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Métodos e técnicas de identificacido de pessoas e amostras
biologicas
Fundamentos em analise de Acido Desoxirribonucleico (DNA)

Erros em DNA

Introducao

As técnicas de identificacdo de pessoas e amostras bioldgicas se sofisticaram.
Entretanto, a metodologia e os principios fundamentais pouco se alteraram. Um dos pilares
desses principios se baseia na comparacdo entre os padrdes, confrontando-se duas ou mais
amostras provenientes de pessoas, animais, quer sejam liquidas ou so6lidas, como fragmentos
de tecidos moles ou ossos. Outros pilares importantes sdo: o tempo de existéncia de cada
amostra que esta sendo comparada e o ponto no tempo em que ¢ feita a comparagao, devido as
mudangas que ocorrem nas coisas ao longo do tempo. Este fato foi observado pelo filésofo
Heraclito de Efeso, citado por Crétilo, p.402, A (DK 22 A6), que dizia que “todas as coisas se
movem e nada permanece imdvel”’; e ao comparar os seres com a corrente de um rio, afirmava
que “nao poderia entrar duas vezes num mesmo rio”. Panta rhei, sua "maxima", significa: "tudo
flui", "tudo se move", exceto o proprio movimento. (1) E se as coisas estdo em constante
movimento, também os padrdes de que nos servimos para identificar determinada coisa ou
estrutura viva ou morta se movimentam e, consequentemente, se modificam, com maior ou
menor velocidade.

Os conceitos de identidade utilizados na literatura médico legal brasileira,
particularmente nas faculdades de medicina e direito, ndo fazem mencdo ao tempo. Franca
apresenta o conceito de identidade como sendo o “conjunto de caracteres que individualizam
uma pessoa ou uma coisa, fazendo-a distinta das demais, um elenco de atributos que torna
alguém ou alguma coisa igual apenas a si proprio.” E depois faz uma citacdo a Moraes que a
coloca como "a qualidade de ser a mesma coisa e ndo diversa de si mesma". (2) A compreensao
desse conceito parece simples ao senso comum, mas para que uma coisa possua essa qualidade
(de ser igual a si mesma e distinta das demais), ha que se suspender o tempo, pressupondo-o
como uma variavel estatica. O argumento que fundamenta essa necessidade ¢ que nada pode
ser igual a si mesmo se considerarmos os efeitos fisicos e biologicos que modificam
constantemente as pessoas € as coisas ao longo do tempo. Os virus, por exemplo, se modificam

muito rapidamente, sofrendo muta¢des em algumas areas de seu genoma. Por outro lado,
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conservam partes que nao se alteram ao longo do tempo e s@o essas areas que possibilitam aos
biologos sua deteccao e identificacdo. Sao as chamadas regides conservadas. No caso dos
Papilomavirus Humanos, por exemplo, utiliza-se a regido L1, que ¢ conservada, para essa
finalidade. Se, ao testarmos a presenca de L1 em uma amostra, o teste for positivo, significa
que estamos diante de uma amostra que possui o virus, independente das outras regides que
podem sofrer mutacdo. Os seres humanos possuimos alguns elementos que se conservam ao
longo do tempo como as impressdes digitais e os “short tandem reapeat” (STRs), regides do
DNA que mostram repeticdes em suas sequéncias, usadas como marcadores.

Do ponto de vista da identidade subjetiva, o proprio pensamento pode ser considerado
uma regido conservada. Destaco fragmento do capitulo 4 do Discurso do Método de Descartes:

“E, enfim, considerando que quaisquer pensamentos que nos ocorrem quando estamos
acordados nos podem também ocorrer enquanto dormimos, sem que exista nenhum, nesse
caso, que seja correto, decidi fazer de conta que todas as coisas que até entdo haviam entrado
no meu espirito ndo eram mais corretas do que as ilusoes de meus sonhos. Porém, logo em
seguida, percebi que, ao mesmo tempo que eu queria pensar que tudo era falso, fazia-se
necessario que eu, que pensava, fosse alguma coisa. E, ao notar que esta verdade: eu penso,
logo existo, era tdo solida e tdo correta que as mais extravagantes suposigoes dos céticos nao
seriam capazes de lhe causar abalo, julguei que podia considerd-la, sem escrupulo algum, o
primeiro principio da filosofia que eu procurava.” (3) Descartes estabeleceu a duvida como
instrumento metodolédgico, a duvida hiperbodlica, a diivida levada as ltimas consequéncias e
descobriu que a Unica certeza absoluta era essa: penso, logo existo, ou seja, enquanto penso,
existo. O pensamento ¢ o Unico atributo que certamente conservo desde que passei a existir
como ser e continua me tornando um ser existente em um determinado tempo. E a “regido
conservada” que faz com que eu tenha consciéncia de minha identidade subjetiva.

Afranio Peixoto definiu identidade como “conjunto de sinais ou propriedades que
caracterizam um individuo entre todos, ou entre muitos, ¢ o revelam em determinadas
circunstancias, e estes sinais sdo especificos e individuais, origindrios ou adquiridos. (4)
Quando trabalhou com essa definicdo, o que estava implicito era que essas propriedades
estavam limitadas a pontos especificos no tempo. Sinais especificos e individuais significam
que, por meio deles, poderiamos delimitar um individuo dentro de um grupo ou conjunto de
varios individuos. Os sinais originarios acompanhariam o individuo desde sua origem, portanto
hé que se ter um ponto no tempo quando nasce esse individuo, um sinal que ndo se modifique
ao longo do tempo; ja os adquiridos seriam produtos de modificagdes ao longo do tempo, como

as cicatrizes.
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A comparagdo entre caracteristicas de dois conjuntos independentes, visando
estabelecer se pertencem ao mesmo individuo, chamamos de processo de identificacdo médico
legal. E um processo empirico que depende da experiéncia, portanto deve ser conceituado a luz
dos efeitos da experiéncia, diferentemente da matematica. Nesta, quando dois objetos sdo
comparados, poderdo ser considerados idénticos se encontrarmos caracteristicas, funcdes ou
formas que sejam comuns a ambos, independentemente do tempo. No quesito forma: um
triangulo is6scele pode ser considerado idéntico a outro tridngulo isosceles, quando possuirem,
ambos, lados iguais em comprimento, e angulos iguais. No quesito fungao: 2 ¢ idéntico a 1+1
porque, se substituo qualquer uma dessas expressoes em uma sentenga matematica, ela nio se
altera, ou seja, o resultado sera o mesmo.

Destaco fragmento extraido do livro “Ensaio sobre o entendimento humano, de David
Hume, se¢do IV, duvidas céticas sobre as operagdes do entendimento, primeira parte, pg. 77"
(5): "Todos os objetos da razdo ou da investiga¢do humanas podem dividir-se naturalmente em
dois géneros, a saber: relacoes de ideias e de fatos. Ao primeiro pertencem as ciéncias da
geometria, da dlgebra e da aritmética e, numa palavra, toda afirmagdo que é intuitivamente
ou demonstrativamente certa. Que o quadrado da hipotenusa é igual a soma do quadrado dos
dois lados, é uma proposi¢do que exprime uma relacdo entre estas figuras. Que trés vezes
cinco ¢ igual a metade de trinta exprime uma relagdo entre estes numeros. As proposig¢oes
deste género podem descobrir-se pela simples opera¢do do pensamento e ndo dependem de
algo existente em alguma parte do universo. Embora nunca tenha havido na natureza um
circulo ou um tridngulo, as verdades demonstradas por Euclides conservardo para sempre sua
certeza e evidéncia."

Em Medicina Legal, quando comparamos as caracteristicas de dois objetos, ndo
sabemos, a priori, quando elas se originaram, podendo ter ocorrido em tempos diferentes.
Podera, portanto, o objeto mais moderno, ser derivado do mais antigo e ter sofrido acdes
quimico-fisico-bioldgicas ao longo do periodo que os separa. Dessa forma, ainda que ndo sejam
idénticos, o primeiro € derivado do segundo. Uma pessoa que estd em fase de crescimento, tem
suas dimensdes modificadas pelo tempo e nem por isso deixa de ser a mesma pessoa porque
mantém parte de sua estrutura conservada e esse € o nosso ponto fundamental. O conhecimento
que possuimos dos objetos dos sentidos, entre eles, dos individuos a nossa volta, sdo empiricos
e se modificam, mas ha uma estrutura conservada que garante sua identidade. O que nos da a
certeza de que nossa mae ¢ a mesma mae de ontem? Sabemos que a 4gua matard a minha sede
hoje e o0 que nos da essa certeza? Hume investigou essa questdo e concluiu que ¢ a forga do

habito. Em outro fragmento (pg.78) ele diz: “Mesmo supondo que as faculdades racionais de

129



Adado fossem inteiramente perfeitas desde o primeiro momento, ele ndo poderia ter inferido da
fluidez e da transparéncia da agua, que ela o afogaria, ou da luz e do calor do fogo, que este
o consumiria. Nenhum objeto jamais revela, pelas qualidades que aparecem aos sentidos, tanto
as causas que o produziram como os efeitos que surgirdo dele; nem pode nossa razao, sem o
auxilio da experiéncia, jamais tirar uma inferéncia acerca da existéncia real de um fato. A
proposi¢do que estabelece que as causas e os efeitos ndao sdo descobertos pela razdao, mas pela
experiéncia, serd prontamente admitida em relagcdo aqueles objetos de que nos recordamos e
que certa vez nos foram completamente desconhecidos, porquanto devemos ter consciéncia de
nossa absoluta incapacidade de predizer o que surgiria deles. Apresentai dois pedagos de
madrmore polidos a um homem sem nenhum conhecimento de filosofia natural; ele jamais
descobrira que eles se aderirdo de tal maneira que se requer grande for¢a para separd-los em
linha reta, embora ofere¢am menor resisténcia a pressao lateral.”... Na pg. 33: “Suponde de
novo que o mesmo homem tenha adquirido mais experiéncia e que tenha vivido o suficiente no
mundo para observar que os objetos ou eventos familiares estdo constantemente ligados, qual
¢ a consequéncia desta experiéncia? Imediatamente infere a existéncia de um objeto pelo
aparecimento do outro. Entretanto, ndo adquiriu, com toda a sua experiéncia, nenhuma ideia
ou conhecimento do poder oculto, mediante o qual um dos objetos produziu o outro; e ndo serda
um processo do raciocinio que o obriga a tirar esta inferéncia. Mas ele se encontra
determinado a tira-la;, e mesmo se ele fosse persuadido de que seu entendimento ndo participa
da operagdo, continuaria pensando o mesmo, porquanto ha um outro principio que o
determina a tirar semelhante conclusdo. Este principio é o costume ou o habito. Visto que
todas as vezes a repeti¢do de um ato ou de uma determinada operagdo produz uma propensdao
a renovar o mesmo ato ou a mesma operagdo, sem ser impelida por nenhum raciocinio ou
processo do entendimento, dizemos sempre que esta propensdo é o efeito do costume.
Utilizando este termo, ndo supomos ter dado a razdo ultima de tal propensdo. Indicamos
apenas um principio da natureza humana, que é universalmente reconhecido e bem conhecido
por seus efeitos. Talvez ndo possamos levar nossas investiga¢oes mais longe e nem aspiramos
dar a causa desta causa; porém, devemos contentar-nos com que o costume é o ultimo
principio que podemos assinalar em todas as nossas conclusoes derivadas da experiéncia. Ja
¢, contudo, satisfagdo suficiente poder chegar até aqui sem irritar-nos com nossas estreitas
faculdades, estreitas porque ndo nos levam mais adiante. Certamente, temos aqui ao menos
uma proposicdo bem inteligivel, sendo uma verdade, quando afirmamos que, depois da
conjungdo constante de dois objetos, por exemplo, calor e chama, peso e solidez, unicamente

o costume nos determina a esperar um devido ao aparecimento do outro. Parece que esta
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hipotese é a unica que explica a dificuldade que temos de, em mil casos, tirar uma conclusdo
que ndo somos capazes de tirar de um so caso, que ndo discrepa em nenhum aspecto dos
outros. A razdo ndo é capaz de semelhante varia¢do. As conclusoes tiradas por ela, ao
considerar um circulo, sdo as mesmas que formariam examinando todos os circulos do
universo. Mas ninguém, tendo visto somente um corpo se mover depois de ter sido
impulsionado por outro, poderia inferir que todos os demais corpos se moveriam depois de
receberem impulso igual. Portanto, todas as inferéncias tiradas da experiéncia sdo efeitos do
costume e nao do raciocinio. O costume é, pois, o grande guia da vida humana. E o unico
principio que torna util nossa experiéncia e nos faz esperar, no futuro, uma série de eventos
semelhantes aqueles que apareceram no passado. Sem a influéncia do costume, ignorariamos
completamente toda questdo de fato que estad fora do alcance dos dados imediatos da memoria
e dos sentidos. Nunca poderiamos saber como ajustar os meios em fungdo dos fins, nem como
empregar nossas faculdades naturais para a produgdo de um efeito. Seria, ao mesmo tempo,
o fim de toda a¢do como também de quase toda especulagdo... Qual é, portanto, a conclusdo
de toda a questdo? E simples; no entanto, deve-se confessar que ela se acha muito distante das
teorias filosoficas correntes. Toda crenga, em matéria de fato e de existéncia real, procede
unicamente de um objeto presente a memoria ou aos sentidos e de uma conjungdo costumeira
entre esse e algum outro objeto. Ou, em outras palavras, como o espirito tem encontrado em
numerosos casos que dois géneros quaisquer de objetos — a chama e o calor, a neve e o frio
— sempre tém estado em conjungdo, se, de novo, a chama ou a neve se apresentassem aos
sentidos, o espirito é levado pelo costume a esperar calor ou frio, e a acreditar que esta
qualidade existe realmente e que se manifestaria se estivesse mais proxima de nos. Esta crenca
¢ o resultado necessario de colocar o espirito em determinadas circunstincias. E uma
operagdo da alma tdo inevitavel como quando nos encontramos em determinada situag¢do para
sentir a paixdao do amor quando recebemos beneficios; ou a de odio quando nos defrontamos
com injusticas. Todas estas operagbes sdo uma espécie de instinto natural que nenhum
raciocinio ou processo do pensamento e do entendimento é capaz de produzir ou de impedir.”

Em medicina legal, quando comparamos duas amostras a fim de estabelecer se sao
provenientes do mesmo individuo, partimos do pressuposto de que esse individuo ¢ idéntico a
si mesmo ao longo do tempo. Entretanto, ndo existem objetos que ndo se modifiquem ao longo
do tempo, pelo menos até o presente momento. O que estamos fazendo, portanto, ¢ comparar
objetos que estdo em constante movimento mas que apresentam algum grau de similaridade
que ndo ¢ absoluta, pois tudo que existe estd sofrendo a agdo do tempo. Se dois objetos estao

ligados entre si por possuirem caracteristicas semelhantes, ¢ se um desses objetos derivou
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verdadeiramente do outro, mesmo que eu ndo tenha o conhecimento a priori disso, posso
inferir, pela for¢a da crenca, da mesma crenca que me faz acreditar que a 4gua matard minha

sede, que eles possuem em sua estrutura, regides semelhantes que se conservam.

O conceito de identidade deve ser revisto e pensado a partir das regides conservadas.
Deve ser probabilistico. Duas coisas, quando comparadas, jamais serdo idénticas e sim,
provavelmente idénticas de acordo com um grau estatistico ou probabilistico, quando
apresentarem caracteristicas semelhantes em determinadas regides, que, provavelmente, se
mantiveram conservadas ao longo do tempo. O limite de corte, por nds estabelecido, ¢ um
numero estatistico. Pode-se aceitar que duas coisas serdo idénticas quando possuirem um certo
grau de similaridades acima de um ponto estatistico por nos estabelecido. A depender desse
limite, nossa certeza variara e podemos, inclusive, duvidar de nossa propria identidade. Quando
nos referimos a identidade subjetiva, estamos falando sobre a sensacdo que cada individuo tem
de que foi, ¢é, e serd ele mesmo, ou seja, a consciéncia da propria identidade.

Entretanto, um dos papéis da medicina legal ¢ estabelecer a identidade objetiva que
¢ a afirmacdo técnica (e probabilistica) de que determinada pessoa, mesmo com as alteracdes
impressas pelo tempo, € uma continuagdo dela mesma, por meio de regides especificas que se
conservaram ao longo do tempo. O processo técnico de comparagdo entre estruturas separadas
pelo tempo, que possuem, em sua constitui¢do, partes que se conservam e outras que sofrem
modificagdes ¢ chamado de Identificacdo. Como vimos, ndo se pode utilizar, com seguranga,

uma parte (marcador) que, habitualmente, sofre grandes modificagdes.

Finalidades da identificacao

Ao nascimento, passamos a integrar um corpo social e, como partes desse corpo,
recebemos um nome que vai nos acompanhar existéncia afora. O primeiro documento ¢
chamado de Declaracio de Nascido Vivo que nao precisa ser preenchida por médico, sendo
de obrigacdo dos estabelecimentos de satde, conforme Lei 8.069, de 13/07/90 do Estatuto da
Crianca e do Adolescente, Titulo II, Cap. I, Art.10: Os hospitais e demais estabelecimentos de
atencdo a saude de gestantes, publicos e particulares, sdo obrigados a: IV — Fornecer declaragao
de nascimento onde constem necessariamente as intercorréncias do parto e do nascimento do
neonato. O documento Ultimo e postumo ¢ de responsabilidade do médico, chamado de

Declaracio de Obito. (link para o capitulo de Atestado de Obito). Nele, bem como em outros
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documentos, deve constar a impressao dactiloscopica (digital) do individuo que ¢ uma
ferramenta de identificacdo judicidria.
Métodos de identificaciio judiciaria

Nasceram da necessidade de facilitar a identificagdo de pessoas por meio de sinais
caracteristicos que, em tese, pudessem se manter conservados. Ja se usaram métodos como
utilizacdo de ferretes, tatuagens, amputagdes, assinalamento sucinto (tomada de estatura, raga,
peso, feita pelos carcereiros), fotografia simples — sinalética (frente e perfil), retrato falado,
sistema dermografico de Bertham que tinha como principio tatuar ao nascer, sistema
antropométrico de Bertillon e o sistema dactiloscopico de Vucetich (1891).

A antropometria, criada em 1879 por Alphonse Bertillon (1853-1914), fundamentava-
se em trés principios: 1) fixidez (conservagao) absoluta do esqueleto humano a partir de 20
anos de idade; 2) dimensodes exatas do corpo humano, variando de individuo para individuo; e
3) facilidade de medi¢do com precisdo relativa de certas dimensodes do esqueleto. Foi usada
para cadastramento da populagdo carceraria e posterior identificagdo em casos de recidiva do
crime. Registravam-se as medidas em uma ficha de identificagdo da pessoa que recebia também
um numero e fotos. Em 1884, Bertillon identificou 241 criminosos reincidentes e apds sua
demonstracdo, a “Bertillonage” foi adotada pelas policias da Gra-Bretanha, Europa e Américas.
(6) Um dos problemas era que a identificagao de pessoas abaixo de 20 anos ficava prejudicada,
pois as pessoas cresciam e, portanto, suas dimensdes (marcadores) ndo se conservavam.

O sistema dactoloscopico criado por Juan Vucetich em 1982 ¢ demonstrado em 1904
se baseia nos padrdes deixados pelos sulcos e cristas papilares que existem na superficie da
pele dos dedos desde o 6.° més de vida intrauterina e que permanecem conservados durante
toda a vida do individuo e apds a morte, sendo eliminados pelo fenomeno putrefativo. Quando
se comprime uma superficie plana, as cristas e sulcos imprimem desenhos que podem ser
observados por diferentes métodos que incluem revelagdo por técnicas periciais ou captacao
por dispositivos eletronicos. Esses desenhos variam entre os 10 dedos das maos (sistema
decadactilar) e entre pessoas, mesmo entre gémeos univitelinos. Sdo constituidos por linhas
que se encontram e apresentam padrdes especificos, formando pequenos angulos ou triangulos

denominados de deltas. (Fig. 1).
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Figura 1. Impressao digital com delta a esquerda

A partir dos deltas, definem-se os sistemas principais de linhas, basal, marginal e
nuclear e classificam-se os padrdes. (Fig. 2) Sdo 4 padrdes encontrados na natureza e cada
pessoa, constitucionalmente, possui, em cada dedo, um dos quatro, representados por letras
quando se trata do polegar ou nimeros para os demais dedos assim denominados: nenhum
delta: arco (A para polegar ou 1 para os demais dedos), somente um delta a direita (presilha
interna, 2 ou I), somente um delta a esquerda (presilha externa, E ou 3), dois deltas (verticilo,

4 ou V) (Tabela 1).

TIPOS FUNDAMENTAIS DE VUCETICH - SiMBOLOS
*VERTICILO = 2 DELTAS + Ve4d
*PRESILHA EXTERNA = DELTAA ESQUERDA + Ee3
*PRESILHA INTERNA = DELTA A DIREITA * le2
*ARCO = DELTAAUSENTE . AeA

Tabela 1. Representagcdo das formagdes lineares

Considerando-se as possiveis combinagdes entre esses padrdes, cada dedo ¢ um evento
independente, portanto ha 1.048.576 formas diferentes. Esse ¢ um parametro ou indice
polimoérfico que nos da o grau de variabilidade desse sistema e ainda nos permite comparar
com outros métodos de identificacdo. Para o registro, utiliza-se o que se chama de formula
dactiloscopica que é a representacdo numérica dos desenhos, observadas tais formagoes
lineares, anotando-se uma sequéncia especifica sob a forma de uma razao onde o numerador

representa os padroes dos dedos da mao direita e o0 denominador da esquerda. (Tabelas 2 e 3).
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Numerador (série):
dedos da mao direita
polegar: representado por uma letra
demais dedos : por niimeros
Denominador (seccao):
dedos da mao esquerda
mesma seqiiencia da mao direita

Série Fundamental - Divisao
FD =

Seccao Sub-classificacao-
Subdivisao

Tabela 2. Formula dactiloscopica

FD = A 2341
V 1334
Mao direita (série):
polegar = arco
indicador = presilha interna
medio = presilha externa, anular = verticilo
minimo = presilha interna
Mao esquerda (secgao):
polegar = verticilo
indicador = arco
médio = presilha externa, anular = presilha externa
minimo = verticilo

Tabela 3. Exemplo de Férmula Dactiloscopica de um individuo

Além dos padrdes fundamentais, observam-se pontos caracteristicos especificos de
cada pessoa que sdo formagdes individuais (ilhotas, cortadas, bifurcacdes, forquilhas,
encerros), além de cicatrizes, permitindo aumentar o polimorfismo desse sistema.

A identificacdo ¢ realizada por peritos dactiloscopistas observando-se as fichas
dactiloscopicas. (Fig. 4 e 5). Uma das aplicagdes corresponde a identificacdo do cadéaver

putrefeito por meio das luvas cadavéricas. (Fig. 4 ¢ 5).
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Figuras 2 e 3. Fichas dactiloscopicas. A direita ha irregularidades
correspondentes a cicatrizes causadas por queimaduras (usuario de crack).
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Figuras 4 e 5. Luvas cadavéricas.
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Identificacio Médico Legal

A identidade ¢ estabelecida por médico legista, que se utiliza de técnicas que julgar
seguras e precisas. Ja foram utilizadas interposicao de imagens, analise de pavilhdo auricular,
radiografias, superposicdo cranio—facial por video, registro de voz, palatoscopia, queiloscopia,
morfologia do esqueleto, estudo da arcada dentdria, estudo do acido desoxirribonucleico
(DNA).

Aplicam-se a identificacao de pessoas vivas ou mortas, restos de pessoas como ossadas,

cabelos, amostras biologicas deixadas na cena do crime ou vestigios.

Estudo do acido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA ¢ uma molécula presente na maior parte dos seres vivos, entre eles, humanos e
virus. Um exemplo de DNA viral é o Papilomavirus Humano, responsavel pelo inicio da cadeia
de eventos que origina o cancer do colo uterino nas mulheres, quando parte de seu DNA se
incorpora ao DNA do nucleo da célula humana. A célula epitelial pode se transformar e adquirir

forma e comportamento atipicos; evoluindo, em alguns casos, para cancer cervical. (Fig. 4)

Figura 4. Epitélio cervical atipico, consequéncia do efeito da
infeccdo pelo DNA viral do HPV no DNA do nucleo celular.

Em seres humanos, o DNA participa da constitui¢do dos cromossomos das células
nucleadas. Possui regides DNA (cerca de 10%) responsaveis pela codificacdo das proteinas,
entretanto a maior parte (90%) parece ndo exercer fungdo conhecida. E formado por unidades

chamadas nucleotideos, constituidos por uma base nitrogenada, um fosfato e um actcar.

(Fig. 5)
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Figura 5. Nucleotideo

Sdo 4 nucleotideos observados no DNA: Adenina, Guanina, Citosina e Timina. Os

nucleotideos se unem uns aos outros em sequéncia, formando uma estrutura linear e helicoidal,

tridimensional, em cadeia. (Fig 6, 7 € 8). (Watson e Crick)

Figura 6. Cadeia de nucleotideos
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Figura 8. Encadeamento dos nucleotideos

As sequéncias sdo simples em 75% do DNA e em 25% dos loci, se organizam em

repeti¢des que podem ser curtas ou longas, dependendo do numero de nucleotideos que se
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repetem. As curtas sdo chamadas de Short Tandem Repeats (STR). Elas se concentram em
regioes do DNA chamadas microssatélites, ndo codificam para proteinas e apresentam variagao
entre as pessoas tanto no nuimero de nucleotideos que se repetem como de repeticdes dos
blocos. Ha diferengas no mesmo locus (entre os cromossomas homologos), entre os diferentes

loci no mesmo individuo e de um individuo a outro. Quando se observa a mesma quantidade

de blocos no mesmo /locus de cromossomos homoélogos, dizemos que os alelos possuem o

mesmo tamanho e chamamos essa pessoa de homozigota. Se forem diferentes, heterozigota.

(Fig. 9 ¢ 10).

e 0 I D R
-~ B = = = 7

Figura 9. Numero de repeti¢des dos blocos de STRs em cromossomos homoélogos
de uma pessoa heterozigota.

No exemplo da figura 10, extraido do banco de genes, temos 4 nucleotideos que se

repetem e um total de 10 blocos. (Fig. 10).

57

CSF1PO GenBank Sequence
{Accession Xi4720)

l.AACCTGAGTC
TTGGACTCAG

41 TGTGTCTCAG
ACACAGAGTC

AGTAACTGCC

EAE TCATTGACGG
z a 4

121 pamomarer

SR ﬁAGGAAGT

CTATCCTTCA

201 TGTCCAAGTG
ACAGGTTCAC

qu.AGTCTGGCAC
TCAGACCGTG

281 GAGAATGGGEC
CTCTTACCCG

TGCCAAGGAC
ACGGTTCCTG

TTTTCCTACC
AAAMGGATGG

TTCATAGATA
AAGTATCTAT
5 &

ATCTATCTAT

ACTTAGAACSA
TGAATCTTGT

TGCACCAGGA
ACGTGGETCCT

CATGTGGGETT
GTACACCCAA

TGAAGATGGC
ACTTCTACCG

TAGCAGGTTG
ATCGTCCAAC

TGTAAAATGA
ACATTTTACT

GAAGATAGAT

CTTCTATCTA
7 5 a

CTATCTATCT

GGGTCTGACA
CCCAGACTGT

GATAGTATCT
CTATCATAGA

GEGTGGEEAAC
CCCACCCTTG

CAGTGGTGETG
GTCACCACAC

CTAACCACCC
GATTGGETGGEG

AGATATTAAC
TCTATAATTG
1

ATCTATCTAT

CAGGAAATGC
GTCCTTTACG

GAGAAGGCTC
CTCTTCCGAG

CTGGAGGCTG
GACCTCCGAC

TGGEaAL

Figura 10. Short Tandem Repeat (STR) (7)

ACCT?
1
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Hé uma grande variagdo na quantidade de blocos ou também denominados alelos de
um individuo a outro na populagdo (Fig. 11). Dizemos que ha um grande polimorfismo. Essa
¢ a principal caracteristica que permite ao DNA superar todos os outros métodos, trazendo uma
grande fonte de informacgdes, permitindo, com elevada segurancga, individualizar (identificar)

pessoas.

Polimorfismo de wm marcador
genético

LD N e

Regido em diferentes

7.D185S849

| m } [ s

12. D1S533

Figura 11. Variagdes dos alelos na populacdo em cada locus, permitindo
poder de discriminacdo de 1 em 10.000.000.000 de individuos.

Em resumo, sabemos que:

= cada pessoa tem um nimero diploide de cromossomos;

= cada cromossomo possui um local ou Jlocus que tem uma sequéncia

polimérfica de nucleotideos;

= essa sequéncia tem uma distribui¢do aleatoria e ndo depende do padrao  de
distribuicao das sequéncias encontradas nos outros /ocus, portanto traz uma
informacao que nao tem relagdo com a de outros locus, podendo ser  considerada
como um dado estatistico independente ou “eventos independentes”, ou seja, o

resultado de uma ndo interfere no da outra; salvo se esses locus estivessem proximos.

No laboratoério:

= sdo escolhidos loci distantes a fim de evitar interferéncias;
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= o numero de repeti¢des dos blocos nas sequéncias de nucleotideos ¢ especifico para
cada pessoa e esta associado ao tamanho da sequéncia no DNA;

= o tamanho de uma sequéncia pode ser determinado por meio de técnicas de hibridizagdo
ou de amplificacdo, esta chamada de Polymerase Chain Reaction (PCR) seguida de
analise em processadores automaticos ou géis; (8) Essa técnica permite o estudo de
sequéncias pequenas, util quando se pretende estudar DNAs degenerados, onde as
sequéncias ndo estdo integras, apresentando quebras que prejudicam a analise por meio
da técnica de hibridizacao;

= amplificam-se fitas de uma regido do DNA ou /ocus, verificam-se os tamanhos dos
alelos que aparecem nesse locus e que representam a quantidade de STRs (blocos que
se repetem) e registra-se o resultado;

= varios loci s3o estudados ao mesmo tempo por meio de técnicas de multiplex (9) e o
que se pretende ¢ descobrir quantos blocos se repetem em cada /ocus. Convencionou-
se chamar essa quantidade de blocos de ntimero do alelo no locus. Cada locus tem um
nome e cada pessoa possui, nesse /ocus, um niamero especifico de repeticdes ou alelo
(tabelas 4 ¢ 5);

= existe uma correlagdo entre o numero de blocos e o tamanho da sequéncia: quanto mais
blocos, maior o tamanho da sequéncia;

= estudos epidemiolodgicos da distribuicdo dos alelos em amostras de determinadas
populagdes mostraram que ha um numero limitado de variagdes. Quanto maior o
numero de variagdes, mais informativo ¢ o locus, dizemos mais polimoérfico. Essas
informacdes podem ser encontradas em repositorios de dados em tabelas de dominio
publico, onde estdo registrados os perfis de amostras populacionais; (tabela 6). (5);

= quando calculados, em conjunto, cerca de 13 loci utilizados no banco de dados com
registros da populacao carceraria dos Estados Unidos, chamado Combined DNA Index
System (CODIS), permitem um poder de discriminacio de 1 em 10 bilhdes de

individuos. (Fig. 11). (Compare com o nimero de possiveis Formulas Dactiloscopicas).

(6)
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STR allele size ranges (bp)

LI L L L
220 240

LI L L L
260

100 120 140 160 180 200 280 300 320 340 360
D8S1179 D21S11 D7S8820 CSF1PO 6FAM
— — — — (blue)
D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 VIC
D19S433 vWA TPOX D18S51 NED
Amelogenin  D5S818 FGA PET
- (red)
Locus Variagdo dos tamanhos | Alelos
dos alelos
CSF1PO 99-323 8,9,10,11,12,13,14
THO1 179-203 5,6,7,8,9,10,11
TPOX 224-252 6,7,8,9,10,11,12,13
F13A01 283-331 4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16

Tabela 4. Acima, variagdo do tamanho dos alelos de acordo com o locus. (9)
Abaixo, correspondéncia entre o tamanho dos alelos encontrados em cada locus
(nome do locus a esquerda) e o numero de repeti¢des de nucleotideos nos STRs.

Tabela 5. Nome de cada locus a esquerda, localizacdo no cromossomo, registro
da sequéncia e nimero de repeti¢cdes de nucleotideos nos STRs.
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Tabela 6. Frequéncia de cada alelo em uma amostra de 170 individuos da populagdo egipcia
nos loci: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317 e D16S539. (5)
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Figura 12. 13 /oci utilizados no CODIS, localizados em diferentes cromossomos.

Técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)

Eleita pela revista Science como o "maior desenvolvimento cientifico e a taq
polimerase, a molécula do ano em 1989", ¢ a técnica consolidada para o estudo dos marcadores.
Kary Mullis, o criador desse método recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1993. Com ela,
¢ possivel realizar a sintese de acidos nucleicos e replicar (ou amplificar) sequéncias pequenas
e especificas do DNA. Por esse motivo, pode ser aplicada amplamente nas ciéncias forenses
com a finalidade de identificar vestigios deixados na cena do crime, constituidos por amostras
degeneradas, como manchas de sangue ou de s€émen. Amostras degeneradas significam, na
pratica, que possuem sequéncias de DNA fragmentadas, portanto podendo ocorrer resultado
falso negativo se forem utilizadas técnicas que dependam da integridade de longas sequéncias
de DNA. Este ¢ o caso da técnica chamada “Restriction Fragment Length Polymorphism”
(RFLP) que estuda os “Variable Number of Tandem Repeats” (VNTR) através da hibridizacao
de sondas multilocais ou unilocais. (11) A técnica de PCR resolveu essa dificuldade por
permitir que se amplifiquem sequéncias curtas, os STRs, amplamente utilizados na rotina

laboratorial.
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Amostras

Sao de diversas naturezas como secrec¢des (cérvico-vaginal, oral, etc), liquido amniodtico
ou sangue do corddao umbilical (para investiga¢ao de paternidade), sangue (manchas na cena
do crime), tecido fresco, material formolizado, material parafinado, bulbo capilar, ossadas
antigas, etc. Podem ser coletadas em locais externos ao laboratorio € na cena do crime em casos
que envolvem investigacdo forense. Amostras coletadas de pessoa vivas para finalidade
pericial devem ser acompanhadas de termo de autorizagao de coleta. No Brasil, ¢ constitucional
coletar e processar amostras sem que a pessoa autorize. Todo cidaddo brasileiro tem o direito
de “ndo produzir provas contra si”’. Como disposto na Convenc¢do de Direitos Humanos de
1969, conhecida como Pacto de San José¢ da Costa Rica, da qual somos signatarios, em seu
artigo 8°, das Garantias Judiciais, “toda pessoa tem “direito de ndo ser obrigada a depor contra
si mesma, nem a confessar-se culpada”. (12)

As amostras devem ser lacradas e numeradas, acondicionadas adequadamente e
transportadas ao laboratorio por pessoas credenciadas, a fim de se garantir a cadeia de
custodia. Acompanha a amostra, requisi¢ao preenchida com os dados referentes ao caso: hora
da coleta, local, nimero do Inquérito Policial, natureza da amostra e outras observagoes ¢
autorizacao de coleta se for o caso. No laboratorio, ¢ entregue protocolada, com registro de
data e hora e identificacdo do estafeta. Concluida essa etapa, internamente ¢ feita a
desmontagem do frasco ou suporte, retirada a amostra e conferida a identifica¢do do lacre com

a que consta da requisicdo. Comega, a partir dai, a analise laboratorial.

Processamento - Reagao de PCR

As etapas da reagao podem ser resumidas em: extracao do DNA da amostra, montagem,
amplificacdo e leitura de resultados. Ha varios protocolos de extragdo, dependendo da amostra
a ser analisada, que resultam em quantidades diferentes de DNA.

Na montagem, os reagentes necessarios sdo: fita molde de DNA (extraido da amostra),
oligonucleotideos (unidades do DNA), pelo menos um par de primers (pequena seqiiéncia de
DNA que inicia a reagdo) e a Taqg DNA polimerase (enzima que liga os nucleotideos a fita
molde).

A amplificagdo ¢ realizada dentro de um aparelho chamado termociclador que produz
ciclos de aumento e diminuigao de temperatura, o que produz no interior do frasco as seguintes
reacoes:

= desnaturacdo do DNA (habitualmente entre 94 ¢ 96 °C);
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= “annealing” dos primers com as seqiiéncias complementares do DNA molde
(habitualmente entre 50 e 65 °C);

= extensdo realizada pela Taq DNA polimerase a 72 °C, quando os nucleotideos serdo
encaixados na fita que estd sendo construida.

= Essas temperaturas também podem variar de acordo com o protocolo utilizado. A
leitura dos resultados pode ser feita por meio da revelagdo em géis ou de dispositivos
que possuem capilares para a leitura de oligonucleotideos previamente marcados. (Fig.
13) O que procuramos ¢ tamanho das sequéncias amplificadas. De acordo com esse
tamanho, teremos, por correspondéncia, o nimero de repeticdes de STRs naquele

determinado /ocus, portanto, o nimero do alelo procurado.

Investigacao de vinculos bioldgicos genéticos

Teste da paternidade

Sabemos que os alelos sdo transmitidos por heranga Mendeliana. Nesses casos, deve-
se extrair ¢ amplificar DNA das pessoas envolvidas e comparar os perfis. Quando 3 pessoas
estdo sendo testadas e o objetivo € testar uma delas, habitualmente o homem como suposto pai
biologico, considerando-se a mde como mae biologica. Verifica-se se o alelo do filho ¢
coincidente com o da mde em um primeiro momento. Havendo coincidéncia, compara-se o
segundo alelo do filho com o do suposto pai. Esse alelo deve ser proveniente do pai biologico,
sendo por isso chamado de alelo paterno obrigatorio. Se houver coincidéncia, ndo se pode
excluir esse homem como pai para aquele determinado /locus que esta sendo analisado. (Fig.
13).

Testam-se varios loci e, ndo havendo exclusdo, calcula-se o indice de paternidade
combinado que ¢ a razdo entre a chance do homem testado ser o pai bioldgico sobre a chance
de ndo ser. Resulta do produto dos indices de cada /locus. Um indice de paternidade de 100
significa:

I- o homem acusado tem 100 vezes mais chance de ser o pai biologico da crianga em
questao do que qualquer outro homem; ou

2- os alelos observados na mae, na crianga ¢ no homem acusado sdo 100 vezes mais
frequentes em trios verdadeiros do que em falsos trios; ou

3- esse trio formado por essa mulher, crianga e homem tem 100 vezes mais chance de ser
o trio verdadeiro do qualquer outro trio retirado da populagdo. Em seguida, calcula-se

a probabilidade de paternidade.
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Figura 13. Géis de poliacrilamida utilizados, no passado, para revela¢do do tamanho da sequéncia
de DNA amplificada na amostra. Na coluna “L” (do inglés ladder), correm-se os padroes
previamente conhecidos, que indicam os tamanhos das amostras. O sistema multiplex permite
estudar varios /oci a0 mesmo tempo. No gel central ha 3 Joci que excluem o homem testado como
pai biologico. No locus do gel da direita de outro caso, ndo se pode excluir pois o alelo paterno
obrigatorio € coincidente com o do pai.

Laudo

Relatam-se todos os passos, desde a coleta da amostra até a liberagdo do resultado,
incluindo-se os reagentes utilizados, a fim de se preservar a cadeia de custodia e oferecer todas
as informacdes técnicas necessarias. Deve conter informacdes que possibilitem identificar os
profissionais que realizaram a coleta, transporte e entrega da amostra (que devera estar lacrada),
fase pré-analitica e analitica intra-laboratorial e analise dos resultados. Deve conter a natureza

e o objetivo do exame.

Exemplo de um laudo, contestacdo e fundamentos do parecerista. Observe como a

defesa tenta tornar o laudo imprestavel.
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NUCLEO DE BIOLOGIA E BIOQUIMICA
LABORATORIO DE DNA

NATUREZA DO EXAME:

Constatagao da presenca de s€émen para confronto entre amostras oriundas de caso de
ESTUPRO, objetivando pesquisa de ocorréncia de vinculo genético através da analise de
DNA.

OBJETIVO DO EXAME:

O objetivo inicial da pericia ¢ o de constatar a presenca de semén nas pegas recebidas

e verificar a possibilidade deste sémen conter espermatozoides em nimero suficiente que
permita, na sequéncia da andlise, pesquisa comparativa de DNA com material sanguineo

colhido do suspeito.

INFORMACOES PRELIMINARES

A identificacdo de sémen segue uma sequéncia analitica. Preliminarmente, sdo

realizados testes presuntivos. Estes testes detectam substancias que ndo sdo necessariamente
unicas para sémen, mas sao, contudo, caracteristicas deste fluido corporal. As substancias que
podem ser detectadas no sémen, através de diferentes testes sdo: espermina, colina e fosfatase
acida, sendo desta lltima analisado seu carater qualitativo.

Uma vez detectada uma destas substancias presentes no material que se estd analisando,
parte-se, entdo, para os testes confirmatorios. Basicamente, na atualidade, existem trés tipos de
testes confirmatorios para a presenca de sémen: os indicativos da presenca de espermatozoide,
os indicativos para presenca de um componente do plasma seminal denominado P30 e os testes
quantitativos da fosfatase acida.

Ap0s a realizacdo de teste confirmatdrio para s€émen e se o resultado for positivo, faz-
se ainda uma avaliagdo do material para averiguacao da possibilidade de ser empregado ou nao
em exames de DNA, uma vez que a exiguidade de material ¢ fator limitante, ainda que a
metodologia empreagada seja de grande sensibilidade.

Cada individuo possui caracteristicas genéticas comuns que o incluem como membro
da espécie humana, além das individuais exclusivas que diferenciam uma pessoa da outra. A
este fenomeno, da-se o nome de “polimorfismo genético”. Os exames de vinculo genético sdo
baseados na analise das caracteristicas genéticas sdo baseadas na analise das caracteristicas
genéticas que sdo proprias e exclusivas de cada individuo. Essa andlise pode ser realizada pelo
estudo de marcadores genéticos utilizando sistemas de amplificagdo de DNA que revelam com

grande precisdo as caracteristicas genéticas, tornando possivel avaliar o vinculo genético entre
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diferentes vestigios. Isto significa que podemos determinar a existéncia ou ndo de
verossimilhanga entre uma amostra bioldgica questionada e uma outra referencial analisando

regides especificas do DNA ou Locus genéticos onde ocorrem polimorfismos.

Material recebido e analisado
Data do Recebimento

a) 01 (um) swab vaginal coletado da vitima

b) 02 (duas) amostras de sangue de , coletadas sob Termo s/ntimero

¢) 02 (duas) amostras de sangue de , coletadas sob Termo s/nimero

d) 01 (uma) lamina contendo secre¢ao vaginal de objeto de
exame do laudo numero do
Métodos

Parte do material contido no swab vaginal (item 3.1.1%) foi submetida aos seguintes
testes:
a) Presuntivo para sémen: ensaio qualitativo de fosfatase acida em fluido seminal, conforme
metodologia utilizada no Laboratorio de Ciéncia Forense da Policia Metropolitana de Londres.
b) Confirmatorio para sémen: identificacdo de sémen pela observagao de
espermatozoides, pelo emprego de duas diferentes técnicas (Corin-Stockies e Christmans
Tree).
Extracao de DNA

Os materiais hematicos da vitima e do suspeito (itens 3.1.1.b e 3.1.1.e) foram
submetidos a metddos de extragdo para retirada de aliquotas de DNA gendmico, tendo sido
empregada extragdo salina pelo iodeto de sodio (LOPARLEYV et al 1993). O material descrito
no item 3.1.1.a (swab vaginal) sofreu procedimento de extragdo organica diferencial de DNA
para esperma, segundo os procedimentos proprios utilizados pelo FBI (Federal Bureau of
Investigation) norte americano, originais ¢ modificados, ou seja, respectivamente com
utilizacdo de etanol (100% e 70%) para preciptacdo de DNA e através do uso da resina
magnética DNA IQTM System (Promega Corporation — Cat, # DC6700 Lot # 139371 — Exp.
Date Jun 04), de acordo com os protocolos recomendados pelo fabricante. O material descrito
no item 3.1.1.d (lamina contendo secrec¢do vaginal) ndo foi utilizado para analises, visto que se
apresentava corado e isolado por laminula, fatos que dificultam demasiadamente a extragdo de

DNA.
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Qualificacao de DNA

As amostras de DNA total foram quantificativas em gel de agarose 0,7% e coradas com

brometo de etidio.

Amplificacao das Regioes Polimorficas do DNA (loci)

Apos diluicao apropriada, quando necessaria, as amostras extraidas, contendo DNA,
foram submetidas ao processo de amplificacdo pelo método da PCR, com emprego dos
SISTEMAS MULTIPLEX (fluorescéncia): - PowerPlex 1.1 System: CSF1PO, TPOX,
THO1, vWA, D16S539, D7S820, D13S317 e D5S818 (Promega Corporation — Cut 3 DC6090,
Lot 3 131384 — Exp. Date Jan 05) e AMELOGENINA, para determinagao do sexo (Promega
Corporation — Cat # DC5170, Lot # 144226).

Para tal proposito, foi utilizado o termociclador PT-100, fabricado por M.J Research,
programado de forma especifica, segundo protocolos recomendados pela Promega

Corporation.

Caracterizacao dos alelos dos loci amplificados

Os produtos de amplificagdo do sistema multiplex (PowerPlex 1.1 System) e da
Amelogenina foram caracterizados, ap6s separacdo eletroforética, em gel de poliacrilamida
desnaturante a 6% e detectados por meio de plataforma de analise fluorescente FMBIO lie, da

Hitachi Genetic System.

Amplificaciao de DNA

Apos a realizagdo das metodologias de extracao diferencial para se obter as fragdes
espermatica (FE) e ndo-espermatica (FNE) isoladamente a partir do swab vaginal, (item
3.1.1.a), obtivemos sucesso no isolamento somente da fracdo nao-espermatica, ou seja, foi
possivel obter o perfil genético das células epiteliais vaginais da vitima que se encontravam no
substrato do swab. A fracao espermatica, provavelmente pela exiguidade de espermatozoides
em relagdo as células epiteliais vaginais, ndo pdde ser amplificada isoladamente, mas sim,
parcialmente na forma de uma mistura “FE + FNE”. Apesar disto, através da comparagao dos
perfis genéticos do sangue da vitima (item 3.1.1.b), da fragdo ndo espermatozoide (FNE — item
3.1.1.a) e do resultado parcial da mistura das fragdes espermatozoide e ndo-espermatozoide
(FE+FNE — item 3.1.1.a), € possivel, por exclusdo, inferirmos o perfil genético de um suposto

agressor.
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Analise e interpretacao dos resultados obtidos

Em relagdo aos testes presuntivos para sémen, os resultados obtidos revelaram-se
positivos para s€émen nos varios ensaios realizados com o material contido no swab vaginal

(item 3.1.1.a).

Nos testes confirmatdrios foram confeccionadas laminas pelas duas técnicas acima
citadas, obtendo-se resultados positivos para a presenca de espermatozdides.

Quantificacio de DNA Humano
Com excecao da fragcdo espermatozoide isolada (FE), obtivemos resultados satisfatorios
nos ensaios de qantificacdo de DNA para todas as outras amostras analisadas.

Assim sendo, todas elas seguiram para a etapa de amplificacdo pelo emprego da

PCR — Reagao em Cadeia da Polimerase, conforme metodologias correntes empregadas para
as regides gendomicas analisadas.

Locus do (a) FE+FNE

DNA (mistura) (a) s6 FNE (b) (c) Condigdo de:
CSFIPO 11/12/13 11/13 11/13 7/10 Exclusao
TPOX 8/11 8/11 8/11 9/12
THO1 6/9 9 9 7/8 Exclusao
VWA 16/18 16/18 16/18 14/17
D16S539 11/12/13 11/13 11/13 11713 Exclusao
D7S820 10/11 10/11 10/11 9/11
D13S317 8/9/11 9/11 9/11 11 Exclusao
D5S818 11/12 11 11 11/13 Exclusdo
Amelogenina XY X/X X/X XY

Tabela 1: Perfis alélicos obtidos pelas analises dos loci das células contidas no

swab vaginal (“FE+FNE”) e das amostras de sangue da vitima e do averiguado.
Legendas:

a) Mistura da Fracao Espermatozoide (FE) e da Fragdo nao-Espermatozoide

(FNE) retiradas do swab vaginal (item 3.1.1.a).

a) FNE - Fra¢dao nao-Espermatozoide retirada isoladamente do swab vaginal
(item 3.1.1.a)
b) Sangue da vitima

(item 3.1.1.b)
¢) Sangue do indiciado (item 3.1.1.c)

Os dados expostos na Tabela 1 deixam evidente que a fragdo ndo espermatica (FNE) ¢

totalmente coincidente com o perfil genético da vitima

(item 3.1.1.b). Através da analise

da mistura “FE+FNE”, pode-se constatar que no minimo duas (02) pessoas contribuiram para

a obtenc¢do de tal perfil. Os alelos sdo coincidentes com a fragdo ndo espermatozoide, ou seja,
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aquelas ndo provenientes de células da vitima e supostamente correspondentes nos
espermatozoides do agressor, nao apresentam relacao de verossimilhanc¢a, em parte dos Loci

analisados, com o perfil alélico do averiguado -------- (ITEM 3.1.1.¢)

Conclusao

A partir dos dados anteriormente expressos e justificados € possivel concluir que o
perfil genético obtido da mistura das fragdes espermatozoide e ndo-espermatozoide presentes
no swab vaginal coletado da vitima (item 3.1.1.a) n3o apresentam relacio de

verossimilhan¢a, em parte dos Loci analisados, com o perfil alélico do averiguado

(ITEM 3.1.1.¢).

Desta forma, fica evidente a EXCLUSAO do averiguado como possivel gerador de
sémen.
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MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DE SAO PAULO

Processo
URGENTE
M.M. Juiz:
Na data de hoje ----- , nos autos do processo-crime nimero:
que a Justiga Publica move contra tomei ciéncia do laudo pericial de
fls ----, que originou, inclusive, o relaxamento da ordem de custodia do réu. Todavia, referido
exame € nulo e merece ser analisado pelo Dr. --------- M¢édico-legista, que colheu o material da

vitima e solicitou anélise da lamina de secrecdo vaginal (fls --), pelas seguintes razdes:

Com a vinda do exame do IC, o Dr. -------- Delegado de Policia
prematuramente fez a juntada aos autos e ndo submeteu ao conhecimento e analise do médico-
legista, responsavel pelo exame de conjungao carnal feito na vitima, e pela colheita do material
de secre¢do vaginal que foi entdo objeto do referido exame, sem que o proprio soubesse do
resultado do exame por ele requerido na lamina de secre¢ao vaginal, ja que foi encaminhado
ao I.C.

Acontece que, basta uma simples e atenta leitura, para verificarmos que
o exame ¢ nulo, ja que contraditorio, sendo uma conclusdo equivocada.

Conforme consta de fls. --, o objeto do exame “é o de constatar a
presenca de sémen nas pecas recebidas e verificar a possibilidade deste sémen conter
espermatozoides em numero suficiente que permita, na sequéncia da andlise, pesquisa
comparativa de DNA com material sanguineo colhido do suspeito”.

Acontece que, ndo foi possivel obter quantificagdo de DNA humano da
fragdo espermatozoide (conforme constou a fls. --).

Ainda somente foi possivel a amplificagdo de DNA das fragdes nao-
espermaticas. Tanto € assim, que o laudo a fls --, atesta que “obtivemos sucesso no isolamento
somente da fracdo espermatica, ou seja, foi possivel obter o perfil genético das células epiteliais
vaginais da vitima que se encontravam no substrato do swab.

Logo, o exame foi feito pelas amostras de sangue da vitima ---- do réu -
-—-- e da mistura de fragdes espermatozoide (onde o exame deixou claro que nao foi
possivel a qunatificacdo de DNA humano) e Nao-Espermatozoide e da Fragdo Espermatozoide
retirada isoladamente (conforme fls. --), para concluir que o perfil genético obtido nao
apresenta relacdo de verossimilhanca com o perfil alélico do averiguado.

Ora, mais ¢ 6bvio que nao apresentaria relacdo de verossimilhanga,
posto que nao foi possivel da fragdo espermatozoide a quantificagdo de DNA humano.
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Assim, somente da fragdo ndo-espermatozoide ndo poderia nunca aferir
se era do averiguado, posto que SAO CELULAS DA VITIMA.

E E EVIDENTE QUE, PELO DNA, SERIA EXCLUIDO O
MATERIAL DE
(SUAS CELULAS) DO MATERIAL DO AVERIGUADO (SUA MOSTRA DE
SANGUE).

PORTANTO, A CONCLUSAO E CONTRADITORIA E OBSCURA,
SEM FUNDAMENTACAO PARA FALAR EM “EXCLUSAO” DO AVERIGUADO COMO
“GERADOR DO SEMEN”.

Ante o exposto, requeiro seja o presente laudo pericial submetido a
analise do MEDICO-LEGISTA Dr. ------ da Equipe de Pericias Médico Legais de --------
responsavel pela colheita do material (secrecdo vaginal) e pela feitura do exame de conjunc¢ao
carnal conforme fls ---, acerca das pondera¢des do Ministério Publico.

Apos, requeiro, outrossim, seja anulado o presente laudo pericial,
devendo ser NOVAMENTE realizado (SEGUNDA PERICIA), nos termos do artigo 181, Par.
Unico, do C. P. P.

Caso nao seja este o entendimento de Vossa Exceléncia, requeiro que as

Sras. Peritas esclarecam as ponderagdes do Ministério Publico acerca da conclusdo do referido
laudo.

Termos em que,
P. Deferimento
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Convido o leitor a elaborar seu proprio parecer, baseado na fundamentacao e no exposto
acima.

Observe os fatos que se seguem:

a. Nao foi possivel amplificar DNA da fra¢ao espermatica isoladamente, provavelmente
pela exiguidade de material, entretanto, foi possivel amplificar e analisar o conjunto
composto pelas fragdes espermatica e nao espermatica, chamado de “mistura”;

b. Todos os alelos da fragdo ndo espermatica foram coincidentes com os da amostra de
sangue pertencente a vitima, o que confirma que esta amostra representa a fragao nao
espermatica, ou seja, material bioldgico da vitima;

C. Os alelos encontrados na amostra “mistura, sdo provenientes da propria vitima e do
gerador do sémen. Considerando-se que cada pessoa possui apenas dois alelos para
cada locus examinado, esta amostra devera conter os alelos da vitima (dois se
heterozigota, ou um representando dois coincidentes em uma sé banda, caso
homozigota); mais os alelos do gerador desse s€émen misturado.

d. Portanto, nos /oci que apresentam outros alelos que ndo os da vitima, esses
obrigatoriamente pertencem e identificam o gerador de sémen. Em outras palavras,
ndo sdo da vitima e serdo considerados identificadores da amostra de sémen gerada
pelo autor do crime. Estas situa¢des ocorrem nos loci CSF1PO, THO1, D16S539,
D13S317, D5S818. Nota-se que todos os alelos que devem, obrigatoriamente, fazer
parte do perfil do gerador da amostra bioldgica de sémen, ndo estio presentes no
perfil do averiguado, excluindo-se, portanto, este individuo averiguado como possivel

gerador da amostra.
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IDENTIFICACAO DE SUPOSTA AUTORIA DE CRIME BASEADO EM
AMOSTRAS COLETADAS NA CASA DO AVERIGUADO: HISTORICO,
NECROPSIA, CONCLUSAO DO LABORATORIO, COMENTARIO

Historico:
Mulher, 17 anos encontrada em um banheiro de um Bosque na cidade de ---------- , vitima de
homicidio por arma branca
Necropsia:
Reconhecimento: feito pelo pai da vitima.
Exame externo:
= 34 ferimentos pérfuro-incisos
= Fraturas de dois dentes da arcada superior
= Coagulos sanguineos sob as unhas das maos e dois ferimentos no dorso da mao direita
Exame Ginecolégico:
= Himen: Ruptura completa cicatrizada as 6:00 h. Equimose peri-labial em regido de
fornice, equimose peri-himenal.
= Anus: Fissuras agudas e relaxamento esfincteriano.
Exame Interno:
= Ferimentos pérfuro incisos multilpos
= Hemorragia aguda interna
= Feto em cavidade uterina medindo 7 cm de didmetro céfalo-caudal.
Investigacao
= Multiplos preservativos no local do crime.
= Suspeito: ex-namorado de 17 anos de idade
Encontrados na casa do suspeito:
= Multiplos livros de contos policiais
= Um ténis molhado e uma calga com manchas de cor résea que dizia ser proveniente
de um peixe que havia limpado.
Material Encaminhado para exame de DNA:
= 1° frasco: Unhas da vitima
= 2°frasco: Sangue da vitima
= 3°frasco: Utero, placenta e feto
= 4° frasco: Laminas com secre¢do de vagina e anus.

= 5°frasco: Ténis do suspeito
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= 6° frasco: Calca do suspeito
= 7°{frasco: Amostra de sangue do suspeito
Procedimento no laboratorio
= Realizada extragdo de DNA da mancha no ténis
= Testado e verificado que se tratava de DNA humano e ndo animal
= Testado e verificado que era DNA de uma pessoa do sexo feminino
= Extraido DNA de amostra de sangue da vitima
= Amplificados os produtos de extragdo das amostras do ténis do suspeito e da vitima
pela técnica de PCR
= Comparados os perfis gendmicos, concluiu-se que se tratavam de perfis idénticos

(examinados 5 loci).

COMENTARIO: Para se obter um resultado estatistico confiavel, deve-se utilizar, no

minimo, 17 marcadores STRs.
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Pericia e erros laboratoriais em DNA
Preparacio para a pericia

Toda pericia se desenvolve em etapas onde o conjunto de elementos que forma a
opinido do perito e permite que chegue a uma conclusdo ¢ o resultado de uma somatoria de
evidéncias. No caso das identificacdes de pessoas ou de amostras bioldgicas, a conclusao final
¢ o resultado da somatoria de evidéncias genéticas e ndo genéticas — aqui se incluem os
resultados dos perfis genéticos obtidos nos testes. As etapas dos testes, em particular,
envolvendo a técnica de PCR, devem seguir protocolos estabelecidos e registrados em POP,
(Procedimento Operacional Padrdo). E recomendavel alguns cuidados antes mesmo do
recebimento das amostras, que abrange espaco fisico adequado para a realizacdo dos exames
(pois envolvem manipulagdo de genes) em setor isolado, preferencialmente contendo os
seguintes equipamentos:
a) [luminacdo ultra-violeta — utilizada todos os dias antes de se iniciarem as atividades;
b) Bancada para extragdo de DNA;
c¢) Capela de fluxo laminar para preparagdo das amostras que seguirdao para a amplificagdo por
meio da técnica de PCR;
d) Termociclador de primeira linha;
e) Bancada p6s-PCR;
f) Freezer para armazenamento dos reagentes e outro independente para armazenamento das

amostras ja amplificadas.

Coleta

As amostras devem ser colhidas observando-se rigorosamente normas técnicas,
colhendo-se todas as informagdes necessarias provenientes da cena ou pessoa de origem, com
a devida identificacdo e assinatura das partes envolvidas e das testemunhas em casos de
manipulagdo de amostras de pessoas como investigacdo de paternidade, constando do
documento assinado a finalidade do exame. Lacram-se os tubos e colhem-se rubricas sobre os
mesmos, preservando, dessa forma, a CADEIA DE CUSTODIA, fundamento necessario para
a correta realizagdo da pericia. Todos os termos de consentimento para o exame devem ser
devidamente preenchidos, respeitando-se as normas de coleta estabelecidas, observando-se a
legislagao vigente no que diz respeito a autorizagao para manipulagdo das amostras € normas

do Conselho Regional de Medicina. As amostras colhidas devem ser acondicionadas e deve ser
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verificado se todos os tubos estdo devidamente lacrados e rubricados e todos os documentos

de identificagdo e termos de consentimento devidamente preenchidos.

No laboratorio

Quando do recebimento de uma amostra no laboratorio para a realizacao de exame de
investigacdo de paternidade por meio da andlise do DNA, os seguintes POP (Procedimentos
Operacionais Padrao) sao recomendados:

1- Tratamento prévio das bancadas com acido cloridrico a 3% (HCI) e posteriormente com

alcool etilico 70%;

2- Tratamento do ambiente com luz ultra-violeta por 15 minutos;

3- Recebimento das amostras;

4- Conferéncia de frascos ¢ documentacao;

5- Identificacdo de frascos e documentacdo com cédigo interno do laboratorio;
6- Extracao de DNA das amostras;

7- Preparagdo para amplificagao;

8- Amplificagao dos DNAs das amostras por meio da técnica de PCR;

9- Visualizagdo do resultado da amplificagdo;

10- Tabulagao dos alelos observados;

11- Confronto dos perfis genéticos das pessoas envolvidas entre si;

12- Elaboragao do laudo, apos a andlise dos resultados obtidos do confronto entre as

amostras.

Possibilidades de discrepancias nos testes

Evoluc¢ao das técnicas

Houve época em que os exames de paternidade eram feitos por comparagdo
fisionomica, escolhendo-se caracteristicas como cor dos olhos, estatura e outras para
comparagdo, com resultados pouco seguros. Com a maior compreensdo dos padrdes de
transmissdo das caracteristicas genéticas segundo as Leis de Mendel, o cenario foi ganhando
maior rigor cientifico. O descobrimento do sistema sanguineo ABO e sua aplicacao aos testes
de vinculagdo genética permitiu a exclusdo com maior seguranca de homens supostos pais
biologicos. Entretanto, essa técnica apresentou falhas quando pretendia afirmar a paternidade.

Muitos homens ndo pais, passaram a ser considerados pais de forma equivocada, pois o grau
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de certeza de uma exclusdo ndo poderia ser comparado ao mesmo grau de inclusdo; a
probabilidade de paternidade calculada ainda nao permitia estabelecer vinculos genéticos com
seguranca. Na década de 70, surgiu a técnica baseada no antigeno leucocitario humano (HLA),
que passou a ser utilizada de rotina nos exames de paternidade, trazendo maior grau de certeza
nos casos de inclusdo. Entretanto, assim como o sistema ABO, em que pese ter também
revolucionado os exames de paternidade e permitido que erros anteriores fossem corrigidos,

ndo permitia afirmar, com seguranga, a paternidade.

Com o surgimento e automacdo das técnicas de andlise do DNA, houve uma nova
revolugdo, permitindo que os erros diminuissem e se tornassem quase nulos. Entretanto, a
possibilidade de discrepancias que serdo descobertas e corrigidas no futuro, existe. Com a
finalidade de evitar falhas, os testes de DNA sdo construidos de acordo com o mapa gendmico
humano que pode ser acessado nos bancos publicos de genes. (13) Os marcadores genéticos
sao desenhados previamente, escolhendo-se alelos e loci especificos e distantes uns dos outros.
Com isso, pretende-se diminuir a possibilidade de amplificar regides que sofreram mutagdes
devido a crossing overs, consequentemente nao respeitando as leis Mendelianas. A
consequéncia seria interpretar a alteragdo de um marcador como caracteristica transmitida
geneticamente ¢ nao produzida por mutagao, alterando o resultado final. Para essa construgao,
a escolha dos marcadores deve seguir alguns principios. Algumas caracteristicas sao
importantes a fim de se evitar falsas interpretagdes, como: alta heterogozidade, moderado
numero de alelos, freqiiéncia alélica balanceada e auséncia de microvariantes que exijam

alta resolucao para sua identificacio.

Eventos nos testes que podem interferir nos resultados:

Na Extracio

= Presenca de DNA de microorganismos que podem contaminar o material extraido da

amostra.

Na amplificacio e revelagio

= Alelos nulos devido & auséncia da seqiiéncia nucleotidica de pareamento na fita molde,
ndo havendo, portanto, anelizagdo com a seqiiéncia do primer utilizado,

impossibilitando a amplificacdo por PCR;
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Pequenas variacoes no produto final de amplificacio podem relacionadas a
diferentes pares de primers utilizados. Quando se utiliza um determinado par de primers
desenhado para amplificar uma determinada regido gendmica ou locus, pode-se obter
um resultado de amplificacao ligeiramente diferente de outro par de primers sintetizado

para amplificar a mesma regiao;

Microvariacoes de alelos, que se deve a inser¢des, delecoes e/ou a troca de
nucleotideos na sequéncia a ser amplificada, que leva a producdo de microvariantes. O
alelo 9.3, por exemplo, difere do alelo 10 pela delecdo de uma adenina, e do alelo 9,

por possuir mais trés bases nucleotidicas;

O “dropout” ocorre quando uma das bandas que representa os alelos verdadeiros nao
aparece em sua regido correspondente. (14) Essa situagdo foi detectada inicialmente
pelo FBI americano quando amostras similares foram examinadas por laboratdrios
diferentes com a finalidade de validar os marcadores. Em alguns laboratorios,
observava-se a banda e em outros ndo. A Unica maneira de detectar o “dropout” ¢ a
analise da mesma amostra por dois laboratorios diferentes.

Stutters” onde se observam duas ou mais bandas, sendo uma delas a banda verdadeira
mais forte e as outra(s), “sombras” ou amplificacdes inespecificas, podem estar
relacionados com interferentes do suporte que ndo foram eliminados completamente e
sao amplificados juntamente com a amostra, causando distor¢des nas reagdoes de modo

a alterar os resultados.

Duas bandas em um tunico locus podem ser observadas, bandas inespecificas. Essa
situacdo ocorre devido a diversos fatores, entre os quais, interferentes do suporte,
proteinas presentes no suporte de coleta (nesse caso o swab) que acompanham o DNA

da amostra, interferindo na amplificagdo.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi amplamente utilizada como técnica de
revelacdo, quando se fazia a confecgao do gel de forma manual utilizando-o como meio
para migracao dos produtos de PCR. Durante sua manufatura, ndo raras vezes ocorriam
pequenas imperfei¢des quase imperceptiveis que interferiam na correta migracdo do
DNA, acarretando resultado equivocado apds a coloracdo e revelagdao das bandas. A
analise do resultado era feita sem o uso de qualquer tipo de instrumento, & vista
desarmada. Com o advento da automatizacdo, houve reducdo dos problemas

ocasionados por falhas fisicas na preparacdo artesanal do gel e colorag@o. Os primers

162



passaram a ser preparados com marcadores fluorescentes que permitem que um feixe
de raios laser os identifique quando passam por capilares, com auxilio de um
computador que processa e identifica o sinal. Desta forma, previne-se a interpretagdo

equivocada de “stutters” e ma migracdo da amostra.

Outro fator que diminuiu a producdo de “stutters” durante a amplificacdo das amostras

esta relacionado a utilizagao de enzimas de melhor qualidade.

Discrepancias inesperadas foram observadas no locus D16S539 entre dois
laboratdrios que usaram o mesmo Kit de fabricagdo da PROMEGA CORPORATION.
(15)

O National Institute of Justice dos EUA através Criminal Justice Reference Service,
publicou um artigo intitulado “Convicted by Juries, Exonerated by Science: Case
Studies in the Use of DNA Evidence to Establish Innocence After Trial, disponivel

em (http://www.ncjrs.gov), em 2006, discutindo varios casos onde réus declarados

culpados com fundamento nos exames sanguineos foram inocentados apos re-analise
usando-se técnicas fundamentadas em DNA. (16) Segundo Arthur Conan Doyle nesse
artigo, “a inica forma de enxergar a ciéncia ¢ a busca pela verdade e a ciéncia forense
nao ¢ excecao.”

Os sistemas sangiiineos e HLA ja foram considerados infaliveis, principalmente para
a exclusao de paternidade. Historicamente demonstrou-se uma série de falhas hoje
reconhecidas.

Nas palavras de Mizrahi, citado por Zulmar Vieira Coutinho: “Em la actualidad se
podria decir que hay acuerdo em la comunidad cientifica sentido de que las pruebas
biologicas, cualquiera que sea el método o sistema que se aplique, no constituyem
técnicas infalibles”. Concordamos com Zulmar quando pergunta e responde: “E
possivel se obter uma falsa e absoluta exclusdo de paternidade com o método de
DNA? Sim, com certeza absoluta... Nos procedimentos técnicos, aparentemente
simples, ja detalhados no capitulo 2, podem ocorrer problemas técnicos cuja
interpretagdo pode resultar em uma falsa exclusdo de paternidade. (pg 40, 41 e
42)..“Em relagdo a énfase das sondas unilocais com PCR, para confiabilidade
absoluta dos resultados, observa-se discordancia por parte de outros autores. A
possibilidade de mutagoes pontuais do cromossomo, desnaturagoes incompletas,

contamina¢do com DNA transfusional, alteracoes eletroforéticas podem levar a

resultados falsos.” (pg 101 ¢ 102)” (17).
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Consideracoes finais sobre a pericia envolvendo DNA

>

Todo exame laboratorial esta sujeito a resultado falso positivo ou negativo decorrente
de varios fatores. Ha resultados de HIV, gravidez, sifilis etc., que sdo corrigidos apos
novos exames e muitos dissabores das partes envolvidas. Os exames de DNA ndo sdo
excecdo. Portanto, antes de atestar o erro, deve-se verificar a possibilidade de

resultados discrepantes decorrentes da técnica.

Todo exame laboratorial ¢ uma pericia e deve ser realizada por profissional habilitado
e capacitado, dentro de suas competéncias legais, em conformidade com orientagdes e
pareceres emitidos pelos respectivos Conselhos Profissionais;

Deve-se utilizar os mais elevados padroes de qualidade técnica disponiveis: quanto
mais moderna, teoricamente, portanto, menos sujeita a artefatos, motivo plausivel para
que se considere esse laudo mais preciso que outro cujo resultado € proveniente de
técnica mais antiga;

A descrigdo de laudo deve ser minuciosa, clara e metddica e todos os resultados devem
reproduzir fielmente os dados constantes das tabelas provenientes do perfil dos alelos,
seguindo-se rigorosamente a maxima “visum et repertum”’;

JAMALIS deve o perito omitir ou inserir no laudo, informagdo que nao conste dos
resultados obtidos a partir dos experimentos, bem como JAMAIS omitir ou inserir em
qualquer laudo, informacao falsa ou diversa da que deveria constar do laudo;
Recomendado ao perito contato absolutamente necessario e técnico com qualquer
pessoa envolvida na pericia, principalmente com os periciandos; que se coloque a
disposicdo para sanar quaisquer duvidas possiveis sobre o laudo e o desenvolvimento
da pericia, fazendo os esclarecimentos que se fizerem necessarios, visando, de forma
transparente e ética, a luz do conhecimento cientifico, contribuir para que a Luz da

Verdade se estabeleca.

A reflex@o sobre a metodologia e as possibilidades de “pedras no meio do caminho”

nos leva a colher ensinamentos valiosos e fundamentais para o desenvolvimento de consciéncia

critica nesta area do conhecimento humano que rompe fronteiras e tras, a cada dia, novos

desafios aos julgadores, politicos, legisladores, cientistas e toda sociedade.
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