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RESUMO: A identificagdo humana por meio da analise do DNA vem sendo utilizada desde a
década de 80. A biologia molecular e a genética tem como objetivo o estudo da estrutura, funcéo, e
transmissdo das caracteristicas hereditarias. Ambas auxiliam a justica na investigacéo criminal por
meio da andlise de vestigios bioldgicos contendo o material genético. Aléem de permitir um estudo
em diversas amostras de liquidos e tecidos, e ser resistente a fatores ambientais, 0 DNA é Gnico em
cada individuo, o que garante um resultado com mais exatiddo. Dentre as varias técnicas de
Biologia Molecular que sdo utilizadas na pericia criminal, a Reagdo em Cadeia da Polimerase é
utilizada na identificacdo do DNA, por ter baixo custo, facil aplicabilidade e alta especificidade.
Além desta, a outras técnicas como Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢do
(RFLP), Eletroforese, e Sourthern Blotting serdo abordadas neste artigo de revisao.
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ABSTRACT: Human identification through DNA analysis has been used since the 1980s.
Molecular biology and genetics aim to study the structure, function, and transmission of hereditary
characteristics. Both assist justice in criminal investigation by analyzing biological traces containing
the genetic material. In addition to allowing a study of several samples of liquids and tissues, and
being resistant to environmental factors and detergents, DNA is unique in each individual, ensuring
a result with accuracy. The Polymerase Chain Reaction is a technique of molecular biology widely
used in the identification of DNA, having low cost, easy applicability and high specificity. In
addition to this, other techniques such as Restriction Fragment Polymorphism (RFLP),
Electrophoresis, and Sourthern Blotting will be reported in this review article.
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1 INTRODUCAO

A partir dos anos 80, estudos e pesquisas demonstraram a analise do DNA (Acido
Desoxirribonucléico) e RNA (Acido Ribonucléico) de forma mais detalhada, permitindo por meio
das técnicas estudos sobre a interacdo do DNA, RNA e a sintese de proteinas.

A biologia molecular juntamente com a genética auxilia a justi¢a na investigagcdo criminal
por meio de vestigios bioldgicos, geralmente encontrados na cena do crime, contendo o material

genético. Técnicas como o Polimorfismo no Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP),
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Eletroforese, e Southern Blotting sdo utilizadas para uma
ampla verificagdo em amostras de DNA na identificagéo de suspeitos.

A PCR ¢é uma das técnicas mais utilizadas, pois além de ter baixo custo, permite que sejam
realizadas varias copias de uma determinada regido do DNA, de forma in vitro, e pode ser usada
como um marcador genético para relacionar o DNA encontrado, com o DNA de suspeitos. E
utilizada também em outras &reas como no diagnoéstico de infectologia clinica através da analise dos
acidos nucléicos e dos patégenos.

Este trabalho tem como objetivo relatar sobre a biologia molecular e a genética forense,

abordando sobre os marcadores moleculares e as principais técnicas para desvendar crimes.

2 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento bibliografico utilizando-se como descritores: DNA forense,
técnicas de biologia molecular na pericia criminal, PCR, nos indexadores SCIELO (Scientific
Eletronic Library Online) e LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude), em lingua portuguesa e inglesa. Como critérios de selecdo foram considerados os artigos
com dados bibliogréaficos que abordam técnicas usadas para desvendar crimes e outras informac6es
especificas correlacionadas ao assunto. Em seguida foi feita uma leitura analitica para ordenar as

informagdes e identificar o objeto de estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Biologia Molecular

A biologia molecular estuda a estrutura e funcdo do material genético e das proteinas e
investiga suas interacGes, ou seja, do DNA, RNA e as proteinas. Ocorreram grandes avangos na
area da biologia molecular que possibilitaram a incorporacdo de novas técnicas e analises do DNA,
que sdo utilizadas para a identificagdo humana e na investigacdo criminal (FRUEHWIRTH et al,,
2015). Com a anélise do DNA ¢é possivel identificar um individuo por meio de amostras de fios de
cabelos, sangue, saliva, suor, e outros tipos de vestigios biologicos, com o intuito de indicar

suspeitos em uma cena de crime ou até mesmo inocenta-los.
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O DNA humano ¢é formado por uma fita dupla hélice e est4 presente no nicleo das células
eucaridticas e no interior das mitocondrias, carrega todas as informacgdes genéticas de um

organismo, sendo Unico para cada individuo, exceto gémeos univitelineos (DECANINE, 2016).

Os acidos nucléicos (DNA e RNA) sdo responsaveis por armazenar as informacoes
genéticas, o DNA contém nucleotideos que expressam informacdes genéticas e o0 RNA é
responsavel pela sintese de proteina (FRUEHWIRTH et al., 2015). Existe o DNA nuclear humano
que contém os 46 pares de cromossomos, sendo 23 da mée e 23 do pai; e 0 DNA mitocondrial,
herdado somente da mée, que apresenta maior resisténcia, e esta sendo utilizado em estudos de

tecidos antigos ja que é de grande estabilidade.

3.1.1 Dogma Central da Biologia Molecular

O dogma central da biologia molecular explica como ocorre a troca de informacgdes do
material genético. A informacdo é gerada por meio da replicacdo do DNA, traduzida através da
transcricdo, e da traducgéo.

A replicacdo é a duplicacdo do DNA, e envolve um conjunto de enzimas e proteinas. Para
gue isso ocorra, é necessario que a enzima helicase realize a abertura das fitas. Ao desenrolar as
fitas em um ponto, é comum que ocorra o super enrolamento das fitas em outras partes, onde a
topoisomerase atua fazendo cortes em uma das fitas de DNA e religando-as em seguida, para que
ndo ocorra esse super enrolamento. A enzima DNA polimerase realiza a produgdo da nova fita,
sendo necessario que a enzima RNA primase sintetize um primer.

O DNA polimerase atua na sintese da nova fita no sentido 5° 3’e a atividade editorial

permite que, o serem adicionados 0s nucleotideos, sejam retirados para ser conferido o pareamento
de suas bases, no qual adenina se liga a timina, e a citosina se liga a guanina.
As fitas de DNA sdo antiparalelas, e uma fita sera sintetizada de forma continua (sentido

5’ 3’) a outra de forma descontinua (sentido 3’ 5’) formada por fragmentos de Okazaki. Apos a

producdo da fita, a DNA polimerase retira o primer de RNA e os substitui por nucleotideos de
DNA. A enzima Ligase, atua ligando os nucleotideos de uma fita, com os fragmentos de Okazaki da
outra fita, que se enrolam naturalmente formando a dupla hélice (SILVA, 2001).

E possivel ocorrer modificagdes no DNA, denominadas de mutagdes; sio causados devidos

a erros na replicacdo do DNA ou alteragdes de delegdo, duplicacdo, acdo enzimatica ou processos
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fisicos e quimicos direcionados ao DNA. O organismo tenta corrigir esses erros por meio do
sistema de reparo. Nem todas as alteragbes conseguem ser corrigido o que gera problemas de
sobrevivéncia do organismo (NODARI et al., 2016).

A transcricdo é a formacdo da nova fita de RNA complementando a fita de DNA, onde sera
formado o RNAmM (RNA mensageiro) que codifica a proteina; o RNAt (RNA transportador) que
realiza o transporte dos aminoacidos até os ribossomos, possibilitando a decodificacdo contida no
RNAmM; e o RNAr (RNA ribossomal) que faz parte da estrutura ribossomal.

A RNA polimerase é a enzima responsavel pela sintese de RNA, se ligando ao promotor
(local especifico para que ocorra a sintese), e complementando a fita molde até chegar ao
terminador, e em seguida 0 RNA passa por varias transformacdes. Todo esse processo ocorre no
nucleo.

A traducdo tem como objetivo converter os nucleotideos em aminoacidos originando uma
proteina. Esse processo ocorre nos ribossomos, regido citoplasmatica. No fim da traducdo as
proteinas sdo modificadas para exercer suas fungdes corretamente (SILVA, 2001).

Uma sequéncia de bases nitrogenadas é responsavel pela formacdo de um gene, que ira
determinar qual tipo de proteina serd formada de acordo com a sequéncia de aminoacidos. As
trincas de bases nitrogenadas codificam os aminoéacidos, podendo vérias trincas codificar um
mesmo aminodcido, a partir disso, afirma-se que o cddigo genético é degenerado (ANSELMO,
2014).

Figura 1- Dogma Central da Biologia Molecular
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3.2 Genética Forense

A genética ¢ uma area da biologia que tem como objetivo 0 estudo da transmissdo de
caracteristicas hereditarias e suas propriedades (BONACCORSO, 2005). A tecnologia tem
proporcionado o estudo avangado em diversas areas, e por possibilitar o estudo das caracteristicas
hereditérias, a genética se tornou uma &rea fundamental para as ciéncias forenses, pois ajuda na
elucidacdo de crimes, por meio do estudo em amostras bioldgicas, e com o passar dos tempos,
foram desenvolvidas e utilizadas varias formas de identificacdo humana, durante a vida ou ap6s a
morte (PACHECO, 2010). Portanto, a genética forense atua com o objetivo de identificar a origem
de determinada amostra bioldgica atraves da analise dos polimorfismos de DNA.

Antes de ser feita esta analise, os vestigios bioldgicos passam por processos para constatar
que a amostra obtida seja realmente de origem humana. As amostras mais comuns de serem
analisadas e recebidas em laboratorio sdo o sémen e o0 sangue. O sangue ao ser recebido passa por
processos quimicos para saber se realmente é sangue. Com o resultado positivo para sangue, sao
realizados testes para constatar através das reacGes imunoldgicas as procedéncias humanas deste
sangue. E também comum os laboratérios receberem amostras de unhas humanas, 0ssos, dentes, e
visceras cadavéricas, todos passam por procedimentos de limpeza, secagem, recortes e amostragens
antes de serem submetidos a anélise do DNA (PACHECO, 2010).

A andlise dos vestigios bioldgicos € realizada por meio das regibes repetidas
consecutivamente do DNA, denominadas de polimorfismo. Os polimorfismos podem ser
classificados em diversos grupos, de acordo com o tamanho da regido de repeticdo. Os mais comuns
sdo os microssatélites ou VNTRs (Variable Number Tandem Repeat) e os minissatélites ou STRs
(Short Tandem Repeat). Na genética forense, a técnica mais utilizada ¢ a de STR. Os STR’s sdo
repeticdes de nucleotideos encontradas dentro ou entre 0s genes, sendo de extrema importancia para
a identificacdo humana devido ao seu alto grau de variabilidade (PACHECO, 2010). Ja os
nucleotideos s&o subunidades do DNA que codificam informagdes que formam as proteinas e a fita
molde para a sintese de DNA, ocorrendo a transmissdo das caracteristicas hereditarias
(BONARCCOSO, 2005).
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3.3 Marcadores moleculares forenses

Apds a extracdo do DNA, é feita a analise dos marcadores moleculares. Existem inimeros
métodos para a extracdo quimica do DNA, que serdo escolhidos de acordo com o material bioldgico
a ser estudado.

Os marcadores moleculares sdo agrupados em: polimorfismo de comprimento, e
polimorfismo de sequéncia. Os polimorfismos de comprimento sdo regides repetidas de DNA, e
incluem os microssatélites (STRs), e os minissatélites (VNTRs). Ambos sdo marcadores
fundamentais devido a sua diversidade e variacdo de repeticdo em cada individuo (DOLINSKY e
PEREIRA, 2006).

Os polimorfismos de sequéncia sdo compostos por diferentes nucleotideos, e suas variacdes
sdo de regibes de alelos alternativos, ou seja, substituicGes, adi¢cbes ou delecbes de nucleotideos
(MUNIZ e SILVA, 2010). O que diferencia os STRs dos VNTRs sdo os numeros de bases. Os
STRs tem de um a quatro bases, enquanto os VNTRs tem de dez a cem bases de nucleotideos.

Ha também os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) que tem maior estabilidade e sdo
distribuidos por todo o genoma. Possuem variagfes em uma Unica base de cadeia polinucleotidica a
cada sequéncia do DNA (MUNIZ e SILVA, 2010). E os polimorfismos de insercdo e delecéo
(InDel), que semelhante aos SNPs, tem como vantagem o tamanho podendo ser encontrados em
amostras de DNA muito degradadas (NOBREGA e SILVA, 2011).

O perfil genético se refere ao perfil de STRs, e a analise desses perfis em amostras
bioldgicas permite a investigacdo do grau de parentesco bioldgico, a identificacdo de desconhecidos
e até mesmo a identificagdo das espécies de animais em restos cadavéricos (AMORIM, 2015). Os
STRs séo comparados por meio de uma amostra referéncia e uma amostra questionada, na qual a
amostra referéncia diz respeito aos suspeitos relacionados com o local do crime ou até mesmo
vitimas (LIMA, 2018).

Em amostras de DNA muito degradadas ndo e possivel obter um perfil genético através dos
microssatélites, sendo utilizados entdo os SNPs. Em ultimo caso, quando néo se é possivel obter
um perfil genético com os marcadores citados, é realizada a analise do DNA mitocondrial. Por ter
forma circular, o DNA mitocondrial ndo se degrada com facilidade em relagdo ao DNA nuclear.
Possui cerca de quinhentos a duas mil copias, assim aumenta a possibilidade de existir copias em

uma amostra muito degradada. E por ser de origem materna, 0 DNA mitocondrial também permite
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a identificacdo de pessoas de mesma origem materna que por algum motivo foram separadas
(HOFSTATTER, 2013).

3.4 Principais técnicas de biologia molecular utilizadas para desvendar crimes

A eletroforese é uma técnica que consiste na visualizagdo e separagdo das moléculas de
DNA de acordo com seu tamanho, forma e compactacdo. Através da acdo de uma corrente elétrica,
e geis de agarose ou acrilamida, o DNA migra para o pélo positivo, pois sua carga é negativa. Por
ter tamanhos diferentes, quanto maior for o fragmento de DNA, mais lenta serd a migracdo da
molécula. A comparacao € feita através da distancia percorrida no gel pelos fragmentos conhecidos.
Os fragmentos de DNA de mesmo tamanho podem ser visualizados na presenca do brometo de
etidio, que é um composto intercalante responsavel pela fluorescéncia do DNA quando exposto a
luz ultravioleta (KOCH e ANDRADE, 2008).

Outra técnica utilizada na pericia criminal é Southern Blotting que consiste na hibridizacdo
dos acidos nucléicos com o objetivo de localizar a posi¢do de um determinado gene na fita de DNA,
ou seja, sequéncias de DNA iguais ou semelhantes no genoma. Enzimas de restricdo realizam a
fragmentacdo do DNA, que serdo separados em eletroforese por gel de agarose. Os fragmentos sao
desnaturados e transferidos para uma membrana de nylon ou nitrocelulose, na qual sera realizada
uma imobilizacdo com radiagéo ultra violeta (UV) para a membrana de nylon, e uma imobilizacao
de calor para as membranas de nitrocelulose. Sdo utilizadas sondas de DNA e RNA marcadas com
radioatividade no qual os fragmentos hibridizados sdo marcados com por autoradiografia revelando
qual fragmento contem o gene clonado (LIMA, 2008).

E utilizada também a técnica do Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restri¢do
(RFLP) para amplificacdo de uma determinada regido do DNA através da PCR, e utiliza enzimas de
restricdo denominadas endonucleases, que tem como funcdo reconhecer e recortar sitios especificos
do DNA formando os fragmentos que serdo separados por tamanhos na corrida eletroforética
(PAVAN e MONTEIRO, 2014).

A vantagem da identificacdo através do DNA, em relacdo a sorologia € que o DNA permite
0 estudo em diversas amostras como tecidos e liquidos corporais enquanto a sorologia permite
testes realizados somente no sangue. Diferente dos lipideos e carboidratos, 0 DNA € resistentes a
fatores ambientais, &cidos, e detergentes (DOLINSKY e PEREIRA, 2006).

v.4, n.01: Jan-Julho, 2018, ISSN:24479330



SAUDE & CIENCIA EM ACAO — Revista Académica do Instituto de Ciéncias da Satde

Por isso, o estudo do DNA com finalidades forenses ja € aceito em processos judiciais por
todo o mundo, juntamente com o uso das técnicas de biologia molecular nos crimes sexuais, na
identificacdo dos cadaveres carbonizados, mutilados, ou em decomposicdo (DOLINSKY E
PEREIRA, 2006).

Nos Estados Unidos da America, o FBI (Federal Bureau of Investigation) estabeleceu que
0s 0 CODIS (Combined DNA Index System), banco de dados que contém o perfil genético de cada
individuo com antecedentes criminais, chegando ao criminoso de forma mais rapida e com exatidao
(BUTLER, 2006). No Brasil, a lei 12.654, de 2012, prevé a coleta de perfis genéticos como prova
de identificagdo criminal, sendo obrigatoria a coleta em casos de crimes hediondos ou violentos. De
acordo com um levantamento realizado no inicio de 2018 pelo RIBPG (Rede Integrada de Bancos
de Perfis Genéticos), 137 mil condenados que deveria ter o perfil genético cadastrado, ndo tem. O
Banco Nacional de Perfis Genéticos (BNPG) brasileiro tem em torno de 14.922 perfis genéticos
cadastrados, numero que deveria aumentar, pois quanto maior for o banco de dados, maior seré o
namero de resultados obtidos. Ainda de acordo com o RIBPG, cerca de 559 investigagdes foram

auxiliadas com o banco de perfis genéticos (COSTA, 2019)

3.5 PCR e sua aplicagdo na ciéncia forense

A técnica de PCR foi descrita e desenvolvida por Seiki, porém, Kary Mullis em 1980 obteve
resultados especificos na copia de determinados segmentos introduzindo o conceito de primer de
PCR e a utilizacdo do DNA termostavel (VIEIRA, 2005?).

A PCR é um procedimento realizado in vitro de alta especificidade e aplicabilidade, gerando
DNA suficiente para a realizacdo de analises posteriores. Para cada ciclo de PCR é necessario
etapas de desnaturagfo, pareamento, e sintese do fragmento de DNA (NOBREGA e SILVA, 2011).
A desnaturacdo da fita rompe as pontes de hidrogénio permitindo a abertura da fita; ocorre através
do calor, e logo em seguida ocorre a anelagdo do primer com uma das fitas de DNA. A enzima
DNApolimerase é responsavel por realizar a extensdo do primer deixando-os estendidos. A
repeticdo dessas etapas permite a amplificacdo de uma amostra de DNA (POTY, 2011).

Para estudos forenses esta € técnica principal e mais utilizada por néo ter alto custo e ser de
facil aplicacdo. A Unica desvantagem € o aparecimento de manchas ou rastros, que pode ter como
causa amostras de DNA de mé& qualidade, ou seja, amostras contaminadas ou fragmentadas

(AGUIAR, 2016). Para a realizagdo da técnica é necessario 0s seguintes reagentes e aparelho:
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e Amostra: qualquer amostra bioldgica de origem humana;

e Os primers: sdo fitas de DNA que tem em torno de 18 a 22 nucleotideos. Responsaveis pela
identificacéo correta dos genes a serem amplificados;

e Desoxirribonucléicos Fosfatos (ANTP’s): responsavel pela producdo de cdpias da amostra
amplificada;

e Tag-polimerase: extraida da bactéria Thermus aquaticus encontrada em fontes termais, sendo
responsavel por sintetizar novas cadeias de DNA;

e Cloreto de Magnésio e o tampdo da PCR auxiliam a enzima polimerase;

e Termociclador: para a realizagdo da desnaturacdo do DNA é necessaria a alteracdo das
temperaturas sendo o termociclador o responsavel por essa alteracdo, anelamento dos primers e a
extensdo das novas cadeias de DNA (SILVA et al., 2015).

A desnaturacdo ocorre na temperatura em torno de 94-97°C; a hibridizacdo dos primers
ocorre em torno de 50-65°C; e a sintese de DNA ocorre em torno de 72°C. A cada ciclo de 25 a 45
minutos sdo realizados a amplificacdo gerando o triplo defragmentos de DNA (HAAS e TORRES,
2016).

Figura 2 - Processo PCR Convencional
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Fonte: Nunes, 2017

3.5.1 Tipos de PCR

Transcriptase Reversa (RT-PCR): técnica mediada pela acdo da cadeia da polimerase, Util

quando a quantidade de amostra é pouca. Ocorre a transcri¢cdo de modo contrario, ou seja, 0 RNA é
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transcrito em DNA complementar (cDNA) utilizando a enzima transcriptase reversa e 0s pares de
primers especificos. A enzima é responsavel pela degradacdo do RNA em DNA, e em seguida é
realizada a amplificacdo do cDNA através da PCR (POTY, 2011).

PCR em Tempo Real (QPCR): é um método semi quantitativo sendo possivel obter
resultados em um curto periodo de tempo, mostrando o resultado em tempo real durante a
amplificagdo da amostra (HAAS e TORRES, 2016). Utiliza-se sondas marcadas com compostos
fluorescentes, ou corantes. A sonda TagMan é degradada no decorrer da amplificacdo liberando
fluorocromos que absorve a energia e emite a fluorescéncia. Ndo € necessaria a visualizagdo em
eletroforese (CAVALCANTI et. al., 2008). O termociclador além de realizar a alteracdo dos ciclos
de temperatura, também realiza a leitura através da fluorescéncia, informando dados sobre a
quantidade de DNA ligados a sonda na reacdo (VIEIRA, 2005?).

Multiplex PCR: é feita a amplificacdo ao mesmo tempo, de mais de uma regido diferente
do DNA, utilizando pares de primers diferentes na mesma reacgéo. E um teste de alta especificidade
e tem como vantagem a economia dos reagentes e a rapidez na obtencdo dos resultados (HAAS e
TORRES, 2011).

Nested PCR: ¢ utilizada para aumentar a especificidade e a sensibilidade realizada a partir
da reacdo de PCR em duas etapas seguidas ou em reacOes separadas (VIEIRA, 2005?). Sé&o
realizadas duas etapas utilizando primers diferentes, sendo um na primeira amplificagédo, e o outro
na reamplificacao, sendo necessaria a visualizagdo por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (CAVALCANTI et. al., 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

A genética tem como objetivo o estudo das caracteristicas hereditarias, e junto coma
biologia molecular proporcionou estudos em diversas areas e trouxe novas técnicas para analise do
DNA, sendo muito util para a ciéncia forense na elucidacdo de casos. A anélise do DNA é feita
através dos polimorfismos de DNA encontrados na amostra biologica de origem humana,
resultando no perfil genético, que permite a investigagdo da amostra questionada, com a amostra
referencia. A vantagem da identificacdo por meio do DNA, é que a amostra pode ser retirada de
diversas fontes de tecidos e liquidos, além de resistir a fatores ambientais, liquidos e detergentes.

Dentre as variadas técnicas utilizadas e as mencionadas no trabalho, tem destaque principal

a Reacdo em Cadeia da Polimerase; técnica de alta especificidade e facil aplicabilidade. Permite que
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vérias copias de um pequeno fragmento do DNA sejam feitas in vitro, resultando em analises
posteriores. A Unica desvantagem da técnica € o aparecimento de rastros e manchas, quando a

amostra biologica é de ma qualidade, contaminada ou fragmentada.
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