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Seguranca publica: determinacao de identidade genética
pelo DNA

Sérgio D. |. Pena

INTRODUCAO

Do ponto de vista social, a determinacao de identidade genética pelo
DNA constitui um dos produtos mais revolucionarios da moderna genética
molecular humana. Em menos de 20 anos ela tornou-se uma ferramenta
indispensavel em investiga¢ao criminal.

Evidéncias biologicas (manchas de sangue, sémen, cabelos, etc.) sao
freqiientemente encontradas em cenas de crimes. O DNA pode ser extraido
dessas evidéncias e estudado por técnicas moleculares no laboratério,
permitindo a identificagao do individuo de quem essas evidéncias se
originaram. Obviamente o DNA nao pode por si s6 provar a culpabilidade
criminal de uma pessoa ou inocenta-la, mas pode estabelecer uma conexao
irrefutavel entre essa pessoa e a cena do crime. Atualmente os resultados da
determinacao de identificacao genética pelo DNA ja sdo rotineiramente aceitos
em processos judiciais em todo o mundo (Lynch, 2003; Walsh, 2004).

Neste artigo pretendemos revisar de maneira breve a evolugao da
determinac¢ao de identidade genética até se tornar hoje, dentro do complexo
ambiente do sistema criminal da justi¢a, um procedimento robusto, sensivel,
muito informativo e altamente objetivo. Trés fases podem ser discernidas
nesta evolugao: uma fase inicial na qual a metodologia predominante era o
uso das sondas de DNA; uma segunda fase em que os procedimentos
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laboratoriais foram simplificados e tornados muito mais sensiveis pela
utilizacdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR); e uma terceira fase na
qual houve amadurecimento de todo o processo, com padroniza¢io do
tratamento estatistico dos dados e introdu¢ao dos bancos de perfis genéticos
de criminosos. Revisaremos a contribui¢ao de grupos brasileiros para as duas
primeiras fases e tentaremos delinear uma agenda para a entrada do Brasil
na terceira fase, em que a determinacao de identidade genética pelo DNA
se tornara uma aliada indispensavel da justica e uma poderosa ferramenta
de seguranga publica.

APLICACOES

A determinagao de identidade genética pelo DNA é uma técnica muito
superior a todas as técnicas preexistentes de medicina forense, inclusive as
impressoes digitais classicas. O DNA pode ser encontrado em todos os fluidos
e tecidos biolégicos humanos. Além disso, os estudos dos polimorfismos de
DNA (regioes do genoma nas quais existem variagoes entre pessoas sadias)
nos permitem construir um perfil genético absolutamente individuo-especifico.
Ao contrario das proteinas, quantidades infimas de DNA podem ser
amplificadas bilhoes de vezes por meio da reagao em cadeia da polimerase.
Finalmente, caracteristicas moldadas ao longo da histéria evolutiva dos seres
vivos adaptaram o DNA para ser uma molécula informacional com baixissima
reatividade quimica e grande resisténcia a degradagao. Essa robustez da
molécula de DNA, conjuntamente com o fato de que ele contém informacao
digital (ao contrario da informagao analdgica das proteinas) fazem com que o
DNA seja ideal como uma fonte de identificacdo resistente a passagem do
tempo e as agressoes ambientais freqientemente encontradas em cenas de
crime. Como mencionado por Weedn e colaboradores (1996), a determinagao
de identidade genética pelo DNA pode ser usada para demonstrar a
culpabilidade dos criminosos, exonerar os inocentes, identificar corpos e restos
humanos em desastres aéreos e campos de batalha, determinar paternidade
com confiabilidade praticamente absoluta, elucidar trocas de bebés em
bercarios e detectar substituicoes e erros de rotulacio em laboratorios de
patologia clinica.

Como mencionado acima, nos testes de determinacao de identidade
genética pelo DNA sdo estudadas regides genomicas em que ha variagao
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entre pessoas normais. Essas regides sio chamadas de “polimorfismos de
DNA” ou “marcadores de DNA”. Nos ultimos anos foram desenvolvidas
diversas técnicas para estudo de diferentes tipos de polimorfismos de DNA,
formando assim um verdadeiro cardapio, no qual os cientistas e laboratérios
podem escolher o método mais adequado para solucionar o problema em
maos (Pena etal., 1995). Alias, por isto, a expressao correta é “teste em DNA”
e nio “teste de DNA”.

O método mais usado hoje em dia € o estudo de regides repetitivas de
DNA chamadas de minissatélites e microssatélites (Pena e Jeffreys, 1993; Pena
e Chakraborty, 1994). A chave da diversidade nessas regioes é que o nimero
de repeticoes varia entre individuos e pode ser estudado com sondas de DNA
ou com a chamada reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Entraremos em
maiores detalhes metodolégicos mais abaixo. Mais recentemente os abundantes
polimorfismos de base tnica (“SNPs”; Hinds et al., 2005) e os polimorfismos
de insercao/delecio (“indels’’; Weber et al., 2002) tém emergido como possiveis
alternativas. Mais abaixo neste texto, discutiremos também a utilidade potencial
dos indels como novas ferramentas moleculares em criminalistica.

METODOLOGIA CIENTIFICA
PRIMEIRA FASE — MINISSATELITES ESTUDADOS COM AS SONDAS MULTILOCATS

Os locos mais variaveis do genoma humano sao os minissatélites (Pena
e Jeffreys, 1993). Em 1985, Jeffreys e colaboradores, na Inglaterra, foram os
primeiros a mostrar que algumas sondas especiais (sondas multilocais) eram
capazes de reconhecer simultaneamente diversas regides de minissatélites,
produzindo padroes de bandas complexos e especificos para cada individuo,
que foram chamados de “Impressées Digitais de DNA”. No Brasil, a
metodologia das impressoes digitais de DNA foi introduzida em 1988 pelo
nosso grupo de pesquisa na UFMG, usando uma metodologia nao-isotopica
com a sonda multilocal M13 (Medeiros et al., 1988). Depois, outras sondas
multilocais foram descritas, incluindo a F10 (Pena et al., 1990), DNF24 (Ip et
al., 1989) e (CA),_ que passaram a ser utilizadas nas pericias médicas pelo
DNA no Nucleo de Genética Médica (Gene). O parametro basico de eficiéncia
metodologica em determinacgao de identidade genética pelo DNA ¢ a chamada
probabilidade média de identidade genética (em inglés, average match probabilsty),
que ¢ a probabilidade que dois individuos ao acaso da populagao apresentem
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um perfil genético idéntico com os marcadores testados. A sonda F10,
originalmente desenvolvida por nés (Pena et al., 1990) sozinha permite uma
probabilidade média de identidade genética de 4,4 X 10'%, ou seja,
0,00000000044 (Pena et al., 1993). Como existem apenas 5 bilhoes de pessoas
na terra (5 X 107), a sonda F10 sozinha deve set capaz de distinguir entre duas
pessoas quaisquer da terra, com exce¢ao de gémeos monozigdticos. A
associacao da F10 com outra sonda multilocal [DNF24 ou (CA) | fornece
uma probabilidade média de identidade genética da ordem de 10"

SEGUNDA FASE — MICROSSATELITES ESTUDADOS COM A REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

O desenvolvimento na segunda metade da década de 80 do poderoso
método de amplificagio molecular chamado reagao em cadeia da polimerase
(PCR; revisado por Mullis, 1990) abriu as portas para o estudo dos
microssatélites (Pena e Jeffreys, 1993). O uso da metodologia de PCR no
laboratério tem duas vantagens distintas: 1) a identifica¢ao dos alelos é simples;
2) a sensibilidade ¢ elevada, permitindo que o exame seja feito com quantidades
minimas de DNA genomico, mesmo em avancado estado de degradacio.
Assim a metodologia da PCR tornou possivel fazer a determinagao de
identidade genética pelo DNA em situagdes anteriormente impossiveis, como
por exemplo, utilizando fios de cabelos sem bulbo, fragmentos de unhas,
goma de mascar, filtros de cigarros e mesmo a saliva usada para colar selos ou
fechar envelopes. A principal desvantagem da PCR ¢ que a técnica esta limitada
ao estudo de regioes genéticas pequenas (com poucas repeti¢oes), relativamente
menos informativas para identificacio (Pena e Jeffreys, 1993). Além disso,
devido a sua alta sensibilidade a PCR ¢ suscetivel a contaminacao, o que exige
cuidados especiais no laboratério.

Os primeiros relatos da utilizagao da PCR para estudo de microssatélites
com unidades de repetigio [(CA) | foram feitos em 1989 por Tautz et al.
(1989) na Alemanha e por Weber e May (1989) e Litt e Luty (1989) nos Estados
Unidos. Logo ficou evidente que esses microssatélites exibiam dificuldades
de tipagem, pela proximidade dos diferentes alelos (apenas dois pares de base
de diferenga) e pelo fato de que na PCR eram consistentemente geradas
pequenas “bandas fantasma” por causa de deslizamento das fitas do DNA
durante a sintese. Ambos os problemas podiam ser solucionados pelo uso de
microssatélites com unidades de repeti¢ao maiores, especialmente de quatro
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bases, os microssatélites de tetranucleotideos. Os primeiros sucessos foram
de Yandell e Dryja em 1989 com um microssatélite de repeticio (CTTT)_ e
em 1990 por Peake et al. com um microssatélite (Gata) no gene do fator de
vonWillebrandt. A partir de 1991 o grupo de C.T. Caskey no Baylor College
of Medicine em Houston descreveu em artigos sucessivos um grande nimero
de locos de microssatélite de trinucleotideos e tetranucleotideos que passaram
a ser usados frequentemente em identificagdo humana e determina¢ao de
paternidade (Edwards et al., 1991; Edwards et al., 1992; Alford et al., 1994).
Virios desses locos foram mais tarde escolhidos pelo FBI para obter e arquivar
perfis genéticos de criminosos (ver abaixo).

Dois desenvolvimentos técnicos relacionados facilitaram muito a
aplicabilidade dos microssatélites em criminalistica e determinagao de
paternidade. O primeiro foi o aperfeicoamento, estimulado pelo Projeto
Genoma Humano, dos seqiienciadores automaticos fluorescentes de DNA,
que proporcionam alta resolu¢ao na analise dos microssatélites (Figura 1). O
segundo, foi a idéia de usar varios microssatélites de tamanhos diferentes em
uma mesma amplificagio da PCR e uma unica corrida eletroforética,
geralmente em um seqiienciador automatico fluorescente de DNA, uma
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Figura 1. Multiplex ALF10: Analise simultanea de dez locos de microssatélites
em uma unica reacdo de PCR e uma unica corrida eletroforética em um
seqiienciador automatico ALF-Express.
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A analise multiplex é uma conseqiiéncia natural do estudo de
microssatélites e é dificil estabelecer quando ela foi utilizada pela primeira
vez. No Nucleo de Genética Médica temos rotineiramente usado
amplificagio multiplex desde 1994, usando sequenciadores automaticos
fluorescentes de DNA (ALF-Express, Amersham Biosciences). O primeiro
multiplex que desenvolvemos foi chamado de ALF10 e permite a
amplificagdo simultanea de dez microssatélites (nove tetranucleotideos e
um trinucleotideo) em uma unica reagao de PCR e corrida eletroforética no
ALF-Express (Figural; Pena, 1999). Este multiplex sozinho fornece uma
probabilidade média de identidade genética de 3 X 10, ou seja, ele é
suficiente para individualizar qualquer individuo na terra. Além do ALF10,
o Gene desenvolveu sete outros sistemas multiplex, tendo a possibilidade de
estudar até 50 locos de microssatélites.

TERCEIRA FASE — AMADURECIMENTO, PADRONIZACAO E CRIACAO DE BANCOS DE
PERFIS GENETICOS DE CRIMINOSOS

A terceira fase envolveu um aumento na sofisticacao das analises, uma
padronizacao em torno de um conjunto de locos de microssatélites e
principalmente a criagio de bancos de dados. Criou-se um consenso
internacional na maneira pela qual os dados de identificagao criminal deveriam
ser analisados estatisticamente, houve padronizagao de rotinas para coletas
de amostras biologicas em cenas de crimes e ocorreu um aumento significativo
de sofisticagdo na metodologia de extracio de DNA, mesmo de espécimes
altamente degradados.

O primeiro banco de dados de perfis genéticos de criminosos foi
criado na Inglaterra, mas sem duvida o banco mais importante, criado pelo
FBI nos Estados Unidos, é o Sistema de Indice de DNA Combinado
“Combined DNA Index System” (Codis); <http://www.fbi.gov/hq/lab/
codis/index1.htm>. O Codis come¢ou como um projeto piloto em 1990 e
ganhou impulso com o “DNA Identification Act” de 1994, que deu ao FBI
a autoridade de estabelecer um banco de dados em nivel nacional para fins
de investigacao criminal. O sistema ¢é estruturado em laboratorios estaduais
com uma coordenag¢ao central. Existem dois arquivos diferentes de perfis
genéticos com objetivos complementares. O “Indice Forense” (“Forensic
Index”) contém atualmente 96.473 perfis genéticos obtidos a partir de cenas
de crimes. O “Indice de Criminosos” (“Offender Index”) contém 2.072.513
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perfis genéticos de criminosos condenados por crimes sexuais € outros crimes
violentos. Até dezembro de 2004 o Codis havia permitido 19 mil identificagbes
de suspeitos, demonstrando sua grande utilidade.

Na tipagem dos perfis genéticos do Codis o FBI escolheu treze locos
de microssatélites localizados em cromossomos humanos diferentes, que
sao: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D351358, D5S818, D758820,
D8S1179, D138317, D165539, D18S51 e D21S11 (Budowle e Moretti,
1999). Esses treze locos sao absolutamente individualizantes (com exce¢ao
de gémeos monozigbticos, é claro) e proporcionam baixissimas
probabilidades médias de identidade genética. Embora varios desses locos
nao apresentem caracteristicas ideais, a escolha deles pelo FBI tornou-os
praticamente padrao nos bancos de perfis de criminosos e em laboratérios
forenses em todo o mundo. Duas empresas americanas, a Promega
Corporation e a Perkin Elmer-Applied Biosystems langcaram no mercado
kits de PCR multiplex fluorescentes contendo esses locos. A Promega
Corporation tem nos Estados Unidos um pedido de patente de sistemas
multiplex envolvendo os 13 locos escolhidos pelo Codis e uma versao deste
pedido esta sendo analisada no Brasil pelo Inpi (PI 9915597-4). Assim,
caso o Brasil opte por usar esses mesmos locos em um banco nacional de
perfis genéticos tera certamente de pagar custos significativos envolvendo
propriedade industrial.

Novos Marcadores de Polimorfismos — SINPs e Indels

Além dos minissatélites e microssatélites ha dois grandes grupos de
polimorfismos no genoma humano: os polimorfismos com base na
substituicao de nucleotideos tnicos (SNPs) e os polimorfismos de inser¢ao
ou dele¢ao de um ou mais nucleotideos (polimorfismos de inser¢ao-delecao;
indels). Ambos os polimorfismos apresentam a grande vantagem de que podem
ser estudados em produtos de amplificagao muito curtos (50 pares de base ou
menos) e assim apresentam distintas vantagens sobre os microssatélites no
estudo de DNA extremamente degradado (como ¢ o caso de cadaveres em
estado muito avangado de decomposi¢ao ou carbonizados).

Os mais abundantes e os melhor estudados desse grupo sao os SNPs
—mais de 10 milhoes ja foram identificados e mapeados no genoma humano
(ver <http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/SNP/>; Hinds et al., 2005). Recentemente
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varias publica¢Ges tém analisado a possibilidade de que SNPs (e indels) possam
vir a substituir os microssatélites no bancos de dados de criminosos (Budowle,
2004; Gill et al., 2004). A opiniao é que essa possibilidade é remota, porque
embora esses novos polimorfismos possam oferecer algumas vantagens, os
bancos de dados ja foram montados com microssatélites. Também, a tipagem
dos SNPs ¢ relativamente complexa. Por outro lado, os indels sao muito mais
faceis de serem tipados porque os alelos diferem em tamanho.

Em 2002 Weber e cols. identificaram e caracterizaram 2000
polimorfismos bialélicos de inser¢ao-delecdo (indels) no genoma humano.
A partir desses dados, a equipe do Nucleo de Genética Médica (Gene)
identificou um conjunto de 40 indels que atendia as seguintes
especificagcoes:

¢ Tamanho de amplicons diferentes, permitindo deteccao multiplex.

* Freqiiéncias alélicas em europeus proximas de 50% para maximizar
heterozigosidade/informatividade.

* Localizacdo em diferentes regioes fisicas do genoma humano.

Houve excelente sucesso na tipagem dos 40 alelos em apenas quatro
reagoes de PCR e quatro corridas eletroforéticas em um sequenciador ALF-
Express (Figura 2). Em um sequenciador multicores como o modelo 3700 da
Applied Biosystems os 40 Indels poderiam ser analisados em uma tinica corrida
eletroforética. Os locos escolhidos estao distribuidos por todo o genoma
humano, sem associa¢ao por proximidade, como mostra a Figura 3. A
probabilidade medida de identidade genética desta bateria multiplex de indels,
denominada por nés de Multindels, é de apenas 5.07 X 107! A grande
adaptabilidade dos indels para a amplificacio de DNA degradado combinada
com a facilidade de tipagem e com esse altissimo poder de descrimina¢ao
tornam os Multindels uma poderosa plataforma para a determinacao de
identidade genética pelo DNA.
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Figura 2. Multindels: Anilise de 40 locos de polimotfismos de insercio/delecio
em quatro multiplexes.
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Figura 3. Localizagdo cromossoémica dos 40 locos de indels.
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LOGISTICA DAS PERICIAS DE DETERMINACAO DE INDIVIDUALIDADE
GENETICA PELO DNA

A aplicacao da determinagao de individualidade genética pelo DNA
tem um logistica complexa, pois depende de varios procedimentos
concatenados que devem ser executados sem erro (ver Figura 4).

Em primeiro lugar vem a coleta da evidéncia biolégica na cena do crime,
cuja importancia é fundamental. Para que isso seja feito com sucesso é necessario
que a cena nao seja contaminada pela propria equipe de investigadores nem
pelo publico. Toda evidéncia deve ser apropriadamente catalogada e sua posi¢ao
original documentada por fotografias (para detalhes, ver Lee et al. 1991). Colhida
a evidéncia, ela deve ser armazenada em local seguro e nas condi¢oes apropriadas,
com refrigeracao caso necessario. Em todos os momentos ¢ necessario
documentar quem teve (ou pode ter tido) contato com a evidéncia — este é o
principio da cadeia de custédia. No famoso julgamento criminal do jogador de
futebol americano O. J. Simpson em 1995, a prova do DNA foi desconsiderada
pelo juri porque houve falhas na maneira em que a evidéncia biolégica foi tratada
<http:/ /wwwlawumke.edu/faculty/projects/ ftrials/Simpson/ simpson.htm>.

Extracéo do
DNA das
células

Evidéncia

Amplificagdo do DNA
pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase l
(PCR) e marcagio
fluorescente

Separacgio dos fragmentos
fluorescentes em um Analise automatica no
sequenciador automético de DNA computador

Figura 4. Etapas da aplicacdo da identificacio de individualidade genética pelo
DNA em uma investigacio criminal.
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Um caso muito especial e delicado de coleta da evidéncia biolégica
ocorre em estupros. I fundamental que haja hospitais que tenham
equipamento e pessoal adequados para obter apropriadamente a evidéncia de
maneira eficiente, a0 mesmo tempo respeitando o pudor da vitima e o seu
trauma emocional. Mesmo nos Estados Unidos ha grande variabilidade na
competéncia dos hospitais para essa coleta o que tem influéncia da condenagao
dos criminosos (Chivers, 2000).

No laboratério a evidéncia bioldgica é processada para extragdo do
DNA, amplificacio pela PCR e tipagem eletroforética. F desnecessario
enfatizar a enorme importancia de procedimentos bem padronizados e rigido
controle de qualidade no laboratério, a0 mesmo tempo preservando a
integridade da evidéncia e mantendo a cadeia de custédia.

A terceira etapa ¢ da analise estatistica dos dados obtidos. No passado
houve intenso debate em torno da melhor maneira de se aplicar os testes
estatisticos (ver, por exemplo, Lander, 1989). Hoje ja ha um consenso sobre a
metodologia estatistica, que deve ser utilizada com uma logica rigorosa
(National Research Council, 2001; Evett e Weir, 1998).

A quarta etapa ¢ a apresentacao dos resultados no julgamento de maneira
apropriada para que a evidéncia de DNA seja aceita como prova e para que o
jari e juiz possam avaliar adequadamente o seu poder.

UMA AGENDA PARA O BRASIL

O Brasil deve estabelecer como uma prioridade nacional a implantagao
de um programa eficiente de determinacao de identidade genética pelo DNA
que possa ajudar em investigacOes criminais e aumentar a seguranca publica.
Uma agenda para essa implantacao deveria envolver pelo menos as seguintes
etapas:

¢ Montar uma rede eficiente de laboratorios de DNA forense.

¢ Fazer treinamento da policia para coleta correta da evidéncia em cenas de crime.

e Fazer treinamento dos profissionais que atendem nas delegacias e nos
servicos de urgéncia médica para que possam providenciar de maneira correta
a coleta de evidéncia de vitimas de estupro.
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* Fazer treinamento de juizes de vara criminal e promotores para entenderem
os principios da tipagem de DNA com fins forenses.

¢ Montar um banco nacional de perfis genéticos similar ao Codis.

Um item de grande importancia é alogistica da criagao do banco nacional
de perfis de criminosos, especialmente no que tange a metodologia que deve
ser usada para a sua obteng¢ao. Nao cremos que o Brasil deva automaticamente
copiar a metodologia usada no Codis. Afinal, a compatibilidade com bancos
de dados internacionais ¢ importante, mas na vasta maioria das vezes a utilidade
do banco ¢ interna e crimes internacionais nao devem ter tanto peso nas
decisdes. Deve ser lembrado que a decisio metodologica é praticamente
irreversivel, pois apos a criagao do banco de dados, os custos de qualquer
mudanca sao muito grandes.

Acreditamos que deve ser montado um comité envolvendo o Ministério
de Justiga, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia e a Academia Brasileira de
Ciéncias para fazer esta tomada de decisao. Devem ser levados em conta a
eficiéncia da informacao fornecida pela metodologia de tipagem, a facilidade
da tipagem e o custo, incluindo consideragdes quanto a propriedade intelectual.
O processo deve ser absolutamente transparente, incluindo licitagdes e ampla
consulta. Em nossa opiniao, a tecnologia brasileira deve ser privilegiada, desde
que nao haja sacrificio da qualidade e eficiéncia. Afinal, como costumava
dizer Gilberto Freyre, problemas brasileiros demandam solugGes brasileiras.
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