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RESUMO: As analises forenses com finalidade identificatoria tém sido utilizadas com consideravel sucesso nos
ultimos anos, gragas aos acelerado avanco das técnicas de biologia molecular e métodos de tipagem de DNA. Os
autores, apds descrevem a rapida evolugé@o dessas técnicas e a criagdo de bancos de dados DNA em alguns paises,
discutem a necessidade de normas, padronizagdo, o controle de qualidade e os cuidados na coleta e preservagéao
das amostras bioldgicas, para a adequada utilizagéo dessa tipagem de DNA, bem como as perspectivas para o Brasil
nesse cenario de avango tecnoldgico. Abordam, também, os aspectos bioéticos que devem ser considerados na
utilizagéo dessa tecnologia.
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INTRODUGCAO

A ap"cagéo da tecno|ogia do DNA em investi- numa investigagéo criminal. Portanto, acoletae pre-
gacdes forenses cresceu rapidamente nos Ultimos ~ Servagao dessas amostras precisam ser garantidas
15 anos'®. Entretanto, as evidéncias de DNA que ou a comunidade forense nao sera capaz de usaressa
ndo sdo apropriadamente coletadas, documentadas, ~ notavel tecnologia para o interesse da justiga™.
reconhecidas e preservadas podem ser invalidadas As maiores fontes produtoras de amostras de
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DNA sao o sangue, o liquido seminal, a medula 6s-
sea, 0 cérebro, os musculos, a pele, a polpa dentaria
e manchas secas de sangue em tecido ou outra su-
perficie'®'. Tais amostras, quando em boas condi-
¢oes, devem conter células nucleadas (DNAN) ou DNA
mitocondrial (DNAmt) para serem usadas na identifi-
cacao forense. Células nucleadas podem ser encon-
tradas na saliva ou urina. Cabelos de queda natural e
0ssos de exumados também sdo outras fontes de
DNA, porém degradados'®'2. Ainda tecidos organicos
néo putrefeitos, fixados em formol e embebidos em
parafina, podem conter DNA n&o degradado.

O espaco fisico, especialmente em laboratorios
de andlise forense, deve ser levado em consideragao.
Consideremos os procedimentos de fluxo de traba-
Iho nos testes de DNA forense baseados na ampli-
ficacao pela PCR ( Polimerase Chain Reaction), que
exigem: o local onde se extrai o DNA, local onde se
realiza a quantifica¢ado e o protocolo de preparacéo
da PCR, assim como a area e o tempo separados
para o processo de amplificacdo, cuidados na mani-
pulagéo de materiais, armazenamento das amos-
tras-evidéncia, extratos de DNA e produtos de PCR3,

O que determina a escolha dos kits de ampli-
ficacdo de STRs - marcadores conhecidos como
repeticbes curtas em sequéncia (Short Tandem
Repeats) de DNA - é a compatibilidade dos corantes
da sequéncia iniciadora (primers) com o laser do
equipamento e o conjunto de filtros. Assim, o
analisador genético 310 ABI Prisméa e o
Sequenciador de DNA 377 ABI Prisma (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) podem ser usa-
dos com o ABI Ampf/STRa de nove-loci Profile
Plusd e o ABI Ampf/STRa de sete-loci COfilera
(Applied Biosystems), ou 0 GenePrintd dezesseis-
loci PowerPlexd 16 amplification (Promega
Corporation, Madison, WI, USA). O scanner fluo-
rescente Hitachi FMBIOA Il (Hitachi, Alameda, CA,
USA) é usado com o GenePrintd PowerPlex& 1.1
de oito-loci e o GenePrintd PowerPlexa 2.1 de
nove-loci (Promega Corporation)33,

Para avaliar o desempenho de sistemas de
STRs, multiplex (3 ou 4 locinuma mesma reagéo) e
megaplex (16 loci numa mesma reagao), foram
utilizadas amostras de extratos de DNA de ossos
antigos e de dentes de 8 a 50 anos. Os sistemas
Ampf/STRprofilera kit, Ampf/STR Profiler Plusa kit,
Ampf/STRCOfilera Kit e o sistema PowerPlexa 16
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mostraram ser sistemas de amplificacdo de multiplex
de STRs muito sensiveis que puderam ser usados
com sucesso mesmo quando nao havia DNA huma-
no detectavel no processo de quantificagao™.

Na determinacdo de sexo o locus da
amelogenina que, por coincidéncia, € o gene para a
polpa dentaria, mostra uma variagdo de comprimen-
to do DNA entre os sexos. A forma feminina do
gene contém uma delecéo de 6 pares de bases e
produz um fragmento menor quando amplificado pela
PCR. Quando analisados, o individuo do sexo femi-
nino, com dois cromossomos X, ira mostrar uma
Unica banda enquanto o do sexo masculino, duas
bandas, uma equivalente ao cromossomo X e outra
equivalente ao cromossomo Y2,

Os produtos de amplificagcdo da PCR,
especificos do cromossomo X e Y, sao curtos, 106/
112 ou 212/218 pares de bases, oferecendo uma
vantagem com relagdo as amostras de DNA degra-
dadas ou quando quantidades limitadas de material
estao disponiveis'™’®,

O reconhecimento da necessidade de critérios
e normas de tipagem de DNA dentro da comunidade
forense nos Estados Unidos resultou na formagéo
de um grupo nacional de cientistas forenses no final
de 1980 chamado TWGDAM (Technical Working
Group on DNA Analysis Methods). Esse grupo pu-
blicou uma série de normas para a tipagem de DNA
forense, incluindo o roteiro de 1991 e 1995 ( Guidelines
for Quality Assurance Program for DNA Analysis
1991 e 1995)'"'8, Utilizando o roteiro da TWGDAM
foi implementado em outubro de 1998 o roteiro na-
cional de testes de DNA forense em laboratérios
publicos, também conhecido como padrdes do FBI
(Federal Bureau of Investigation Standards) ou pa-
drdes nacionais, com a finalidade de se obter
certificagao/credenciamento®. Esses padrdes inclu-
em programas de testes de DNA interno, visando a
seguranca na qualidade, organizacéo e administra-
cado, instalacdes de pessoal, controles das
amostras-evidéncia, validagao dos métodos do la-
boratdrio, procedimentos analiticos, calibragédo e
manutencao de dados, testes de proficiéncia, agcdes
corretivas, balangos e padrdes dos fornecedores™.

A formagéao do Grupo de Perfil do DNA Euro-
peu (EDNAP - European DNA Profiling Group) teve
inicio em 1989 como uma associagao informal de
laboratdrios europeus e organizagdes da policia e
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institutos universitarios que realizavam trabalhos
forenses. Esse grupo representa a Comunidade Eu-
ropéia, assim como os paises do Leste Europeu.
Seu principal objetivo é a padronizagéo da tipagem
do DNA, realizando exercicios entre os membros
do grupo, para alcangar a comparabilidade de resul-
tados de tipagem?. Além do EDNAP, acima citado,
ha o Grupo Espanhol e Portugués (GEP) da Socie-
dade Internacional de Hemogenética Forense?'.

No Brasil, temos representantes no Grupo
Ibero-Americano de Trabalho em Analises do DNA
(GITAD), criado em 1997 pelos irmaos Miguel e José
Lorente (Espanha)?'2223,

Em abril de 1999, a Sociedade Brasileira de
Medicina Legal editou, como um primeiro exercicio,
um “caderno de intengdes em testes de paternida-
de”, com normas de conduta, aspectos de como
devem ser os laboratorios, a identificagao, coleta de
espécimes e documentagao, calculos e relatdrios®.

Considerando que, atualmente, todos os
estados da federagéo ja possuem laboratérios para
andlise de vinculo genético (Institutos de Crimina-
listica, laboratdrios de Universidades ou laboratérios
particulares)?, no futuro proximo é possivel que esse
“Caderno de Intengbes” transforme-se num ver-
dadeiro “Cddigo de Normas” e se possa ter, para o
Brasil, um padrao préprio, associado a um Controle
de Qualidade Nacional.

DNA e banco de dados

O FBI (The federal Bureau of Investigation),
agéncia americana de investigacao, tem sido lider
no desenvolvimento de tecnologias para genotipagem
de DNA para uso na identificag&o de criminosos. Em
1997, a Divisdo de Ciéncias Forenses do FBI selecio-
nou 13 loci de STRs que iriam constituir o banco de
dados de individuos condenados americano, deno-
minando-o de CODIS (Combined DNA Index System).
Os treze loci que fazem parte desse sistema sao:
VWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D13S317,
D7S820, D16S539, D3S1358, D5S818, THO1, TPOX
e CSF1PO. Nas pericias forenses criminais € reali-
zada uma comparacao dos resultados obtidos com
atipagem do DNA de uma evidéncia bioldgica retira-
da da cena de um crime com a tipagem do DNA de
um suspeito e/ou da prépria vitima. Ocorrendo a com-
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binagéo genotipica das duas amostras nos 13 loci
do CODIS h& uma confirmagéo de que essas amos-
tras sao provenientes do mesmo individuo?. Atual-
mente, a analise do DNAmt também esté incluso no
sistema CODIS, USAZ,

Os avancgos nos programas de DNA forense,
seguramente, tém acompanhado o desenvolvimen-
to de equipamentos e dos kits de tipagem de DNA.
Assim, os laboratdrios forenses vém rapidamente se
adaptando e substituindo os marcadores genéticos
e seus respectivos instrumentos de analise. Muitas
vezes, esses laboratérios necessitam de mudancas
drasticas, como a automagéao, quando o objetivo é
analisar 10.000 a 20.000 amostras por ano, com a
maxima eficiéncia e qualidade, com custos baixos e
com o minimo de tempo de resposta?’. Nos Estados
Unidos, quando a Divisao de Ciéncias Forenses ini-
ciou a substituicdo do Banco de Dados de tecnologia
de RFLP pela tecnologia de STRs, ocorria uma mé-
dia de um acerto em um total de 2900 amostras de
acusados condenados que entraram no Banco de
Dados. Entretanto, em 31 de dezembro de 2000,
ocorria uma média de um acerto no total de 700
amostras que entraram no Banco de Dados, aumen-
tando-se a eficiéncia na ordem de quatro vezes?® .

Em 1999, a Espanha demonstrou pioneirismo
ao implantar oficialmente um programa para tentar
identificar cadaveres e restos humanos que nao
puderam ser identificados pelo uso dos métodos fo-
renses tradicionais. Esse programa foi chamado de
“Programa Phoenix”, onde s&o gerados dois bancos
de dados de DNAmt independentes, que podem
automaticamente, comparar e cruzar sequéncias si-
milares ou idénticas. Um deles é o Banco de Dados
Referéncia, com sequiéncias de DNAmt de parentes
maternos das pessoas desaparecidas, que fornecem
amostras de células de raspado bucal, volunta-
riamente; o outro é o Banco de Dados Questionado,
obtido de DNAmt de restos e cadaveres de indivi-
duos desconhecidos?23,

Na lugoslavia, como resultado dos conflitos da
ultima década, cerca de 30.000 pessoas estao de-
saparecidas. Em 2000, foi estabelecido formalmen-
te um programa da Comisséo Internacional de Pes-
soas Desaparecidas (ICMP — International
Commission of Missing Persons), gragas a colabo-
racdo de vdrias corporagdes governamentais e
privadas, numa tentativa de realizar a identificacdo
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humana através de uma rede com a alianga politica,
centros de acesso as familias e laboratérios de DNA
em toda a antiga lugoslavia. Seguindo o Programa
DNA, os laboratdrios de DNA da Bésnia-Herzegovina
(BH), Saravejo e Banja Luka tém-se dedicado em
larga escala a tipagem de sangue e se equipado com
os sistemas STR multiplex e DNAmt em dot-blot,
desenvolvido pela Roche?®.

A identificacdo de restos humanos de
pessoas desaparecidas representa um problema
crescente, tanto em paises da Unido Européia quan-
to da América Latina®

Em dezembro de 1995, o presidente Fernando
Henrique Cardoso sancionou a Lei 9.140, dispondo
sobre “o reconhecimento das pessoas desapareci-
das em raz&o de participacdo ou acusagéo de parti-
cipagao , em atividades politicas, no periodo de 2 de
setembro de 1961 a 15 de agosto de 197925,

Grandes e relevantes esforgos tem sido conti-
nuamente realizados para identificar cadaveres e res-
tos humanos, apds guerras, problemas sdcios politi-
cos, desastres de massa e por causa da propria di-
namica das sociedades modernas. Em muitos ca-
s0s, 0 uso da tipagem de DNA pode oferecer uma
resposta definitiva para a identificagao de vitimas e
pessoas desaparecidas®'.

Por outro lado, simultaneamente aos avangos

tecnoldgicos na ciéncia forense, a geragao de banco
de dados, pode ser vista por alguns como “temero-
sas para a sociedade”.

No Brasil, a exemplo da Espanha, uma possi-
bilidade da geracéo de banco de dados, que nédo
compromete os direitos individuais e sociais, é a
doacéo voluntaria de amostras bioldgicas de famili-
ares de pessoas desaparecidas. As amostras
doadas voluntariamente, “apds consentimento in-
formado”, gerariam um banco de dados “civil” para
interesse dos proprios familiares de desaparecidos.
Apods 30 anos de espera, para alguns familiares, a
solucao para a identificagdo de restos que podem
pertencer a um desses desaparecidos seria a cria-
¢éo de um programa de banco de dados de DNA
estruturados. No entanto, para que essa ferramenta
tenha o seu uso validado e garantido € necessario
que se tome os devidos cuidados nos procedimen-
tos de controle de qualidade e nos preceitos éticos.

Com a aplicagao crescente dessa tecnologia
da andlise do DNA, torna-se imperativa a criagéo
de programas nacionais e a cooperacgao inter-
nacional com paises como a Espanha (GITAD),
Inglaterra (EDNAP) e os Estados Unidos (Armed For-
ces e FBI) nesse esforgo de identificagdo de pes-
soas desaparecidas.
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ABSTRACTS: In the last years, with the development of the molecular biology and the DNA typing methods,
forensic analysis have been used world wide to solve identity issues with considerable success. The authors
describe the fast evolution of these techniques, the creation of data bank in some countries, discusses the
need of rules and standard procedures of collection, preservation of the biological evidence samples and the
quality control for adequate utilisation of this DNA typing analysis, as well as the perspectives for Brazil in this
technological advanced scenario. The procedures of quality control and bioethics are emphasized to garantee

and validate the use of this technique.
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