conforme a hipétese de Lyon. Em contrapartida, nos individuos do
sexo masculino, o cromossomo X esta presente em estado hemizigético, ou seja, apresenta
apenas um cromossomo X de origem materna (ROSS et al., 2005).

Essa diferenga de alelos evidenciada entre marcadores autossémicos e os do
cromossomo X, em relagdo ao sexo masculino, resulta na utilizacdo de um menor nimero de
marcadores do cromossomo X em casos de testes de parentesco e uma maior capacidade
de exclusdo, uma vez que, diferentemente dos autossomos, a determinagéo de haplétipos
torna-se facilitada no cromossomo X (em homens); o pai transfere seu haplé6tipo (100%) do
cromossomo X para a filha, todas as irmas apresentam o mesmo haplétipo do cromossomo
X paterno, havendo a possivel estabilidade dos hapl6tipos de grupos de ligagéo no decorrer
das geragdes, 0 que garante um bom mecanismo para demonstrar parentesco (SZIBOR et
al., 2003).

Os X-STRs tém apresentado grande utilidade na resolugcdo de casos deficientes
de paternidade quando a crianca é do sexo feminino. Os marcadores do cromossomo X
mostram-se mais eficientes que os marcadores autossOmicos em casos de parentesco
de trios envolvendo uma filha, nos casos de duos (pai e filha) com informagéo ausente do
genotipo materno, nos testes de maternidade duo (méae e filho). Em casos de paternidade em
trios (mae, filho e suposto pai), ndo ha necessidade de inclusdo de X-STRs em testes, mas
se o teste envolver pai € filha, os X-STRs podem ser utilizados nos testes, especialmente em
casos envolvendo restos mortais exumados, amostras antigas, entre outros (SZIBOR et al.,
2007).

Em casos de incesto, estupro e paternidade envolvendo parentes de sangue,
os marcadores do cromossomo X também podem ter um maior poder de distincdo em
comparagdo aos marcadores autossémicos. Em casos de parentesco onde s6 é possivel
realizar teste de parentes distantes, quando ha o desejo de reunir familias separadas pela
guerra ou migracao e em alguns casos de identificacdo de restos mortais e corpos de vitimas

de guerra e desastres em massa, a utilizagdo de marcadores do cromossomo X pode
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apresentar maior eficiéncia (SZIBOR et al., 2007).

Em andlises de misturas de fluidos corporais feminino e masculino, o poder de
discriminacdo dos X-STRs varia em relagdo ao sexo. Os marcadores do cromossomo X
tornam-se mais eficientes que os marcadores autossémicos, quando é realizada a analise
de tracos femininos na contaminagédo masculina (estupro). Na investigagdo de tragos em
amostras, ambos do sexo feminino, o poder de discrimina¢do dos X-STRs é equivalente aos
dos marcadores autossémicos e no caso do sexo masculino os marcadores do cromossomo
X €& menor do que os marcadores autossémicos (SZIBOR et al., 2007).

2.4 Analise de DNA Mitocondrial

Em 1992, Rebecca Cann & Allan Wilson, lancaram a hip6tese da Eva Mitocondrial,
propondo que todos os seres humanos descendem, ou seja, herdaram DNA mitocondrial
(DNAmt) de uma unica mulher de origem africana que viveu ha aproximadamente 200.000
anos atrds. Em 1987, estes mesmos autores juntamente com Mark Stoneking haviam
publicado na revista Nature, o artigo intitulado Mitochondrial DNA and human evolution, cujo
estudo com pessoas de populagbes geograficamente distintas, mostrou que, provavelmente,
os DNAmt humanos sdo de um ancestral proveniente da Africa (CANN; STONEKING;
WILSON, 1987; WILSON; CANN, 1992).

Assim, além do nuicleo, as células humanas possuem as organelas mitocondrias que
também portam o seu material genético na forma de DNA circular, de fita dupla e hapl6ide. No
estudo forense, ambos, DNA nuclear e DNAmt podem ser usados para investigar vestigios
ou amostras biolégicas (LEITE, 2019; PINTO; CAPUTO; PEREIRA, 2016). De acordo com
Reis (2019), quando nédo ha possibilidade de se obter o DNA nuclear, a aplicagdo do DNAmt
se torna uma opgao viavel pelo fato do mesmo possuir um alto nimero de copias por célula,
gerando dados que s&o passiveis de interpretacdes em analises de determinadas amostras
como vestigios carbonizados, em decomposicéo, degradados, antigos, fios de cabelo, ossos,
sangue e outros fluidos corporais.

Pelo fato do DNAmt ser de um modelo de heranga materna, as sequéncias obtidas de
irmaos e de todos os parentes maternos séo iguais, caso ndo haja mutagdes, possibilitando
tracar a linhagem materna de um individuo, o que é de grande relevancia em casos de
identificacdo de restos mortais de pessoas desaparecidas (PEREZ; MONTESINOS, 2004;
CICV, 2009). O DNAmt apresenta uma regido codificante e uma regido néo codificante,
denominada regido controle, D-loop ou regido hipervariavel (BUDOWLE et al., 2003). O
alto grau de polimorfismo evidenciado nas regides hipervariaveis permite seus estudos na
identificacdo forense, sendo as regides hipervariaveis | e Il (HVI e HVII, respectivamente)
geralmente sequenciadas (MORENO; MCCORD, 2008). Atualmente, em decorréncia das
analises trabalhosas e demoradas do método de sequenciamento de Sanger do DNA, outros
métodos tém sido desenvolvidos, como por exemplo, 0 pirosequenciamento, que consiste em

um método robusto, rapido, confiavel e de alto poder discriminatério em analises de DNAmt
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(ANDREASSON et al., 2002).

Além do sequienciamento das HVI e HVII, também é investigado os marcadores
polimorficos de nucleotideo simples ou SNPs (do inglés, Single-Nucleotide Polymorphism),
presentes em todo o DNAmt (JOBLING; GILL, 2004). Desta forma, os SNPs contribuem
com um poder de discriminagéo adicional as analises forenses (MORENO; MCCORD, 2008;
JUST et al., 2004).

Outra questao relacionada a analise do DNAmt refere-se a ocorréncia de heteroplasmia
dada pela presenca de duas ou mais sequéncias de DNAmt em um individuo. A heteroplasmia
decorre de polimorfismos de DNA mitocondrial, desta forma ocasionando uma mistura de
sequéncias de DNAmt mutantes e normais. A heteroplasmia pode ser tanto de sequéncia
quanto de comprimento. A homoplasmia corresponde a presenga de um unico tipo de DNA,
ou seja, o individuo apresenta apenas DNAmt normal (MATSUDA; YUKAWA, 2007).

No contexto forense € de extrema importancia levar em consideracéo a heteroplasmia,
uma vez que esta pode dificultar ou pode auxiliar o processo de identificagdo. Quando as
heteroplasmias encontram-se em posicoes idénticas entre os individuos, pode elevar o poder
de determinacéo do perfil analisado. No entanto, geralmente podem ocorrer interpretacdes
equivocadas prejudicado o processo discriminatério o que evidencia a necessidade de
preparagéo dos cientistas forenses para lidarem com anélises que envolvam heteroplasmia
sendo capazes de interpreta-las (MATSUDA; YUKAWA, 2007).

2.5 SNPs

Os SNPs consistem em polimorfismos de base Unica resultante na substituicdo de uma
base (A, C, T ou G) por outra. Os SNPs podem ser bi, tri ou treta alélicos, sendo que os dois
Ultimos sé@o extremamente raros em humanos (BROOKES, 1999; BORSTING; SANCHEZ;
MORLING, 2007; SILVA, 2018). Os marcadores SNPs possuem algumas caracteristicas
vantajosas para a identificagcdo forense em rela¢édo a outros marcadores, como a possibilidade
de serem estudados em regides-alvo de DNA mais curtas para amplificacdo, apresentando
resultados consideraveis em amostras degradadas importante para testes de paternidade e
parentesco, em analises em elevada escala, facilidade de automatizagéo, possibilidade de
multiplexacéo (SILVA, 2018; WALSH, 2007).

Dentre as desvantagens do uso de SNPs esta o fato de serem bi-alélicos em sua
maioria, o que os tornam menos informativos para testes de identidade em comparagao com
os marcadores STRs, havendo necessidade de analises de um maior nUmero SNPs (40-60
locos) para ter poder discriminatério equivalente aos dos STRs (13-16 locos) (BUTLER et
al., 2007 apud CHAKRABORTY et al., 1999, GILL, 2001 e AMORIM, 2005). O numero limitado
de alelos dificulta a interpretacdo quando ocorrem misturas de fluidos corporais, como em
casos de estupro, onde duas ou mais amostras de DNA podem estar presentes (BORSTING;
SANCHEZ; MORLING, 2007).

Os SNPs informativos de linhagem encontrados no cromossomo Y e no DNAmt
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tém mostrado alto poder informativo decorrente da auséncia de recombinacdo e baixa
taxa de mutacdo. Esses marcadores sdo utilizados em estudos evolutivos, parentesco e
casos forenses relacionados a pessoas desaparecidas e desastres em massa. Os SNPs
informativos de ancestralidade esté@o distribuidos em todo genoma humano e apresentam
baixa heterozigosidade. Esses SNPs sdo adequados para determinar a origem ancestral
da amostra de determinado individuo e isso pode vir a auxiliar as investigacdes forenses,
uma vez que fornecem indiretamente algumas caracteristicas fenotipicas do individuo
(BORSTING; SANCHEZ; MORLING, 2007; BUDOWLE; DAAL, 2008).

Os SNPs informativos de fenétipo permitem direcionar de forma mais precisa as
investigagcdes criminais, uma vez que caracteristicas fenotipicas especificas podem auxiliar no
estabelecimento da identidade de um individuo. A maioria dos estudos de SNPs informativos
de fendtipo tem sido realizada em genes de pigmentagéo, sendo aqueles encontrados em
alguns desses genes tém sido associados a varios fenoétipos da cor de cabelo, olhos, pele
(BORSTING; SANCHEZ; MORLING, 2007; BUDOWLE; DAAL, 2008).

Além do sequenciamento direto de DNA (KWOK; CHEN, 2003), a tipagem de SNPs
pode ser realizada por variadas técnicas com capacidade de discriminagéo alélica. Dentre
estas técnicas destacam-se a hibridizacéo alelo especifica (ASO, do inglés, Allele Specific
Oligonucleotide Hybridization) combinada a PCR em Tempo Real por meio da captacdo do
sinal de fluorescente (FRET, do inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer) por um
software especifico a partir do uso de sondas marcadas; a hibridagdo em array (microarray de
SNPs) por meio da detecgéo fluorescente de sondas ASO, em que um grande nimero de SNPs
s&o analisados (como o array GeneChip® - Affymetrix); o pirosequenciamento por detec¢éao
luminométrica do pirofosfato liberado durante a sintese de DNA e o minisequenciamento
(SYVANEN, 2001; VIGNAL et al., 2002; SOBRINO; BRION; CARRACEDO, 2005).

O minisequenciamento € o método mais utilizado em laboratérios forenses,
principalmente, seguido por eletroforese e detec¢ao de fluorescéncia (SNaPshot - Applied
Biosystems). Uma vez que ndo é necessario o investimento em equipamentos especificos,
pois a deteccdo é realizada com equipamento de eletroforese capilar, a capacidade do
multiplex corresponde as necessidades forenses, e consiste em um método rapido, robusto
e preciso (SANCHEZ et al., 2003; BRION et al., 2004; GRIGNANI et al., 2006; SANCHEZ et
al., 2006).

No entanto, o minisequenciamento seguido de detecgéo direta por MALDI-TOF MS
(do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) e
microarrays também podem apresentar vantagens em andlises forenses (SOBRINO; BRION;
CARRACEDO, 2005). As vantagens MALDI-TOF MS, principalmente quando envolve
grandes conjuntos de amostras, consistem na sua precisédo, confiabilidade, sensibilidade,
especificidade, rapidez e baixo custo. No entanto, apresenta limita¢cdes para investigacdes
forenses devido ao elevado custo de equipamentos especificos, dificuldade em analisar
SNPs em amostra contendo DNA de mais de um individuo, menor sensibilidade do multiplex,
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necessidade de rigorosos procedimentos de purificagdo em amostras de DNA (MENGEL-
JORGENSEN et al., 2004; KEYSER; PETKOVSKI, 2006).

O pirosequenciamento pode ter vantagens como a capacidade de analisar amostras
de DNA de baixa qualidade e quantidade diminuta, sensibilidade, rapidez, simplicidade,
precisao, capacidade de quantificacéo de cada alelo em amostras contendo misturas de DNA
de diferentes individuos. As desvantagens deste método sé@o a capacidade de multiplexa¢éao
reduzida e a automacdo trabalhosa em decorréncia da execugdo de varias etapas
antecedentes a deteccdo (ANDREASSON et al., 2002; SOBRINO; BRION; CARRACEDO,
2005; HARRISON et al., 2006; ANDREASSON et al., 2006).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do exposto, percebe-se que a genética molecular trouxe e traz contribuicdes
de suma importancia para as investigagdes que necessitam das discriminac¢des individuais,
que se deve sobretudo pela evolugdo do conhecimento cientifico e o desenvolvimento de
novas plataformas para a identificacdo e andlise de marcadores moleculares, as quais
aumentam o poder de genotipagem na identificacdo de individuos. As andlises genéticas
do DNA tornaram-se ferramentas poderosas e essenciais na esfera judicial, tanto nos casos
referentes a investigagcdo de vinculo genético, quanto em casos de identificacdo individual.
As técnicas que permitem o estudo de marcadores moleculares, principalmente do tipo STRs
tem se tornado rotina nos laboratérios mundiais por serem primordiais para realizagéo da
identificagdo empregando pequena quantidade de material biologico, o que é freqiientemente
comum nas analises forenses. Desta forma, é de suma importancia a presenca da genética
molecular forense em instituicdes periciais brasileiras, a fim de promover um aumento da
eficiéncia de distingdo entre os individuos investigados na resolugdo de casos forenses.
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