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RESUMO

A pericia criminal esta a servico da esfera juridica, utilizando de seus métodos cientificos e
procedimentos multidisciplinares, auxiliando nas investigacGes forenses, para determinar
materialidade da dinamica do fato delituoso e apontar possivel autoria. Uma das areas de
atuacdo da pericia que vem crescendo com grande destaque é a Biologia Molecular, a partir de
técnicas avangadas que buscam realizar confronto de materiais genéticos, coletados na cena
do crime. O presente estudo busca abordar os exames moleculares na pericia, analisar os
vestigios mais encontrados em acGes criminosa, como as manchas de sangue, que geralmente
sdo descobertas por meio de técnicas de quimiluminescéncia. Esse material ira passar também
para area laboratorial, podendo ser empregado PCR e Eletroforese para estabelecer o DNA de
um perfil especifico. Este vestigio contribui para ao inquérito policial e identifica¢do do sujeito
ativo do fato criminal. Por meio de tecnologias avancadas, permitindo comparacgdes entre DNA,
chegando, autoria do fato criminoso, através de evidéncia cientifica. Para este estudo foi feito
uma revisdo bibliogréafica, com pesquisa em varias fontes, como, livros, teses e artigos
cientificos, com a finalidade de contribuir para o desenvolvimento do tema, mostrando sua

importancia na resolugdo de crimes, auxiliando no avanco da pericia criminal.

Palavras-chaves: Pericia; Biologia Molecular; DNA;



SOUZA, ANA CAROLINA. IMPORTANCE OF MOLECULAR EXAMINATIONS IN
CRIMINAL EXPERIENCE. 2023. 45 folhas. Monografia de Conclusao de Curso- FASIPE-
Faculdade de CPA.

ABSTRACT

Criminal expertise is at the service of the legal sphere, using its scientific methods and
multidisciplinary procedures, assisting in forensic investigations, to determine the materiality of
the dynamics of the criminal event and identify possible authorship. One of the areas of expertise
that has been growing with great prominence is Molecular Biology, based on advanced techniques
that seek to compare genetic materials collected at the scene of the crime. The present study seeks
to address molecular examinations in forensics, analyzing the traces most commonly found in
criminal actions, such as blood stains, which are generally discovered through chemiluminescence
techniques. This material will also be transferred to the laboratory area, and PCR and
electrophoresis can be used to establish the DNA of a specific profile. This trace contributes to
the police investigation and identification of the active subject of the criminal act. Through
advanced technologies, allowing comparisons between DNA, arriving at the authorship of the
criminal act, through scientific evidence. For this study, a bibliographical review was carried out,
with research in various sources, such as books, theses and scientific articles, with the purpose of
contributing to the development of the topic, showing its importance in solving crimes, helping to

advance criminal expertise.

Keywords: Expertise; Molecular biology; DNA
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1. INTRODUCAO

A pericia é uma pratica que vem sendo abordada ha séculos atrds em diversas
civilizagdes, juntamente com os conhecimentos da medicina legal e criminalistica, ciéncias que
regem a atividade pericial. Registros historicos demonstram que as civilizacdes egipcias, gregas
e romanas utilizavam dos conhecimentos de estudiosos da época para colaboracdo de
esclarecimentos acerca de crimes. A pericia criminal esta atualmente disposta no Codigo de
Processo Penal (CPP). Portanto, sua atividade visa corroborar com as investigagdes criminais,
por meio de uma analise criteriosa de vestigios na cena do crime, em que, pode-se levantar
autoria do fato delitivo e dindmica de como ocorreu o crime. Para que o percurso da atividade
pericial obtenha sucesso em suas diligéncias, é imprescindivel a utilizacdo do método técnico-
cientifico, que abrange diversas areas do conhecimento, tais como biologia, fisica, quimica e
matematica. Esse método, permite que a prova tenha um embasamento em fatos que foram
estudados e devidamente comprovados, 0 que apresenta maior veracidade do que provas
oculares, que podem ser falhas (SANTOS, 2018).

No Brasil a profissdo é exercida pelo perito criminal, profissional que possui
autonomia técnica e cientifica, sendo funcionalmente dotado de conhecimentos especializados
em determinada area do conhecimento humano, utilizando desses para esclarecimento de fatos
de interesse judicial. Este deve ser portador de curso superior e com idoneidade comprovada.
Por esta profissdo abranger varias areas do conhecimento, pode ser desempenhada por diversas
profissbes, como quimicos, engenheiros, bidlogos, biomédicos, dentre véarias outras. Através da
analise minuciosa dos vestigios encontrados na cena do crime, 0 perito vai trazer materialidade
para o fato, por meio do laudo pericial, que possui um peso grande na decisdo judicial
(SANTOS, 2018).

Fundamentando-se pelo principio da observacdo ou teoria de Emond Locard (1997)
que diz: “todo contato deixa uma marca”, pode inferir que toda infracdo penal deixa vestigios,

podendo ser eles visiveis ou latentes. Para que os vestigios sejam analisados, é de extrema
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importancia, que o local de crime esteja preservado com isolamento da cena, caso ao contrario
o levantamento pericial dos vestigios pode apresentar uma complexidade maior. Para ndo ser
prejudicada a integridade dos vestigios, o cddigo de processo penal aborda sobre a realizacdo
da cadeia de custddia, em que consiste em um conjunto de procedimentos para documentar a
ordem cronoldgica dos vestigios. Estes registros minuciosos sdo empregados desde a
preservacdo do local, estabelecendo o inicio da cadeia de custodia externa e, posteriormente,
serdo submetidos analises laboratoriais, etapa da cadeia de custddia interna (SILVA, BASTOS,
OLIVEIRA, 2022).

Os exames moleculares s&o uma das principais maneiras de auxiliar a justica, pelo
reconhecimento do material genético no lugar da violagdo penal. 1sso ocorre devido ao DNA
ser unico para cada individuo, o que assegura um resultado com maior exatiddo, colocando o
proprietario do material genético no local do crime. Externamente é empregado testes para
deteccdo e diferenciacao de sangue oculto como o luminol e Feca-cult. Na parte interna, ou seja,
laboratorial o material da cena do crime é submetido a utilizacdo de técnicas de biologia
molecular que permite atraves de vestigios biologicos, como fios de cabelo, sangue, urina,
saliva, dentre outras amostras, obter o material genético por meio de métodos de alta
complexidade.

Ap0s 0 processamento dessas amostras é possivel indicar o provavel suspeito do delito
ou até mesmo inocenta-lo. Técnicas modernas sdo empregadas nos laboratérios forenses a fim
de se obter praticidade e qualidade nos resultados das amostras, entre elas estdo: o gPCR (real-
time polymerase chain reaction) em que visa amplificar determinada sequéncia de STRs (Short
Tandem Repeats), e gerar copias de uma regido especificas, que vao ser quantificadas por meio
do uso de marcadores que emitem fluorescéncia. A técnica de eletroforese, visa isolar e
identificar fragmentos do DNA. Assim, ambas permitem a realizacdo de confrontos genéticos
através de um banco de dados genéticos. Portanto, essa prova vai ser uma das evidéncias de
maior importancia, por relacionar uma pessoa, com aquele DNA que foi encontrado na cena do
crime (HERCULES, 2014; SANTOS, MONTENEGRO, 2023).

1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Este estudo tem por objetivo descrever os exames moleculares na pericia criminal,
observando as técnicas utilizadas para a realizagdo dos testes e seus possiveis resultados, para

identificar o criminoso que cometeu o fato delitoso, através de evidéncias cientificas.
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1.1.2 Especificos

o Abordar os processos de coleta e transporte da amostra biologica presente na cena
do crime;

o Discutir arespeito da importancia e contribuigéo da atividade pericial na resolucao
de casos;

o Descrever e identificar a relevancia dos exames moleculares para a identificacéo
do criminoso;
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2. METODOLOGIA

Para a realizacdo do presente trabalho foi utilizado uma abordagem qualitativa com
base em fontes bibliograficas coletadas por meio das plataformas de busca: Scielo, Pubmed,
Google académico, além de livros, teses, dissertacdes e sites eletrénicos cientificos. Os critérios
de inclusdo utilizados foram, livros dos anos de 1969 até 2015. J& os artigos incluidos no
trabalho foram publicados durante o periodo de 23 anos, na lingua inglesa e portuguesa
implementando descritores como: Exames forenses, genética forense, vestigios, STRs,
marcadores genéticos e DNA. Os critérios de exclusdao foram aplicados a artigos que néo
abordem temas relacionados com a pericia, &rea forense e biologia molecular.

Este método de pesquisa cientifica consiste em realizar uma revisdo, abordando e
difundindo o presente tema sobre as ciéncias forense e molecular, a fim de aperfeicoar o
conhecimento a respeito desses assuntos, em que foi realizado por meio de outras obras ja
existentes, como artigos, teses e livros para refinar o conhecimento cientifico. Por conseguinte,
é fundamental para todo trabalho cientifico, ajudando na evolucéao tedrica de um estabelecido
tipo de linha de pesquisa (SOUSA, OLIVEIRA, ALVES, 2021).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O trabalho do perito criminal

As atividades periciais s@o de extrema complexidade, exigindo uma conduta
profissional de responsabilidade e moralidade. A pericia se encontra em uma estrutura
subordinada aos 6rgdos de seguranca publica, como na esfera federal, a policia federal e, na
esfera estadual, a policia judiciaria. Por estas razdes seguem a legislacdo do determinado
estado que se encontram, apesar destes aspectos, a pericia deve se preceder de imparcialidade
e autonomia. Para que ocorra a realizacao de suas atividades plenamente, para ser transmitida
a veracidade dos fatos de forma transparente e justa. Devido a esses fatores, em alguns
estados brasileiros, a pericia formou institutos proprios se separando da policia civil,
passando a se denominar policia cientifica, com essa desvinculacdo passou-se a ter autonomia
prépria e hierarquia iguais aos outros 6rgdos de policia (SILVA, BASTOS, OLIVEIRA,
2022).

O perito oficial criminal é um profissional que auxilia a justica, sendo um servidor
publico, concursado, desempenhando funcdo estatal, legalmente prevista na legislacéo
brasileira. Os especialistas de diversas areas do conhecimento atuam entre os cargos de perito
médico-legal, perito odontologista e perito oficial criminal, desde que tenha comprovada a
idoneidade profissional, baseando em seu conhecimento técnico-cientifico para se
estabelecer a verdade do fato criminoso, a partir da minuciosa interpretacdo e analise de
vestigios deixados na infragdo penal. O que ira constituir um exame de corpo de delito
(SILVA, BASTOS, OLIVEIRA, 2022).

Para Hélio Tornaghi (1989) a expressao corpo de delito indica:
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Corpo de delito é tudo quanto pode ser usado como prova material do crime: o
objeto fisico da agdo criminosa (p. ex., o corpo lesado), os instrumentos do crime,
0 produto da infracdo, os efeitos que caem sob os sentidos, isto €, podem ser
vistos, ouvidos, tocados, cheirados, degustados (TORNAGHI. 1989, p. 17).

A partir deste pressuposto presente na lei, € substancial a importancia do perito
criminal na elucidacdo de contravencdes penais, devido se dotarem de um discernimento,
com embasamento em técnicas que possuem validagdes cientificas, sobre os componentes
materiais encontrados no local de crime e levantando a materialidade do fato, o que
contribuird para elaboracdo do laudo pericial, um documento que oferece elementos
indispensaveis para a decisédo judicial (SILVA, BASTOS, OLIVEIRA, 2022).

H& uma divisdo nas atividades periciais, o perito oficial criminal pode atuar em
locais de crime ou em laboratérios forenses. O local de crime é uma area de interesse a justica
criminal, exigindo do perito organizacdo e uma avaliacdo inicial precisa do local, pois cada
crime é unico. Abordando uma rotina muito imprevisivel, devido a esses fatores, durante o
levantamento do local pode surgir diversas intercorréncias, por estes profissionais estéo
expostos a varios perigos de saude e seguranca. Na area laboratorial, sdo levadas as evidéncias
materiais encontradas no local, cada vestigio, sera encaminhado para seu respectivo
laboratdrio, para passarem por minuciosas analises, sendo submetidos a técnicas diversas,
para fornecer provaveis informacdes a investigacdo forense (BARROSO, 2010; DEL-
CAMPO, 2008).

3.2 ldentidade e procedimentos de identificacé@o - antropologia forense

A antropologia forense é uma ciéncia que esta presente desde o século XIX, ela é
considerada uma area da Antropologia, e que possui um valor muito importante nas
investigacBes criminais e acBes judiciais. Sua finalidade é estabelecer a identidade de um
individuo, valendo-se dos conhecimentos das ciéncias anatbmicas empregados em processos
de identificacdo, portanto, avalia tanto cadaveres quanto pessoas vivas, em casos de
desparecimentos. Essa determinacéo é preceituada a partir dos conhecimentos da medicina
legal, através de analises minuciosas, o que subsidia informag6es como idade, sexo, estatura,
data e a circunstancia da morte (HERCULES, 2014; CUNHA, 2017).

Os conceitos sobre o que realmente seria a identidade séo relativas, mostrando-se
subjetivo, pois, conforme o tempo passa, as pessoas modificam suas aparéncias, conforme
envelhecem. O conceito subjetivo, estaria ligado a consciéncia da pessoa de quem ela é

durante sua vida e pela forma que sdo estabelecidas as suas caracteristicas que permite
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individualiza-la. Porém, para &mbitos da antropologia forense a identidade de uma pessoa €
conceituada como conjunto de caracteres individuais, que devem permanecer durante toda a
vida, que podem distingui-la dos outros seres humanos, portanto consiste em uma unicidade
e imutabilidade de suas caracteristicas. Em vista disso, € muito importante o estabelecimento
da identidade p6s- mortem, para ser encerrada a vida do ponto de vista juridico (HERCULES,
2014).

O processo de identificacdo é nada mais do que o método utilizado para se obter a
identidade de uma pessoa. Sendo um processo que foi evoluindo ao longo dos anos, pois a
identidade de um individuo s6 deve ser definida quando hé certeza dos fatos, ndo podendo
haver davidas. Para que o processo contenha uma veracidade na pesquisa dos elementos
deve-se analisar 0 conjunto de sinais e dados peculiares que também sdo chamados de
elementos sinaléticos, esses tém por finalidade individualizar um sujeito a fim de excluir os
demais. Os conjuntos de elementos sinaléticos para serem considerados eficientes devem
dispor de quatro exigéncias, que sdo: classificabilidade, unicidade, praticabilidade e
imutabilidade. (HERCULES, 2014; FERNANDES, 2015; CUNHA, 2017).

Os sinais utilizados em individuos vivos podem ser sinais funcionais, psiquicos ou
fisicos. J& em casos de cadaveres, os Unicos elementos que podem ser analisados sdo as
caracteristicas fisicas, porém, é provavel terem algumas interferéncias na identificacédo post-
mortem em razdo de qual condi¢do for encontrado o cadaver, quanto mais tempo levar para
a realizacdo do exame perinecroscopico ou da autopsia, mais obstaculos no processo de
identificagdo serdo observados (Figura 1).

Figura 1 - Impressdo digital com nicleo e delta.

Miclen
Muclen
Defls
\ Defla
/f‘\\\\h. " /_\‘
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Fonte: COSTA, (2001
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Essas técnicas antropoldgicas sdo aplicadas nas pesquisas de corpos carbonizados,
encontro de ossadas, cremagédo, dentre outros. Todos esses elementos contribuem para o
aumento de resolucdo de crimes, além destas técnicas, métodos complementares baseados
nos avangos tecnoldgicos atuais como radiografia dos seios da face para confrontos,
reconstituicdo tridimensional do cranio por tomografia computorizada e reconstrucéo
facial, mostram a cooperacdo entre antropologia forense e a tecnologia atual
(HERCULES, 2014; CUNHA, 2017).

Os métodos de identificacdo ao longo do tempo foram passando por varias técnicas,
aprimorando-se e evoluindo até chegar aos dias atuais. No século XIX, um método de
identificacdo que foi muito utilizado na Franca, a antropometria, conhecido também por
bertilhonagem, criado por Alphonse Bertillon, caracterizava-se por buscar e estudar as
caracteristicas morfologicas do esqueleto, correlacionando com impressdes digitais para
identificar individuos adultos. Através disso, eram preparadas fichas com fotografias
sinalética de perfil e de frente, além de possuir medidas de estatura, comprimento de braco,
antebracos, dedos médios e minimos, ja no verso da ficha eram anotadas algumas
particularidades do individuo como tatuagens ou cicatrizes. A compara¢do para a
identificacdo do criminoso era por eliminacdo de determinadas caracteristicas, em ultimos
casos, quando ndo era possivel identificar por esses meios, entrava em critério a utilizacdo
dos sinais particulares e as impressfes datiloscopicas dos quatro primeiros dedos da mao
direita. Esse método para obter impressdes foi considerado sem praticabilidade e insuficiente,
motivo pelo qual foi adotado novos procedimentos (HERCULES, 2014; FERNANDES,
2015).

A elaboracdo do método datiloscépico foi progredindo ao longo dos anos, com
diversos estudos em que explicam o fato de 0 método superar os anteriores. Pelo fato de ser
considerado mais préatico, seguro e econdémico, ele € utilizado para a identificagdo criminal.
Para se obter uma maior dimens&o do quéo satisfatorio € esse processo de identificacédo é preciso
entender a ciéncia por tras dele (HERCULES, 2014; ROCHA, 2014).

A datiloscopia é uma area da papiloscopia na qual séo estudadas as impressdes das
extremidades dos dedos e suas caracteristicas. A pele é formada por um revestimento
superficial, o que constitui o tecido epitelial e outra com maior profundidade que contém
tecido conjuntivo, sendo respectivamente, epiderme e derme. E na epiderme em que v&o ser
encontradas algumas projecdes que irdo variar conforme a regido, em que vao formar as
cristas, sendo regides separadas por sulcos pouco profundos que irdo posteriormente serem
observadas nas formas de linhas (HERCULES, 2014; ROCHA, 2014).
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Muitos sistemas de classificacdo datiloscdpicos foram criados a fim de atender as
demandas e necessidades da época. Um dos mais imprescindiveis foi o sistema papiloscépico
criado por Juan Vucetich que, em 1896, substituiu o sistema de Bertillon. Vucetich foi um
antropdlogo, policial nascido na Crodcia. Ele criou o seu sistema de classificagdo com base
nos estudos de Galton, este método se mostrou um dos mais eficazes na identificacdo de
impressdes digitais, salientando a catalogacdo e arquivamento das impressdes dérmicas
papilares dos dez dedos das méos. Ele estabeleceu quatro tipos de simbologias que eram
empregadas as fichas decadatilares sendo elas: A (arco) que é auséncia do delta, I (presilha
interna) delta do lado direito, E (presilha externa) delta do lado esquerdo, e V (verticilo)
presenca dos dois deltas o qual designava o tipo das impressdes dos polegares. Os demais
dedos das maos foram atribuidos com nimeros como; 1 (arco), 2 (presilha interna), 3 (presilha
externa), e 4 (verticilo) (Figura 2) (HERCULES, 2014).

Figura 2 - Classificacdo datiloscopica evidenciando os deltas em relagdo a posi¢do encontrada nas impressdes
digitais.
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Fonte: Adaptado de GOMES (1969)
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3.3 As amostras biologicas e a importancia do sangue como vestigio

A investigacdo forense nos locais de crime, também conhecido como local do fato,
é considerado todo local que tenha ocorrido um fato juridico, que pode ser penalmente tipico,
e que necessita do esclarecimento da policia judiciéria. Portanto, a investigacao no lugar da
acdo criminosa € uma das etapas mais importantes na formulacdo de um possivel raciocinio
I6gico de como decorreu o crime, através do reconhecimento e coleta dos vestigios, no qual
sdo potencialmente relevantes para a solucdo do caso. Para muitos autores o local do fato é
considerado o bergo dos vestigios. Um dos principios fundamentais da criminalistica que
contribui para este pensamento € a teoria de locard que aborda “qualquer um, ou qualquer
coisa, que entre em um local de crime, leva consigo algo do local e deixa alguma coisa
para tras quando parte” (SOUZA, QUEIROZ, 2012).

Os diversos vestigios podem ser classificados em varios aspectos, conforme a sua
disposi¢do na cena, visiveis ou latentes, propositais ou acidentais. Além destes, um dos que
possuem um valor significativo, sdo os vestigios bioldgicos, como saliva, sémen, pelos, fios
de cabelo, sangue, dentre outros. Pelo fato de conseguir extrair o DNA, pode levantar indicios
de um determinado suspeito, mesmo que especificamente ndo consiga decretar um culpado
ou inocente. Estas técnicas relacionadas ao uso do DNA geraram um enorme avango para as
investigacOes, encarregando-se que diversos casos sejam elucidados e colaborando na
identificacdo de vitimas e suspeitos (SANTOS, MONTENEGRO; 2023).

O sangue é um dos vestigios biologicos, que predomina nas cenas. Manchas de
sangue podem ser encontradas na maioria dos locais de crime, porém, sdo mais comuns em
locais de crime contra a vida, crime de transito e crimes contra o patrimoénio. Na hematologia
forense, o estudo das morfologias das manchas de sangue é uma etapa muito importante, pois,
pode revelar como iniciou e como ocorreu o fato. Estudando a localizacdo, a quantidade e
dindmica das deposic¢Oes sanguineas, observa-se que essas caracteristicas, irdo depender da
superficie que se encontram, tamanho do ferimento que o tenha produzido, o tempo em que
se encontram no local, além de situacGes em que ndo forem encontradas manchas, € capaz de
presumir probabilidades de alteracdo da cena, como forma de manipular o percurso da
investigacdo (DEL-CAMPO, 2008; SANTOS, 2018).

Para que ocorra um levantamento ideal desse vestigio, é necessario ter uma
preservacdo adequada do local de crime, para evitar que sua integridade morfoldgica e

qguimica se altere. A auséncia da preservacdo da cena pode trazer dificuldades e



23

consequéncias para elucidagdo dos indicios, por estas questdes, o ordenamento juridico
dispde de um regulamento de procedimentos que devem ser seguidos a risco denominado
cadeia de custodia (SOUSA, QUEIROZ, 2012).

Um dos casos criminais mais famosos internacionalmente, que representa a
importancia desse processo e aborda as amostras de sangue como vestigios cruciais, é do ex-
jogador de futebol americano, indiciado por duplo homicidio. Na residéncia foram
encontrados os corpos de Nicole Brown, ex-mulher de Orenthal James Simpson, e de um
amigo da vitima. Na cena do crime os cadaveres estavam cobertos de sangue, havia gotas de
sangue que se afastavam dos corpos, marcas de pegadas com a numeracao de calgados que
apontavam suspeita para o ex-jogador (DEL-CAMPO, 2008).

Na pericia realizada foram recolhidas amostras do sangue presente no local, que
apresentaram ser compativeis com o material genético de O.J. Simpson, assim, todos 0s
vestigios apontavam a autoria do fato ilicito paraele. Porém, a defesa criminal de O.J. Exerceu
um papel muito perspicaz, explorando falhas nos procedimentos periciais, durante analise e
coleta dos vestigios e, dessa maneira, a defesa alegou que nédo teria uma garantia que as provas
da investigacdo seriam verdadeiras, devido a falha na cadeia de custddia, acrescentando que
a policia poderia ter facilmente implantado evidéncias falsas, para prejudicar o réu. Baseado
nessa estratégica defesa, em 3 de outubro de 1995, O.J. Simpson foi absolvido pelo crime de
homicidio (DELCAMPO, 2008).

3.4 Coleta e armazenamento do sangue

A coleta da amostra necessita de cuidados especiais, pois procedimentos equivocos
podem contaminar o material ou misturar materiais distintos. Além destas circunstancias, o
manuseio inadequado pode trazer riscos aos profissionais. As amostras devem ser
manipuladas com uso de luvas que sejam descartaveis, e a cada manuseio de amostras
distintas é necessario que elas sejam trocadas para que se mantenha a integridade dos
vestigios, bem como antes de serem coletadas, as manchas devem ser registradas por meio de
fotografia (HERCULES, 2014; DEL-CAMPO, 2008).

Existem métodos especificos para coleta, nos casos das manchas de sangue
encontradas secas em suportes solidos fixos, como em tetos e paredes, é recomendado coletar
com um algodao umedecido ou podem-se raspar as manchas e armazena-las em envelopes
de papel, com o objetivo de evitar a retencdo da umidade. Para uma posterior analise no

laboratdrio, os vestigios poderdo permanecer em temperatura ambiente inferior a 25 °C para
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minimizar as intercorréncias na amostra biolégica. (HERCULES, 2014; DEL- CAMPO,
2008).

Ja o0 sangue Umido, recomenda-se coletar com swab estéril seco, no caso de ser
encontrado sangue na forma liquida, pode-se utilizar seringas ou pipetas, ap0s esse
procedimento da coleta, a amostra deve ser acondicionada em tubo de coleta sanguinea com
propriedades anticoagulantes para que seja preservada as células sanguineas. E ideal também
que a amostra seja resfriada com gelo reciclavel, portanto sendo mais um fator que ira
contribuir para que seja mantida a integridade da amostra. Estas amostras também devem ser
acondicionadas separadamente (HERCULES, 2014; DEL- CAMPO, 2008; SOUSA,
QUEIROZ, 2012).

O transporte da amostra para o laboratorio forense deve ser feito pelo servidor que a
coletou, com assinatura do nome do respectivo profissional, devendo conter também a data e
hora. Apds isso, sdo recebidos o0s vestigios, este ato de transferéncia deve ser documentado para
manter a cronologia do mesmo. O armazenamento dos vestigios pode ser realizado de forma
provisoria ou definitiva, dependendo do percurso da investigacdo (HERCULES, 2014; DEL-
CAMPO; 2008).

3.5 Aimportancia da quimiluminescéncia e testes imunocromatograficos na pericia

Com o aumento de crimes hediondos, como homicidio qualificado, os vestigios
dispostos na cena do crime s&o 0s mais diversos possiveis, muitos deles visiveis a olho nu.
Contudo, em casos de alteracdo da cena, uma simples mancha de sangue pode se tornar um
vestigio latente, ou seja, a limpeza da mesma pode afetar o levantamento da dindmica do fato.
Dentre esses motivos, é imprescindivel que técnicas eficazes sejam aplicadas a estes tipos de
locais, para que os resultados sejam precisos, até mesmo quando néo € possivel observar 0s
vestigios. Sendo assim, o emprego de um fendmeno de luminescéncia, mais popularmente
chamado de luminol, fez-se uma das técnicas mais utilizadas para visualizar o sangue oculto
na area forense, portanto, revelando a morfologia das manchas de sangue que foram limpas
pelo criminoso (VASCONCELLOS, PAULA, 2017; FERREIRA, ROSSI, 2002).

O luminol é um sélido cristalino, que consiste em uma reacao de hidrazina com o acido
3-nitro ftalico, por intermédio do aguecimento com a posterior reducdo do grupamento nitro
do 5-nitroftalhidrazina para a formagéo do produto final. O método consiste em uma reagéo
de emissdo de luz, quando um atomo sofre uma transicédo eletrénica em que passa para uma

camada eletrénica mais energética e ao retornar para o seu estado fundamental, ele libera a
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energia em forma de luz, proporcionalmente a que ele absorveu. Portanto, para que a
quimiluminescéncia tenha efeitos positivos, existem alguns critérios para sua reagcdo, como
nimero de energia a qual € suficiente para que as moléculas consigam absorver e,
posteriormente, quando atomo voltar para seu estado fundamental e emitir luz na forma de
féton, sua faixa deve ter uma liberagcdo de luz por volta 170-300kJ/ mol. Conforme esses
fatores, a técnica apresenta uma alta sensibilidade, ampla faixa de resposta linear e
instrumentacao relativamente simples. Segundo alguns autores, a primeira vez que o luminol
foi empregado para a visualizacdo de sangue foi por Specth em 1937, na qual aplicou sobre
manchas envelhecidas que estavam sobre as pedras, observando o efeito da
quimiluminescéncia (VASCONCELLOS, PAULA, 2017; FERREIRA, ROSSI, 2002).

A utilizacdo do luminol em relacdo ao sangue, esta diretamente relacionada com sua
interacdo com a hemoglobina, constituida por um grupo de quatro cadeias polipeptidicas e
um grupamento prostético heme, que contém o ferro interagindo com o sistema pirrolico e
uma porgao proteica chamada globulina. Estudos abordam especificamente como acontece a
interacdo do luminol com sangue, mais exatamente com o ferro, que constitui a hemoglobina,
ocorrendo na por¢ao heme em que contém Fes+ em que sofre uma oxidacgao, o que equivale
a perca de elétrons, formando Fes+, gerando assim, uma reagdo de luminescéncia. O sangue
humano possui um maior tempo de duracéo e intensidade quando atua com o luminol. No
entanto, apesar deste parametro positivo, ainda ndo se pode distinguir sangue humano de
sangue animal, apenas com o fenbmeno da quimiluminescéncia, o que configura uma
dificuldade no ambito do levantamento do local de crime (VASCONCELLQOS, PAULA,
2017; FERREIRA, ROSSI, 2002).

Em vista disso, a utilizacdo de testes imunologicos, mais especificadamente ensaios
imunocromatograficos apresentam um alto valor na diferenciacdo de sangue humano para o
sangue animal. Isso ocorre por meio da formagéo de um complexo, um anticorpo monoclonal,
a anti-hemoglobina humana. Paises como Alemanha e Suica valem-se dessa técnica para
verificar amostras biolégicas coletadas em locais de crime, apresentando resultados
positivos, até mesmo em amostras com um periodo longo de tempo e obtidas de cadaveres
putrefeitos. Alguns dos testes comumente utilizados é o Hexagon OBTI sendo especifico
para a deteccdo de hemoglobina humana, porém, pode apresentar-se positivo para outros
fluidos corporais, que ndo seja o sangue, resultando em um falso positivo
(VASCONCELLOS, PAULA, 2017; LONGO, FILHO, VALADARES, ALONSO,
GONCALVES, AULER-BITTENCUR, 2011).

Outro teste que também é muito utilizado é Feca-Cult One Step Test, apesar de ser
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empregado no ambito forense, ele é inicialmente um teste laboratorial que busca identificar

sangue oculto nas fezes. O principio do teste consiste em uma tira que possui anticorpos

monoclonais, anti-hemoglobina humana e, em outra parte, anticorpos anti-camundongo.

Portanto, quando a amostra for inserida no teste e tiver a presenca de hemoglobina humana,

a amostra vai migrar ao longo da membrana, cromatograficamente por a¢do da capilaridade,

e se for positivo aparecera uma faixa de cor visivel na linha teste e outra na area controle. O

Feca- Cult One Step apresenta uma alta sensibilidade e eficacia na rotina forense,
contribuindo para a diferenciacdo do sangue (Figura 3)(VASCONCELLOS, PAULA, 2017,
LONGO, FILHO, VALADARES, ALONSO, GONCALVES, AULER-BITTENCUR,

2011).

Fonte: LONGO, FILHO, VALADARES, ALONSO, GONCALVES, AULER-BITTENCUR (2011)

Figura 3 - llustrag&o do tubo coletor do Feca-Cult
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3.6 O DNA e a importancia das técnicas moleculares na pericia

O DNA encontra-se presentes em todas as células nucleadas dos seres humanos,

condensado dentro dos cromossomos. E uma molécula que armazena diversas informagoes

sobre determinado organismo, que vai estabelecer a expressdo de uma caracteristica

fisiologica, ndo somente, mas também como vai influenciar no fendtipo de cada individuo,

para guardar informac6es genéticas e propagar para geragdes futuras. O DNA ¢ formado por

duas fitas dupla hélice ou cadeias polinucleotidicas, que contém um grupo fosfato e uma

pentose, a qual se denomina de desoxirribose, e também por bases nitrogenadas que se

mantém unidas pelas ligacdes ndo covalentes fracos, entre os pares. As bases nitrogenadas

sdo divididas em purinas, que sdo adenina e guanina, e em pirimidina, que consiste na timina

e citosina. A ligacdo entre as bases nitrogenadas sempre ira se der pelo ligamento de uma
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adenina com timina, e da guanina com a citosina. A fita deve seguir uma direcdo oposta de a
fita complementar, estabelecendo- se no sentido 3' — 5' e a outra, 5' — 3' (Figura 4)
(CECCATTO, 2015).

Figura 4 - Estrutura da molécula de DNA e a ligacdo dos nucleotideos.
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Fonte: WATSON E CRICK (Amabis, p. 152) (2001)

O DNA ¢ organizado de maneira condensada na forma de cromossomos, esse papel é
feito pelas subunidades proteicas, chamadas histonas, que sdo altamente conservadas
evolutivamente e carregadas positivamente, ligando-se ao DNA por relagbes idnicas. Em
algumas regiGes especificas dos cromossomos, pode-se encontrar 0S genes, que Sao
sequéncias do DNA que sd@o transcritas e carregam informacgdes sobre determinada
caracteristica, porém, possuem sequéncias que interrompem a sequéncia da proteina que sera
transcrita. Os introns sdo regifes nao codificantes em que serdo retiradas, e 0S exons
correspondem as sequéncias codificantes, que serdo unidas, e que ird dar origem ao RNAm,
traduzido no citoplasma em proteina. Esses processos de incluséo e retirada € denominado
splicing. Subsequente, o agrupamento de todos esses cromossomos denomina o que é
chamado de genoma (DECANINE, 2016; CECCATTO, 2015).

Com a evolucgéo da biologia molecular, desde meados da década de 80, o estudo a
respeito do DNA, tem crescido em largas proporcdes, se aprofundando em suas estruturas e
fungdes. Os avancos ja demonstram a capacidade de deteccdo de varias caracteristicas
comportamentais. Portanto, 0s avangos de novas técnicas, permitiu que a biologia molecular

abrangesse varias areas, uma delas € para fins de interesse da justica (LING, KAPLAN,
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BERRYSSA, 2021; DECAINE, 2016).

A Biologia forense € uma &rea que vem proporcionando aperfeicoamentos
significativos na investigacdo criminal desde a descoberta das impressdes digitais. 1sso
decorre através das técnicas de identificacdo humana, valendo-se de marcadores genéticos
ndo fenotipicos, por apresentarem altas taxas de polimorfismos, proporcionarem o anonimato
das pessoas que estdo sendo investigadas e ndo valendo de caracteristicas fisicas para a
interpretacdo dos fatos (BUENO, 2004).

O emprego dos marcadores torna-se de grande magnitude na identificacdo de
vitimas em desastres naturais, suspeitos em casos de estupro, homicidios e cadaveres em
estados de putrefacdo. Considera-se revolucionaria a aplicacdo de marcadores de DNA para
identificacdo humana, visto que a cronologia dos eventos comegou por meio da tipagem
sanguinea e por fim os marcadores STRs, que concedem uma maior especificidade dos
resultados (DECAINE, 2016).

Por conseguinte, 0 DNA, nas evidéncias forenses, sdo mais precisos que as
testemunhas oculares, que podem se deixar pela conturbagéo dos fatos vivenciados, e fazer
descricdes erréneas, colaborando para condenagdes injustas (LING, KAPLAN, BERRYSSA,
2021; DECAINE, 2016).

Segundo Weedn; Swarnen (1998):

Nunca uma nova prova cientifica recebeu desafios legais intensos e tdo altamente

debatidos. A evidéncia do DNA é tdo poderosa que a defesa tem pouco a escolher
a ndo ser atacar as provas com vigor substancial (SWARNEN. 1998, p.1435):

Com os avancos tecnoldgicos na area molecular, outros vestigios organicos,
representam um potencial interesse a esfera criminal, como, saliva, lagrima, bulbo do cabelo,
sangue.

Essas amostras possuem estabilidade quimica, além das diversidades génicas em um
segmento, no caso dos polimorfismos, que constitui uma alteracdo na sequéncia do DNA,
variando de um individuo para o outro, por meio de caracteristicas estruturais do DNA
(DECAINE, 2016; BUENO, 2004; SANTOS, MONTENEGRO, 2023).

3.7 Os marcadores genéticos mais utilizados no ambito forense

No meio forense, o sequenciamento de STRs para a identificacdo humana tem-se

apresentado muito rentavel e eficaz. Os STRs sdao marcadores de microssatélites (Figura 4)
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Figura 5 - Minissatélite e microssatélite encontrados no DNA.
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Fonte: BUTLER, (2005).

Eles possuem sequencias com repeticdes de dois a seis nucleotideos que seguem o
padrédo mendeliano de segregacéo, que irdo conferir uma variabilidade para diferentes tipos
de amostras, permitindo que identifique com exatiddo um individuo (SILVA, 2018;
OLIVEIRA, FILHO, 2018; DECAINE, 2016; FERNANDES, 2015).

Os microssatélites apresentam uma alta taxa de mutacdo, acontecendo em
cromossomos homologos, nos chamados loci, o que constitui de locais especificos do
cromossomo, em que existem polimorfismos. Essas mutagdes sdo herdadas geneticamente e
podem ser obtidas de qualquer parte do genoma humano. No entanto, os STRs ndo oferecem
informacdes sobre descri¢cdes fenotipicas, ou qual célula ou fluido que foi base para a
identificacdo do individuo, a partir desses sequenciamentos pode sé obter a informacao do
sexo do individuo. Esse método de identificagcdo por STRs € um dos mais utilizados, posto
isto, € comumente adotado por diversos paises, como Estados Unidos que possui o Combined
DNA Index System (CODIS), banco de dados em que sdo armazenados os perfis genéticos,
sendo gerenciado pelo FBI (Departamento de Investigacdo Federal). Para a associa¢do de um
perfil genético, a um determinado individuo, o FBI considera que na amostra de DNA
tenha pelo menos 13 loci para a realizacdo de uma analise em conjunto, a fim de que seja
considerado um resultado satisfatério, devido a improbabilidade de que duas pessoas possuam
0os mesmos alelos (SILVA, 2018; OLIVEIRA, FILHO, 2018; DECAINE, 2016;
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FERNANDES, 2015).

O Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) também constitui como um dos
marcadores genéticos utilizados nas pratica forense. Ele dispde de repeti¢es consecutivas de
minissatélites sendo regides altamente polimorficas. Os VNTR possuem uma semelhanca
com o0s STRs, porém, o que os diferenciam é que os STRs sdo sequéncias polimdrficas mais
curtas. Os VNTR apresentam em torno de 500 a 1000 pb (pares de bases), apesar destes
fatores, um dos empecilhos € que os minissatélites possuem uma consideravel instabilidade,
0 que confere um aumento e diminui¢do do nimero de cdpias passados de uma geracao para
outra. Em razdo de condi¢Oes como estas, 0 STRs mostra-se mais aproveitdvel (DECAINE,
2016; FERNANDES, 2015).

Quando a amostra biologica é encontrada em condic¢Bes, muito degradada, configura
um obstaculo para seu sequenciamento, entdo, sdo usados SNPs que vdo ser mutacoes
pontuais, em que ha substituicdo de um nucleotideo por outro, que podem estar distribuidos
por todo genoma humano. Eles geralmente sdao menos utilizados que os STRs, porém, ainda
possuem um valor importante na area forense (SILVA, 2018; OLIVEIRA, FILHO, 2018).

A utilizacdo de SNPs se torna adequada quando ele retém de 50 a 100 pb e,
geralmente, eles sdo mais encontrados em partes ndo codificantes, constituindo os introns,
contudo, ainda ha uma quantidade significativa de SNPs que se apresenta em genes
conhecidos do genoma. Apesar de algumas questdes sobre a utilizacdo desse marcador
genético, h& algumas caracteristicas que estdo envolvidas no meio forense para seu
sequenciamento, como SNPs para identificacdo, que vdo permitir fazer a individualiza¢do ou
exclusdo de determinada pessoa atraveés de uma amostra biolégica. Os SNPs também vao
estar presentes no DNA mitocondrial e nos cromossomos Y, devido a esses motivos, irdo ser
empregados em processos de identificacdo de pessoas desaparecidas ou desastres em massa.
A relacdo dos SNPs com o DNA mitocondrial esta estreitamente ligada ao fato que o DNA
ser mais resistente que o DNA nuclear, ndo se degradando facilmente, o que representa uma
maior probabilidade de ser encontradas copias em amostras bioldgicas degradadas (SILVA,
2018; OLIVEIRA, FILHO, 2018).

3.8 Técnica de PCR
Umas das técnicas moleculares mais comuns e utilizadas para determinar o material

gendmico é a amplificacio de DNA por reacdo em cadeia de polimerase (PCR). E um método

que transformou a Biologia Molecular, a Farmacia, Botanica e a Ciéncias Forense. E um
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procedimento in vitro que foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983, em que se estabeleceu
aideia de primer de PCR, juntamente com a utilizagdo de uma DNA polimerase termoestavel,
desenvolvendo também equipamentos para a realiza¢ao da técnica. Devido a estes feitos que
redefiniram a ciéncia, Mullis ganhou o prémio Nobel em 1993. A técnica inventada por Mullis
consiste em amplificar regides génicas especificas, correspondendo a um mecanismo de
sintese artificial na qual imita uma replicacio do DNA. Na é&rea forense, ela tem uma
importancia significativa, pois mesmo com pequenas quantidades de amostras organicas
como sangue, cabelo e pelos, a sensibilidade da técnica permite gerar uma grande quantidade
de cdpias, contribuindo para realizar confrontos genéticos (HERCULES, 2014; VIEIRA,
2011).

A tecnologia envolvida nessa técnica molecular consiste em trés etapas, sendo

necessaria a utilizacdo de alguns elementos como: a amostra, colocada em tubos (Figura 5)

Figura 6 - Tubos utilizados na técnica de PCR

Fonte: Autoral, (2023).

Os primers gque sdo os iniciadores da reacdo, na qual servem para localizar a regido
que deseja amplificar. Para que esses oligonucleotideos atuem de forma eficaz é preciso
manter estabilidade da concentracdo, em razdo de que, uma alta concentragéo, pode levar a
formacdo de dimeros, em contrapartida, uma baixa concentracdo, pode levar a uma ma
polimerizacdo. Os desoxirribonucledtidos trifosfatados (AINTP’s) se ligam a fita de DNA, para
isso, eles precisam ser escolhidos conforme a demanda, pois em altas concentragdes ou
baixas, podem causar interferéncias no procedimento, levando a resultados desfavoraveis. A
Taq polimerase € uma enzima extraida de uma bactéria denominada Thermus aquaticus, ela
é colocada no inicio da reagdo permanecendo até o final. Isso ocorre de devido ela ser
termoestavel, na qual possui uma vida média em torno de 35-40 minutos em temperaturas
altas. O MgCI2 ¢ necesséario porque na forma de Mg2+ se liga a polimerase, considerando
assim um substrato da mesma, para que ela atue. O tampdo € importante para reter o pH da

amostra controlado. E por fim um termociclador, o equipamento em que o tubo é colocado com
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todos os reagentes, para que ocorra a amplificagdo do material (OLIVEIRA, 2010; CRUZ,
2017).

O primeiro passo compreende na desnaturacdo da fita dupla hélice, que compreende
na abertura da mesma, pela ruptura das pontes de hidrogénio, por intermédio de um aumento
na temperatura em aproximadamente de 94 °C a 96 °C . Na segunda etapa ocorre anelamento
ou hibridizacdo, processo em que ha um pareamento dos iniciadores, que sdo considerados
fragmentos de uma fita simples de DNA, com extremidade 5“-OH que serdo ligados ao
segmento de DNA, ligando os pontos iniciais e finais, por atuacdo de uma temperatura de 45
a 60°C. A terceira fase equivale a extensdo, efetua-se em uma temperatura em volta de 72 °C
a 76 °C, em que a Taq DNA polimerase tem o0 seu maximo pico de atividade, que vai agir
pareando nucleotidos trifosfatados (ANTP’s) que estéo livres, com a outra fitado DNA molde,
promovendo extensao do mesmo, no sentido 5“-> 3. Apds esse processo ¢ realizado diversos
ciclos de aquecimento e resfriamento, com a finalidade que o DNA recém-sintetizado, atue
de molde para outras produgdes, dobrando a quantidade de DNA (Figura 6) (HERCULES,
2014; BONACCORSO, 2005; SOUSA, QUIROZ, 2012; OLIVEIRA, 2010).

Figura 7 - Etapas do processo da PCR.
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A PCR apresenta-se como uma técnica muito rentavel, além da sua sensibilidade e

especificidade. Porém, acham-se algumas particularidades que necessitam de atencédo, para a
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perfeita execucdo da técnica, como amostras contaminadas por polissacarideos, prejudicando a
amplificacdo do material genético. Outro fator que afeta o procedimento, é o aparecimento de
uma mancha denomina, smear estando relacionada as méas condicdes que o0 DNA se encontra
ao nested-PCR. Os resultados da PCR apds amplificacdo do material genético, sdo observados
por meio da eletroforese em gel. Portanto, esse material vai ser colocado em pocos no gel de
agarose ou poliacrilamida, que constitui a matriz, e atraves da inducao de uma corrente elétrica
esses fragmentos de DNA vao correr pelo gel, formando bandas que serdo analisadas
posteriormente (VIEIRA, 2011).

3.9 PCR em tempo real

A PCR em tempo real possui uma significancia importante na pericia criminal pelo fato,
de que muitas vezes as amostras bioldgicas encontradas no local de crime se apresentam
degradas ou sdo encontradas em pequenas quantidades, o que dificulta 0 sequenciamento
genético da amostra, porém, gracas a técnica de PCR em tempo real, pequenas quantidades de
sangue, podem ser utilizadas para gerar milhGes de copias. Em 1993, foi descrito por Higuchi
pela primeira vez o que chamamos de PCR em tempo real, PCR quantitativa ou também gPCR.
O mecanismo possui semelhangas com o PCR, porém, uma nova possibilidade foi adquirida,
permitindo quantificar as copias sintetizadas durante o procedimento, em razdo do brometo de
etidio estar ligado as moléculas de DNA, isso faz com que gere uma reacdo de fluorescéncia.
A partir disso foi criado um sistema em que possui um camera em que permite detectar a
sintetizacdo do DNA durante os ciclos. Portanto, € uma técnica automatizada de um alto
rendimento proporcionado uma deteccdo simultanea (OLIVEIRA, 2010; NOVAIS, ALVES,
2004).

As fases da técnica apresentam uma semelhanga com a da PCR convencional, sendo
elas: fase de crescimento exponencial, este ponto permite a quantificacéo certa e reprodutivel
baseado na fluorescéncia; fase de crescimento linear é a qual inicia o processo de degradagéo
em que os produtos séo consumidos; fase estacionaria atinge o maior nivel de degradacédo o
que corresponde a etapa final. Para que a quantificacdo seja precisa, sdo utilizados fluoroforos
que sdo moléculas que absorvem e expressam luminescéncia em um determinado
comprimento de onda. Eles devem ser colocados na amostra e emitir um sinal de
fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade que esté sendo sintetizada (OLIVEIRA,
2010; OLIVEIRA, REGITANO, ROESE, ANTHONISEN, 2007; CRUZ, 2017).

Essa replicagcdo vai ser capturada durante cada ciclo, para que isso ocorra
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perfeitamente, é necessario que o termociclador contenha uma esquematizagdo Otica para
excitacdo da fluorescéncia e um software de alta capacidade para realizar a anélise.
OLIVEIRA, REGITANO, ROESE, ANTHONISEN, 2007; CRUZ, 2017).

Para que a analise seja exata é necessario que a interpretacdo de alguns pontos. O
chamado threshold refere-se a um limiar de detec¢do, ou seja, 0 numero minimo de ciclos
para amplificacdo da amostra. O ponto em que o threshold se cruza com a linha de
amplificacdo da amostra permite determinar o numero de ciclos necessarios para o inicio da
amplificacdo da sequéncia alvo presente no DNA, esse valor serd chamado de Ct (cycle
threshold). Por Gltimo, a baseline é considerada o limiar minimo de deteccéo de fluorescéncia
(OLIVEIRA, 2010; OLIVEIRA, REGITANO, ROESE, ANTHONISEN, 2007; CRUZ,
2017).

Atualmente, a técnica pode ser baseada em duas metodologias principais: por
fluordéforos ou pelo uso de sondas especificas. O SYBR® Green é um fluor6foro que consiste
em uma cianina assimétrica, que vai emitir uma fluorescéncia verde em que serd medida e
na mesma proporc¢ao, o que determinara a quantidade especifica de DNA. Esse processo ira
ocorrer quando ele se ligar ao meio da fita de DNA recém-sintetizada, durante a atividade da
Tag DNA polimerase, em que esta reacdo serd excitada através do sistema 6ético do
termociclador, sendo simultaneamente monitorada (OLIVEIRA, 2010; NOVAIS, ALVES,
2004; CRUZ, 2017).

Na etapa de desnaturacdo do DNA, havera uma baixa na fluorescéncia devido ao fato
das moléculas se desprenderem. Em contrapartida, as moléculas que ndo se ligarem ao DNA
vao apresentar fluorescéncia insuficiente e o sinal produzido que vai aparecer na analise sera
muito baixo. Além dessas caracteristicas, a reacdo pode ocasionar mutacdes e, estudos vém
abordando que ele pode ser um agente cancerigeno, contudo o SYBR® Green oferece
vantagens imprescindiveis para a reacdo, sendo que ele pode ser utilizado para monitorar a
amplificagdo de qualquer sequéncia de DNA dupla-fita. Portanto, ndo sendo necessario a utilizagéo
de sondas, o que constitui uma facil manipulacdo, baixo custo e uma alta sensibilidade.
(OLIVEIRA, 2010; NOVAIS, ALVES, 2004; CRUZ, 2017).

A deteccdo com o fluoroforo deve ter uma optimizacao extensiva, uma vez que nao
é proprio para uma estabelecida sequéncia de DNA. As sondas especificas, sdo fragmentos
de DNA marcado por fluorocromo, utilizados na hibridizacdo de uma dada sequéncia de
DNA, o que permite detectar a amplificacdo de sequéncias de interesse, essa tecnologia é

descrita como TagMan®. Nesse procedimento é essencial a deteccdo e monitorizagdo da
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atividade exonucleotidica 5“-3* realizada pela Taq DNA polimerase. Este processo vai
mediar & separacdo do quencher da molécula fluorescente, durante a extensdo, pois a
separacdo do fluoréforo do quencher vai ocasionar o aumento da intensidade de
fluorescéncia, podendo ultrapassar o inicio CT. Portanto, essa metodologia vai conceder
beneficios de precisdo maiores que por outros recursos, ndo necessitando de processamento
da amostra p6s-PCR, além de ser uma técnica rentavel e de baixo custo (OLIVEIRA, 2010;
NOVAIS, ALVES, 2004; CRUZ, 2017).

3.10 A técnica de eletroforese no DNA forense

A eletroforese é uma técnica muito conhecida na &rea da biologia molecular que consiste
na separacdo de diferentes tipos de moléculas de DNA de acordo com seu tamanho, sob
influéncia de uma corrente elétrica e um gel de agarose. O deslocamento da particula é
decorrente de alguns critérios como uma carga efetiva, na qual o meio serd utilizado para
deslocamento (BRAMMER, 2001; OLIVEIRA, TRENTIN, CAMARGO, PINTO, MARTINS,
2015).

Sua origem foi em meados de 1937 por Arne Tiselius que desenvolveu estudos sobre
a técnica, a partir de baterias de automoveis que exerciam a separacdo de fragmentos sob meio
liguido. Com essas contribuicdes para a ciéncia, Tiselius conquistou um prémio Nobel.
Contudo, apesar de todos os incentivos a técnica apresentava limitacbes como a dificuldade de
aplicacdo, ficando limitada a pesquisas cientifica. Com o passar de alguns anos a técnica foi
aperfeicoando-se e, na década de 50, Curtis Willians e Pierre Grabar acabou realizando a técnica
a partir da precipitacdo de imunoglobulinas e com o passar do tempo, a técnica foi obtendo
melhorias, passando a utilizar outros tipos de proteinas. Com esses avancos, a eletroforese
passou a abranger diversos estudos da genética humana ndo sendo somente utilizado para o
diagnostico clinico, sendo aplicada também em estudos de plantas, microrganismos e animais
(BRAMMER, 2001; OLIVEIRA, TRENTIN, CAMARGO, PINTO, MARTINS, 2015).

Na eletroforese as proteinas ionizadas que possuem cargas negativas e positivas irdo
migrar pelo gel de agarose ou poliacrilamida que é matriz, esta mesma, é submetida a uma forga
eletroforética e eletroendosmética produzida por uma corrente elétrica, 0 emprego de uma
maior carga contribui para a velocidade que esses fragmentos irdo se mover pelo gel. Outro fator
que ira contribuir para a migragao serd o peso molecular desses fragmentos, sendo que moléculas

maiores tendem a correr menos pelo gel, localizando-se na parte de cima, porém as moléculas
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menores, poderdo ser observadas na parte de baixo da matriz (Figura 8), (Figura 9), (Figura 10)
(OLIVEIRA, TRENTIN, CAMARGO, PINTO, MARTINS, 2015).

Figura 8 - Demonstracdo dos po¢os em que séo colocados as amostras na cuba de eletroforese

Fonte: Autoral, (2023).

Figura 9 - Polo negativo e polo positivo em que as moléculas serdo atraidas

Fonte: Autoral, (2023).

Figura 10 - A migracdo das moléculas no gel.
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Fonte: Autoral, (2023).

Para a realizacdo da eletroforese é necessario ter polos, sendo assim constituidos por
um anodo (positivo) e catodo (negativo), eles vdo geram um potencial elétrico, fazendo que
a molécula DNA migre para o polo positivo (&nodo). Isso decorre do fato dela ser uma
molécula com carga negativa. Outro fator de influéncia é o tamanho molecular, por essa razéo
bandas com menor peso ficam na parte inferior, ja as de maior peso fica na banda superior.
A escolha do gel vai contribuir na analise, recomendando-se a poliacrilamida para fragmentos
pequenos, realizando sequenciamento de DNA tanto como RNA, e gel de agarose para
fragmentos maiores (NAOUM, 2010; OLIVEIRA, FILHO, 2018).

A técnica de eletroforese consiste em etapas, primeiramente € necessario realizar o
preparo da amostra, a agarose aparenta uma consisténcia de um gel gelatinoso, para sua
execucdo. Deve-se dissolver o p6 de agarose para a quantidade de fragmento de interesse,
adicionando a solucdo tampdo, que servird para manter o pH da eletroforese constante,
permitindo atroca de ions e elétrons. Apds a homogeneizacao, € levado para aquecer, de modo
em gue a substancia ira ficar transparente, logo apds, ird posicionar os pentes que vao produzir
0s pocos para colocar a amostra de DNA. Quando esfriar o gel, 0 mesmo sera adicionado a
uma Cuba de eletroforese, onde ficam os fios de platina que irdo produzir a corrente elétrica
(NAOUM, 2010). Posteriormente, sera misturada ao DNA uma solu¢do tampéo. Na solucédo
tampdo pode ser adicionado corante, que irdo ajudar a tonalizar a amostra, para serem
visualizadas as bandas ao longo da migracdo. Outra etapa importante é acrescentar
marcadores que va@o contribuir para visualizacdo dos tamanhos do fragmento. O conjunto
dessas bandas do DNA poderd ser observado através de fotografias ou esquemas
(BRAMMER, 2001).

A corrida do DNA vai consistir quando os fragmentos do DNA seré&o separados, sairdo
do poco e indo para gel, ocorrendo a migracao, por agdo da corrente elétrica. Sendo assim a
velocidade de migracdo da molécula vai ser proporcional a voltagem elétrica, sendo que, a
voltagem empregada na eletroforese é de 1 a 5 V/cm. Para a visualizacdo do seguimento é
recomendado incorporar um corante denominado brometo de etideo (EtBr), entre as bandas dos
acidos nucleicos, e por meio da incisdo de uma luz ultravioleta sob a amostra, ela ird emitir luz
(fluorescéncia) que serd proporcional a concentracdo de DNA. Portanto, a analise dessa amostra

apos submetida a técnica de eletroforese vai permitir o sequenciamento do material genético,
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que posteriormente, vai ser realizado um confronto de perfis no banco de dados genéticos, com
a finalidade de apontar o autor do crime (BRAMMER, 2001; NAOUM, 2010).

3.11 Banco de dados genéticos

O banco de dados genéticos constitui uma grande evolucao para a identificacdo na

area criminal, cominando de questbes cientificas e com uma tecnologia de amplo
desempenho, exerce um papel de grande relevancia no armazenamento de perfis genéticos
adquiridos de locais de crime chamados de “Indice Forense”. Por outro lado, o “Indice de
Criminosos” configura perfis de criminosos devido a crimes violentos. A anélise do DNA
vem se tornado cada vez mais importante para decisdes judiciais, além de contribuir com a
diminuicdo de condenacdo de inocentes, pois determina uma autoria delitiva muito precisa.
(CORDEIRO, 2021; SILVA, 2018; SOUZA, 2019).
Para que 0 manejo desses confrontos aconteca, permitindo uma analise criteriosa dos perfis,
foi empregados bancos de dados com software de alta tecnologia, como é no caso do CODIS
Combined DNA Index System. Esse sistema € um banco de dados genéticos criados pelos
Estados Unidos, no qual é gerenciado pelo FBI. Esse banco de dados foi criado com objetivo
realizar a interligacdo sincronizadas de unidades, como federais e, até mesmo
internacionais para o confronto de amostras de DNA, expressando uma elevada praticidade.
A implementacdo de um perfil no CODIS promove-se por alguns critérios, sendo um deles,
0 marcador genético, mais comumente o STRs, que deve possuir pelo menos 13 loci para ser
individualizada uma amostra. Essa analise em conjunto, permite uma maior exatiddo dos
resultados, esses fatores vao de encontro com a improbabilidade de que duas pessoas possuam
0s mesmos alelos. O fato da internacionalizacdo se da em razao da sele¢do do marcador STRS
também ser utilizado pela Gra-Bretanha em atividades da INTERPOL (DECAINE, 2016;
SILVA, 2018; SOUZA, 2019).

O Banco Nacional de Perfis Genéticos (BNGP) no Brasil esta regulamentado pela
lei n.°12.654, de 28 de 2012, na qual aborda sobre os processos de identifica¢do criminal por
meio da coleta de material genético. A Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos
(RIBPG) foi estabelecida pelo Decreto n® 7950/2013, se tratando de uma colaboragdo da
Secretaria Nacional de Seguranga Publica com a Policia Federal. O sistemaem que a (RIBPG)
utiliza € o mesmo que dos Estados Unidos, Combined DNA Index System (COIDS).
Atualmente no Brasil tem 22 laboratdrios de genética forense que integram a RIBPG, sendo

20 laboratorios estaduais, um sobre o comando da Policia Federal e mais outro laboratério



39

distrital. Portanto, os confrontos de perfis genéticos sdo feitos interestadualmente e que
também sdo compartilhados com outros paises por meio da INTERPOL (CORDEIRO, 2021;
RELATORIO DA REDE INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS, 2023).

A contribuicdo do Brasil com a Organizacdo Internacional de Policia Criminal,
buscou como objetivo o compartilhnamento de perfis para auxiliar na identificacdo de pessoas
desparecidas, ademais, sdo incluidos para envio de maneira semestral, perfis obtidos de locais
de crime e de restos mortais n3o identificados (Figura 11) (CORDEIRO, 2021; RELATORIO
DA REDE INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS, 2023).

Figura 11 - Distribuicéo das categorias de perfis genéticos existentes no BNPG

Distribuicdo de perfis genéticos no BNPG, por categoria

m Vestigios de crime
® Condenados

Identificados Criminalmente
M Decisdo Judicial

W Restos mortais identificados

0,03% ¥ 4,27%

® Restos mortais ndo identificados
® Familiares de pessoas desaparecidas
m Pessoa de identidade desconhecida

Referéncia direta de pessoa
desaparecida

Fonte: XV RELATORIO DA REDE INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS (2021)

Os procedimentos de coleta das amostras sdo realizados em casos de condenados por
crimes hediondos e com emprego de violéncia contra a pessoa. Porém, apesar da lei dispor
deste método de identificacdo, o presente método, constitui de algumas burocracias para
obtencéo do perfil, portanto, em conformidade a esta questéo é necessario que a extragdo do
material genético em casos de condenados seja fundamentada por uma decisédo judicial. Ha
também uma previsdo legal que aborda o fato da privacidade dos individuos que foram
submetidos a esse tipo de identificacdo, possibilitando a exclusdo dos perfis quando o prazo
do término do crime for prescrito (MACORIN, 2018; RELATORIO DA REDE
INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS, 2023; SOUZA, 2019).

A forma que seré coletada as amostras de condenados devem seguir os padrdes

estabelecidos na lei, portanto, ndo consiste em uma técnica invasiva e dolorosa, 0 que ira
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resguardar a integridade fisica da pessoa. A técnica efetuada sera com base na coleta de
esfregaco bucal com swab. A avaliacdo dos perfis genéticos também deve dispor de
privacidade e confidencialidade, assim seguindo os preceitos que compde a Declaracédo dos
direitos humanos (MACORIN, 2018; RELATORIOS DA REDE INTEGRADA DE
BANCOS DE PERFIS GENETICOS, 2023; SOUZA, 2019).

Portanto, 0 BNGP segue critérios rigidos garantindo seguranca das informacdes
presentes nele, ndo sendo aceito a identificacdo por caracteristicas somaticas, informacoes
relacionadas a orientagdo sexual, bem como o estado de salde, permitindo que sera
preservada a integridade do individuo, portanto, ndo ocasionado constrangimento a sua
pessoa. Porém, apesar de todas as medidas, pode-se ter eventuais riscos como o uso ilegitimo
dessas informacdes genéticas, logo, para que essas falhas sejam minimizadas ha algumas
recomendacfes como: o perfil deve possuir um codigo e ndo um nome relacionado a ele;
deve ser armazenado apenas o perfil genético suficiente para individualizar uma pessoa; o
acesso as informacdes genéticas deve ser exclusivo de pessoas, com autorizagdo para acessa-
las (MACORIN, 2018; RELATORIO DA REDE INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS
GENETICOS, 2023; SOUZA, 2019).

No Brasil um dos crimes que tem mais incidéncia sdo 0s crimes contra a dignidade
sexual, apresentando no banco de dados genéticos uma prevaléncia sob outros crimes.
Segundo o relatorio atual da RIBGP, 40,5% dos perfis genéticos estdo relacionados a crimes
sexuais, eles sdo inseridos no banco de dados sendo provenientes de vestigios de locais de
crime, 38% referente a crimes contra o patriménio e 10,7% a crimes contra a vida. No que se
refere aos laboratdrios que mais contribuem com vestigios de crimes, sdo em primeiro lugar
Séo Paulo com 10.490 perfis, Policia Federal com 3.129 perfis genético, Goias possui 2.737
perfis, Parand 1.655 perfis e Pernambuco 1.373 perfis (RELATORIO DA REDE
INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS, 2023).
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4. CONSIDERCOES FINAIS

Com os altos indices de criminalidade crescendo no pais, se faz necessario o
incentivo de ampliar a tecnologia e a ciéncia na area forense, para que o percentual de casos
solucionados aumente, contribuindo com a paz e a seguranca publica da sociedade. Em razdo
disso, é necessario o investimento principalmente em técnicas que busquem apontar a
identificacdo do autor do crime, ja que testemunhas oculares podem apresentar falhas,
levando uma falsa acusacao ou até mesmo absolvi¢do do criminoso.

Devido a esses motivos, a aplicacdo de técnicas de biologia molecular e
determinados marcadores genéticos como 0os STRs vem sendo amplamente empregado a
favor da justica criminal, como um processo de identificacao eficiente e mais seguro, sendo
uma técnica revolucionaria comparada a outros métodos anteriores, constituindo um avanco
extraordinario, portanto expressando o elo da ciéncia com a justica

Porém, mesmo com a expansao das técnicas de DNA, a pericia carece de
investimentos financeiros para ampliacdo de seus recursos, esses fatores surgem em razéo da
policia cientifica ndo estar presente na constituicdo federal como um 6rgao de seguranca
publica, na qual dificulta a autonomia da instituicao, em casos que estdo estreitamente ligados
a policia judiciaria civil, em contrapartida, estados que estdo desvinculados ndo ha uma
padronizacdo com os demais.

Complementando, o fato de ser uma area que comecou a ser reconhecida ha poucos
anos, e a sociedade ndo compreender a sua devida importancia para o curso das investigacdes,
é refletido em poucos estudos cientificos e divulgacdo a seu respeito. Com base nestas
circunstancias, torna-se indispensavel o aperfeicoamento de novas técnicas e ensinamentos

na area forense, para elucidacdo de casos criminais.
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