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GENETICA FORENSE

Anténio Amorim?

Breve nota introdutoria

A genética, enquanto dominio da biologia, acolheu, nos dltimos vinte anos,
avancos absolutamente notaveis, sobretudo resultado do surgimento e integracdo dos
métodos da biologia molecular. Alids, nenhuma outra ciéncia e, particularmente,
nenhuma ciéncia biolégica ou biomeédica, tera experimentado avangos, nas ultimas
décadas, como as ciéncias que integraram os conhecimentos e utilizam os métodos da
biologia molecular. Naturalmente que a genética forense é um extraordinario e muito
bem-sucedido exemplo desta constatacdo. Sendo, enquanto ciéncia, um dominio da
biologia é, no entanto, uma éarea que, por um lado, pode receber contributos e
colaboragbes e, por outro lado, pode integrar o leque de conhecimentos e,
eventualmente, de competéncias de profissionais tdo diversos como bidlogos,
criminologistas, farmacéuticos, juristas, médicos, entre outros.

A genética forense cabe, pois, 0 estudo de amostras bioldgicas ou outras, sejam
amostras de referéncia ou amostras problema, com vista a obtencéo de perfis genéticos.
Serd o estudo e, sobretudo, a analise comparativa dos perfis genéticos obtidos que
permitira a genética forense apoiar os tribunais na superior e douta administracdo da
justica.

Tentando utilizar linguagem e conceitos, percetiveis a um publico tdo alargado
quanto possivel, desenvolveu-se o presente texto, que pretende plasmar o contetdo da
conferéncia alusiva ao tema “Genética Forense”, proferida no ambito do ciclo de
conferéncias intitulado Crime e Violéncia, promovido pelo Instituto de Estudos Para
Seniores — Professor Adriano Moreira, da insigne Academia das Ciéncias de Lisboa.

Perfis genéticos

Um perfil genético é uma descrigdo ou informacdo relativa a um determinado
local ou locais do genoma de um individuo. Ao local ou locais do genoma do individuo
utilizados para, mediante o seu estudo descritivo, obter um perfil genético,
habitualmente, designamos por marcador(es) genético(s).

Esta informacdo ou descricdo pode tomar a forma de uma sequéncia especifica de
nucledtidos de um local, ou, ainda, tomar forma numérica, em que os nimeros indicam
0 numero de repeticdes de um determinado fragmento ou fragmentos existentes no
genoma do individuo.
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A titulo de exemplo, um perfil genético ou haplétipo de DNA mitocondrial é,
habitualmente, apresentado como uma determinada sequéncia de nucledtidos e um
perfil genético de STR autossémicos € apresentado como um conjunto de nimeros, que
ndo traduzem mais do que o numero de repeticdes de cada STR existentes no genoma
do individuo.

Desde ja se subentende que quando falamos de perfil genético podemos estar a
falar de diferentes tipos de perfis, tais como perfil ou haplotipo de DNA mitocondrial,
perfil de STR autossémico, perfil de STR dos cromossomas X ou Y, de entre outros.
Regra geral, quando falamos de perfil de DNA de um individuo, sem quaisquer outras
alusdes, estamos a falar do seu perfil de STR autossémicos.

Determinados perfis genéticos podem ser, por regra, individualizantes, isto é,
podem ser exclusivos de uma pessoa, identificam uma pessoa, €, outros perfis genéticos
podem ser especificos de grupos mais alargados de individuos. Sdo disso exemplo 0s
perfis genéticos especificos de uma linha paterna (perfil de STR do cromossoma Y), 0s
perfis genéticos especificos de uma linha materna (perfil ou hapldétipo de DNA
mitocondrial). Portanto, estes dltimos, ndo individualizam uma pessoa, mas
‘individualizam’ um grupo de pessoas.

E mediante a obtencdo de perfis genéticos de um individuo ou individuos e de
perfis genéticos obtidos a partir de amostra ou amostras problema, e, sobretudo,
mediante a analise e estudo comparativo de todos os perfis, que resultard o relatorio
pericial de genética forense.

A definicdo de perfis genéticos, no ambito da genética forense, permitird a
realizacdo de pericias que vao desde as pericias de investigacdo de parentesco biolégico,
passando por pericias de criminalistica biologica, designadamente em casos de crimes
sexuais e homicidios, até as pericias de identificacdo de desconhecidos ou de
identificacdo de espécie animal em remanescentes cadaveéricos.

Atualmente, de acordo com as recomendacgGes internacionais, e muito
particularmente do European DNA Profiling Group (EDNAP), os marcadores genéticos
que, no ambito da genética forense, permitem obter perfis genéticos individualizantes
sdo as ja referidas sequéncias de DNA com 4 a 7 nucledtidos, de regides microssatelite
ou STR, cujas variantes ou alelos se caraterizam pelo nimero de repeticdes que
apresentam (Chakraborty et al. 1999; Gil, 2002), ou, ainda, marcadores de nucle6tido
unico ou sequéncia Unica, e cujas variantes ou alelos se caraterizam pela substituicéo,
ou pela insercdo ou delecdo desse mesmo nucledtido Unico ou sequéncia Unica,
habitualmente designados SNP (acronimo de Single Nucleotide Polymorphisms), no
caso de substituicdo, ou por InDel (acronimo de Insertion or Deletion Polymorphisms),
no caso de inser¢cdo ou delecdo (Francez et al., 2011; LaRue et al., 2011; Manta
et al., 2012; Romanini et al., 2011).



Contrariamente aos SNP e InDel, a utilizacdo de STR é préatica generalizada nos
servigos e laboratdrios dedicados a rotina de estudos forenses ha j& varios anos.

A quantidade e os STR utilizados para a determinagdo de um perfil genético
individual apresentam alguma variacdo a nivel internacional, sendo definidos
localmente pelas autoridades politicas e judiciarias territorialmente competentes.

Atualmente, nos laboratdrios oficiais de genética forense, em Portugal, utilizam-se
0s 13 STR do sistema CODIS e mais 4 STR autossomicos — D2S1338, D19S433,
Penta D e Penta E — e, em casos especialmente complexos, designadamente casos em
que s6 se verifica incompatibilidades em dois STR, estudam-se, ainda, como STR
adicionais, os STR autossémicos SE33, ES, LPL, F13B, FESFPS, F13A01, D10S1248,
D2251045, D2S441, D1S1656 e D12S391 (Amorim et al., 2011).

Em amostras com DNA degradado, podemos ainda estudar sequéncias de DNA,
em parte sobreponiveis aos STR, mas com dimensdes inferiores a 150 pares de bases —
os designados mini-STR. Estes marcadores genéticos foram desenvolvidos através da
modificacdo dos primers para amplificacdo dos STR, que passam a delimitar regides
interiores e, portanto, menores que as regides definidas para os STR.

No entanto, em resultado de baixas quantidades de DNA ou DNA muito
fragmentado/degradado, pode ndo ser possivel obter um perfil de DNA com o0s
marcadores STR ou mini-STR, e, nestes casos, a alternativa sdo 0s SNP ou os InDel.

A vantagem destes Gltimos, em relagdo aos STR, é o tamanho dos produtos de
PCR, que nunca é superior a 100 pares de bases, quando comparados com os 300 a 400
pares de bases dos STR, possibilitando assim, o seu uso em material com DNA
degradado.

No entanto, no caso dos SNP, sdo muito mais laboriosos que os STR, utilizam
tecnologia diferente da utilizada nos laboratorios forenses para o estudo de STR e sdo
menos discriminantes que os STR, visto serem necessarios 45 a 50 loci SNP para um
resultado discriminante comparavel a 13 a 15 STR.

Relativamente aos InDel, sdo menos laboriosos que os STR, utilizam a mesma
tecnologia que os STR e tém poder discriminante mais aproximado ao dos STR que 0s
SNP, sendo portanto, em principio, mais promissores que 0s SNP. A Unica desvantagem
que ainda lhes esta associada € o facto de ndo estarem suficientemente estudados e,
especialmente, ndo estarem implementados nos laboratérios forenses.

Para além do estudo de STR, mini-STR, SNP e InDel autossémicos, quando nédo é
possivel obter um perfil de DNA com estes marcadores nucleares, procede-se a analise
de DNA mitocondrial (Andelinovic, 2005), que ndo permitindo, por si s6, como ja
referimos, uma identificacdo individual, pode, no entanto, ser um instrumento de grande



utilidade, na medida em que pode permitir, com seguranca, atraves da identificacdo de
uma linha materna, determinar situacgdes de exclusao.

Uma das principais vantagens do DNA mitocondrial em relagdo ao DNA nuclear
(2 copias por célula), consiste no facto de possuir cerca de 500-2000 cpias por célula, o
que aumenta as probabilidades de existirem algumas coOpias, mesmo em amostras
forenses muito degradadas e/ou antigas. O comprimento do DNA mitocondrial
(100.000 vezes inferior ao DNA nuclear) e a sua forma circular também Ihe conferem
uma menor probabilidade de degradacdo em relacdo ao DNA nuclear.

Outra das caracteristicas j& mencionadas do DNA mitocondrial, consiste no facto
de este ser herdado por via materna, ou seja, todos os individuos pertencentes & mesma
linhagem materna possuem o mesmo DNA mitocondrial (exceto na presenca de
mutacdes). A analise de DNA mitocondrial é, assim, de grande utilidade quando varias
geracOes separam as Vvitimas dos seus descendentes vivos, como 0s casos de
desaparecidos durante décadas, em consequéncia de conflitos politicos, genocidios
ou guerras.

No entanto, genericamente, os marcadores haplotipicos (DNA mitocondrial e
cromossoma Y) apresentam baixo poder de discriminacgdo, em compara¢do com o poder
de discriminacdo que proporcionam 0s marcadores autossémicos, 0 que leva a um
menor grau de certeza na identificacao final (Crespillo, 2011).

Pericias de identificacao de cadaver

A Declaracdo Universal dos Direitos do Homem foi proclamada pela Assembleia
Geral das Nac¢des Unidas, em 1948. No seguimento da aprovacdo da Constituicdo da
Republica Portuguesa, pela Assembleia Constituinte, em 1976, o reconhecimento e
aplicacdo da Declaragdo Universal dos Direitos do Homem, por Portugal, ocorre em
1978. Esta declaracéo prevé, no ambito dos direitos fundamentais do Homem, o direito,
por todos os individuos, em todos os lugares, ao reconhecimento da sua personalidade
juridica, o que, de entre multiplas e diversas implicacdes significa, também, que todo o
Homem tem direito, em todos os lugares, e, em todas as situagdes, ao reconhecimento
da sua identidade e, portanto, a sua identificacao.

Contrariamente ao que se passa com a maior parte dos individuos vivos ou
cadaveres humanos frescos ndo mutilados, a identificacdo visual pode néo ter aplicagédo
ou utilidade no caso de cadaveres mutilados, cadaveres em avancado estado de
decomposicédo ou cadaveres esqueletizados. Nestes casos, a Genética Forense pode ser
uma importante ferramenta no &mbito da identificagdo humana.

A identificacdo genética de um individuo desconhecido, independentemente de
ser um cadaver ou ser um individuo vivo, é sempre um ato de natureza comparativa. A
comparacdo poderia ser feita com o perfil genético do proprio individuo, caso ja
existisse uma base de dados de perfis de DNA para fins de identificacdo civil que



integrasse todos os individuos da populacdo, ou, alternativamente, como acontece
atualmente em Portugal, na grande maioria dos casos, a comparacdo é feita com perfis
genéticos de parentes do suposto individuo. Também por este motivo, o numero de
pericias de identificacdo de cadaveres desconhecidos é pouco elevado, pois, s6 tem
lugar quando héa informacéo razoavelmente robusta sobre quem detenha direitos sobre o
cadaver e, simultaneamente, quando existem familiares do suposto individuo que livre e
esclarecidamente fornecem amostras bioldgicas suas, a utilizar como amostras para
comparacéo.

No caso de cadaveres integros ou em bom estado de conservacdo, as amostras do
cadaver utilizadas na pericia de identificacdo s&o, habitualmente, sangue ou unhas.

No caso de cadaveres praticamente esqueletizados ou no caso de remanescentes
cadavéricos, as amostras do cadaver utilizadas na pericia de identificacdo sdo, caso
existam, dentes ou, caso estes ndo existam, fragmentos 6sseos, sendo 0s 0ssos longos, e
em particular o fémur, os que permitem melhores resultados.

As amostras dos familiares do individuo a identificar, habitualmente utilizadas,
sdo sangue ou células epiteliais da mucosa bucal.

A pericia de identificacdo consiste em obter o perfil genético do cadaver ou restos
cadavéricos e os perfis genéticos dos familiares do suposto individuo para, mediante
comparacdo, se concluir qual a probabilidade de parentesco ou, alternativamente,
concluir pelo afastamento da hipotese de parentesco e, neste ultimo caso, o cadaver
continuar por identificar.

O processamento laboratorial das amostras, no ambito das pericias de
identificacdo de desconhecido, inicia-se pela extracdo de DNA. A extracdo de DNA de
amostras de sangue ou de células da mucosa oral, podendo ser realizada recorrendo a
diversos métodos, é, habitualmente, efetuada através do método conhecido como o
método de Chelex (Walsh et al., 1991).

Em relacdo a extragdo de DNA de amostras 0sseas € necessario um
processamento prévio com vista a reduzir os 0ssos a po, através da utilizacdo de azoto
liquido e de um crio-triturador. No caso de ossos longos, como o femur, terdo que ser
inicialmente seccionados pequenos fragmentos, 0s quais serdo posteriormente levados
ao crio-triturador dentro de uma ampola adequada. A extracdo de DNA a partir dos
0ss0s reduzidos a pO &, habitualmente, realizada pelo método de
fenol-cloroformio-alcool isoamilico (Davoren et al., 2007) ou por métodos com recurso
a enzimas e silica, podendo, no entanto, ser utilizados outros métodos.

Uma vez realizada a extragdo de DNA, a fase seguinte é a amplificacdo por PCR,
tendo por alvos o conjunto de 17 STR autossomicos ja referidos e o gene homologo da
amelogenina, para obtencao de um perfil genético individual.



Uma vez realizada a amplificacdo, os produtos da mesma sdo detetados por
eletroforese capilar num sequenciador automatico.

O sequenciador permite a emissdo de eletroforegramas com os resultados/alelos
que o especialista, apos analise e ponderacdo, entenda como valorizaveis, com recurso a
software apropriado.

Na posse dos eletroforegramas, os alelos que cada individuo apresenta em cada
STR séo transcritos para uma folha de registo adequada e comecga-se por verificar se
existem ou ndo incompatibilidades entre a constituicdo genética do cadaver e a
constituicdo genética dos supostos parentes. Existindo incompatibilidades em mais que
dois STR é afastada a possibilidade de parentesco e, neste caso, a pericia ndo permite a
identificacdo do cadaver. Ndo existindo incompatibilidade em nenhum STR conclui-se
pela impossibilidade de exclusdo de parentesco e calcula-se a probabilidade de
parentesco.

O célculo do pardmetro probabilidade de parentesco é feito através das formulas
propostas em 1938 por Essen-Moller (Baur et al., 1986). Este calculo pode ser realizado
manualmente ou através de programas informaticos, sendo um dos programas
informéticos mais utilizado a nivel internacional o programa FAMILIAS (Drabek et al.,
2009).

No final € elaborado um relatério pericial com a descri¢cdo do caso, material e
métodos utilizados, resultados obtidos e conclusdes.

Pericias de identificacdo da espécie animal

Muito embora sejam em numero muito reduzido, s&o recebidos, por vezes
remanescentes cadavéricos, quase sempre de natureza Ossea ou visceral, para
confirmacéo de que se esta perante remanescentes humanos.

Em pericias de determinacdo da espécie animal, internacionalmente, a regido do
genoma mais utilizada é o gene do citocromo b (cytb) (Bravi et al., 2004). A sequéncia
de nucledtidos do gene do cytb é espécie-especifica, isto é, € carateristica e diferente de
espécie animal para espécie animal.

Sumariamente, a pericia inicia-se, também, pela extracdo de DNA pelo método de
fenol-cloroformio-alcool isoamilico ou por métodos com recurso a enzimas e silica,
podendo, no entanto, ser utilizados outros métodos.

Uma vez realizada a extracdo de DNA, a fase seguinte é amplificacdo de DNA,
tendo por alvo um fragmento de cerca de 350 pares de bases do gene do cytb.



Uma vez realizada a amplificacdo, os produtos da mesma sdo sequenciados e
detetados por eletroforese capilar num sequenciador automatico.

O sequenciador permite a emissao de eletroforegramas com a sequéncia alinhada
e corrigida, com recurso a software adequado.

Na posse da sequéncia, a mesma € inserida na pagina eletronica BLAST
(acrénimo de Basic Local Alignment Tool), da National Library of Medicine, disponivel
em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, obtendo-se a espécie a que correspondem 0s
remanescentes cadavéricos estudados.

E elaborado um relatorio pericial com a descricdo do caso, material e métodos
utilizados, resultados obtidos e conclusdes.

Pericias de investigacdo de parentesco bioldgico

O regime juridico aplicavel a investigacdo de parentesco bioldgico, e muito
particularmente a investigacdo de paternidade, encontra-se previsto no Cédigo Civil
portugués. O artigo 1864.° do referido cddigo determina, relativamente a paternidade
desconhecida, que sempre que seja lavrado registo de nascimento de menor apenas com
a maternidade estabelecida, deve o funcionario remeter ao tribunal certiddo integral do
registo, a fim de se averiguar oficiosamente a identidade do pai.

Ja relativamente a averiguacdo oficiosa da paternidade, de acordo com disposto no
artigo 1865.°, sempre que possivel, o tribunal ouvird a mae acerca da paternidade que
atribui ao filho. Se a mae indicar quem é o pai ou por outro meio chegar ao
conhecimento do tribunal a identidade do pretenso progenitor, sera este também ouvido.
No caso de o pretenso progenitor confirmar a paternidade, serd lavrado termo de
perfilhacdo e remetida certiddo para averbamento a reparticio competente para o
registo. Se o presumido pai negar ou se recusar a confirmar a paternidade, o tribunal
procederd as diligéncias necessarias para averiguar a viabilidade da acdo de
investigacdo de paternidade. O artigo 1801.° prevé, pois, que nas acdes relativas a
filiacdo sdo admitidos como meios de prova 0s exames de sangue e quaisquer outros
métodos cientificamente comprovados.

Por norma, e na maior parte dos casos de investigacdo de parentesco biologico, a
pericia realizada pela Genetica Forense, tem inicio com a ordem do Tribunal para a
realizacdo da mesma, a qual, de imediato, se segue indicacdo sobre as datas de
marcacdo das colheitas de amostras biologicas aos intervenientes no caso. O mais
frequente é serem presentes, como intervenientes, um trio constituido por um suposto
pai, uma mde e um menor, havendo, no entanto, variacdo quanto ao numero ou
qualidade dos intervenientes no caso. No entanto, adotaremos como regra a reflexé@o
sobre as situa¢fes mais frequentes na préatica pericial da genética forense.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Em Portugal, os casos de investigacdo de parentesco biolégico podem também
iniciar-se por ordem do Presidente do INMLCF, ou por ordem de outras autoridades
como a Policia Judiciéria.

No dia marcado para a colheita das amostras bioldgicas, 0s intervenientes séo
inicialmente entrevistados para fins de identificacdo civil devidamente comprovada
através da apresentacdo dos documentos oficiais habituais e, posteriormente, passam a
uma sala adequada a colheita de amostras biologicas.

As amostras bioldgicas colhidas sdo, habitualmente, sangue periférico e raspado
de células da mucosa bucal. A colheita de sangue é realizada tendo em atencdo a idade
do interveniente e outros eventuais aspetos particulares.

Devidamente rotuladas todas as amostras e registados todos os dados, as mesmas
sdo adequadamente acondicionadas até o inicio do seu processamento laboratorial.

O processamento laboratorial das amostras, no ambito das pericias de
investigacdo de parentesco bioldgico, inicia-se pela extracdo de DNA a partir da
amostra de sangue ou das células da mucosa bucal, que, podendo ser realizada
recorrendo a diversos métodos, € habitualmente efetuada através do método de Chelex.

Uma vez realizada a extracdo de DNA, a fase seguinte é a amplificacdo, tendo por
alvos o ja referido conjunto de 17 marcadores autossomicos do tipo STR e o gene
homologo da amelogenina, para obtencdo de um perfil genético individual.

Uma vez realizada a amplificacdo, os produtos da mesma sdo detetados por
eletroforese capilar num sequenciador automatico.

O sequenciador permite a emissdo de eletroforegramas com os resultados/alelos
que, apos analise e ponderacdo, se entendam como valorizaveis, com recurso a software
adequado.

Na posse dos eletroforegramas, os alelos que cada individuo apresenta em cada
STR sdo transcritos para uma folha de registo adequada e comegamos por verificar se
existem ou ndo incompatibilidades entre a constituicdo genética de um dos
intervenientes (habitualmente 0 menor) e o interveniente que no estudo pericial tem a
qualidade inicial de suposto parente (habitualmente suposto pai), partindo sempre do
pressuposto que o par formado pelos intervenientes mée e menor €, naturalmente, um
par com relacdes bioldgicas de parentesco verdadeiras. Existindo incompatibilidades em
mais que dois STR, é afastada a possibilidade de parentesco. N&o existindo
incompatibilidade em nenhum STR, conclui-se pela impossibilidade de excluséo de
parentesco e calcula-se a probabilidade de paternidade e o indice de paternidade.



Uma vez mais, o calculo dos parametros probabilidade de paternidade e indice de
paternidade é feito através das formulas propostas em 1938 por Essen-Moller.

Como referido anteriormente, as situacbes de investigacdo de parentesco
biolégico mais frequentes sdo casos de averiguacdo de paternidade, tendo como
intervenientes um suposto pai/mde/menor. Ha, no entanto, embora a casuistica seja
reduzida, casos de averiguacdo de maternidade, casos de averiguacdo da existéncia de
grau de parentesco como irmaos germanos, uterinos, de entre outros. Ainda nos casos
de averiguacdo de paternidade bioldgica ou de outro grau de parentesco biologico, por
vezes ndo é possivel estudar o trio suposto pai/mae/menor, mas sim supostos avos
paternos, tios, de entre outras variantes.

Os célculos e resultados apresentados para cada caso em particular sdo adequados
a qualidade e nimero dos intervenientes no caso.

No final é sempre elaborado um relatério pericial com a descricdo do caso,
material e métodos utilizados, resultados obtidos e conclusdes.

Pericias de criminalistica biol6gica de &mbito sexual

O Caodigo Penal portugués prevé, no capitulo V, os crimes contra a liberdade e a
autodeterminagéo sexual. Os seus artigos 163.° e 164.° sdo dedicados a crimes contra a
liberdade sexual, respetivamente coacéo sexual e violacgdo, e os artigos 172.° e 174.° sdo
dedicados aos crimes contra a autodeterminacdo sexual, respetivamente abuso sexual de
criancas e atos sexuais com adolescentes menores de 16.

Na sua grande maioria 0s estudos periciais da Genética Forense iniciam-se com a
rececdo de amostras bioldgicas, roupas ou vestigios da alegada vitima de crime contra a
liberdade ou a autodeterminacdo sexual. A grande maioria das vitimas € do sexo
feminino, havendo, no entanto, casos em que a vitima é do sexo masculino. Por este
motivo a reflexdo que se segue, relativamente a este tipo de pericias, tem por base um
caso tipico com uma vitima do sexo feminino e um agressor ou agressores do sexo
masculino.

O material mais frequentemente recebido sdo zaragatoas de exsudado vaginal,
zaragatoas de exsudado anal, zaragatoas de limpeza de diversas zonas da pele, laminas
com esfregaco de exsudado vaginal, laminas com esfregaco de exsudado anal, pecas de
roupa da vitima (sendo cuecas a peca de roupa mais frequentemente recebida) e pecas
de roupa do local onde ocorreu o alegado crime (sendo lencois a peca de roupa mais
frequente). Em praticamente todas as pericias, recebem-se zaragatoas com raspado de
células da mucosa bucal da alegada vitima, para serem utilizadas como amostras de
referéncia da mesma.

O processamento laboratorial das amostras, no ambito das pericias de
investigacdo de criminalistica bioldgica sexual, inicia-se com a utilizacdo de métodos de



orientacdo para determinar se nas amostras bioldgicas colhidas a alegada vitima existe
sémen ou outros vestigios bioldgicos, designadamente saliva ou sangue.

O método internacionalmente mais utilizado para pesquisa de sémen é a prova da
fosfatase; para pesquisa de saliva é a prova da amilase; para pesquisa de sangue é a
prova da peroxidase. Quanto a pesquisa de sémen ou outros vestigios bioldgicos,
designadamente sangue ou saliva, nas pecas de roupa ou outras amostras que ndo
amostras biologicas, utilizam-se, também, como método de orientacao, a irradiacdo das
amostras com luz de onda curta, emitida pela lanterna Crime Lite™, para detecdo de
fluorescéncia, que, em principio, s6 é emitida por manchas de fluidos bioldgicos.

Sempre que num caso existam laminas com esfregacos (vaginal, anal ou oral),
recorre-se, ainda, a microscopia Otica para estudo destes esfregacos, previamente
corados pela técnica de Papanicolaou modificada (Papanicolaou, 1942), com vista a
determinar se nas amostras colhidas a alegada vitima existe material celular masculino
— espermatozdides.

Independentemente dos resultados obtidos nos métodos de orientacdo ou no
estudo microscopico, prossegue-se sempre com estudos para pesquisa de DNA de
origem masculina, em todas as amostras recebidas, incluindo as roupas.

A extracdo de DNA dos vestigios retirados das zaragatoas de exsudados organicos
e de vestigios retirados de presumiveis manchas de fluidos organicos encontradas nas
pecas de roupa é realizada pelo método de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico ou por
métodos com recurso a enzimas e silica, podendo, no entanto, ser utilizados
outros métodos.

A extracdo de DNA das amostras de referéncia — raspado de células da mucosa
oral — é realizada pelo método de Chelex, podendo, também, ser utilizados outros
métodos.

Uma vez realizada a extracdo de DNA, a fase seguinte é a amplificacdo,
recorrendo a PCR, sendo alvo da amplificacdo um conjunto de 16 STR localizados no
cromossoma Y, para detecdo de um perfil genético do cromossoma Y.

Os STR do cromossoma Y, habitualmente, estudados sdo o DYS456, DYS389lI,
DYS390, DYS3891l, DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393, DYS391, DYS439,
DYS635, DYS392, GATAHA4, DYS437, DYS438, DYS448.

Por vezes, é também necessario estudar STR autossomicos, para defini¢cdo de um

perfil que permita identificar um individuo em particular e ndo um individuo duma
linhagem paterna. Estudam-se, entdo, 0os 17 STR autossémicos ja atras referidos.
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Uma vez realizada a amplificacdo, os produtos da mesma sdo detetados por
eletroforese capilar num sequenciador automatico. O sequenciador permite a emissao de
eletroforegramas com os resultados/alelos que, apds anélise e ponderagdo, se entenda
como valorizaveis, recorrendo a software adequado.

Na posse dos eletroforegramas, os alelos obtidos em cada STR, que compéem um
perfil genético do cromossoma Y, sdo transcritos para uma folha de registo adequada.

No final é elaborado um relatério com uma breve descricdo do caso, material e
métodos utilizados, resultados obtidos e conclusdes.

Caso se tenha obtido, pelo menos, um perfil genético do cromossoma Y nas
amostras da alegada vitima do sexo feminino, as conclusdes do relatério fardo
referéncia expressa a este resultado, ficando a investigacdo pericial em aberto, a
aguardar possiveis desenvolvimentos. Havendo, como sucede com alguma frequéncia,
um ou mais individuos suspeitos de serem 0s agressores sexuais, havera lugar a uma
extensdo da pericia de genética forense, incidindo agora sobre as amostras bioldgicas
dos suspeitos.

Esta extensdo da pericia tem, basicamente, por objetivo determinar o perfil
genético do suspeito e proceder a sua comparagao com o perfil genético obtido a partir
das amostras da vitima, para concluir se sdo ou ndo coincidentes.

Nos casos em que a vitima é do sexo masculino, naturalmente que se obtera um
perfil masculino nas suas amostras. Este perfil pode corresponder ao seu préprio perfil
ou pode corresponder ao perfil de um elemento da sua linhagem paterna, pelo que,
nestes casos, estudam-se sempre STR autossémicos, como ja mencionado, para
determinar se o material genético masculino encontrado é o seu ou o0 de um familiar da
sua linhagem paterna (pai, tio, avd, de entre outros).

Pericias de criminalistica bioldgica no ambito de outros crimes

Os crimes de ambito ndo sexual remetidos para estudo pela genética forense séo
em namero menor que os crimes de ambito sexual, sendo, na maior parte dos casos,
crimes contra a vida — homicidio —, previstos no 131.° do Cédigo Penal portugués.

De uma forma geral, e na maior parte dos casos, as pericias que séo requeridas no
ambito destes crimes iniciam-se com a rece¢do de amostras da vitima de homicidio e
amostras recolhidas na cena do crime. Apesar do numero de pericias desta natureza
poder ser menor que o das anteriores, 0 numero de amostras por pericia,
designadamente amostras recolhidas na cena do crime, €, habitualmente, superior ao
namero de amostras recebidas no ambito de qualquer outra pericia.
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Os trabalhos realizados no ambito destas pericias agrupam-se em procedimentos
para estudo de amostras da vitima, procedimentos para estudo de amostras colhidas na
cena do crime e elaboracéo do relatério pericial.

Em relacdo as amostras colhidas na vitima, o objetivo principal é, sempre, tentar
encontrar (com excecdo das amostras de referéncia) um perfil genético ndo coincidente
com o seu proprio perfil. Perfil este que podera ser do eventual agressor.

As amostras das vitimas de homicidio mais frequentemente recebidas sdo unhas
da vitima, raspados subungueais das unhas da vitima e zaragatoas de limpeza de pele,
ou zaragatoas de limpeza dentaria ou gengival da vitima. Por norma, estas amostras ndo
sdo estudadas com métodos de orientagdo, mas sim diretamente com métodos para
detecdo de perfis genéticos. Os perfis genéticos sdo definidos pela combinacao de alelos
para 0s mesmos STR ja referidos.

Em relacdo as amostras recolhidas na cena do crime, o objetivo principal é,
também, encontrar perfis genéticos da vitima (que a colocam do local do crime) e perfis
genéticos diferentes do da vitima (eventuais agressores). No entanto, precedendo o
recurso aos estudos moleculares, recorre-se, habitualmente, a estudos orientadores para
determinar a presenca e natureza de amostras bioldgicas nos vestigios recolhidos. A
pesquisa de sémen ou outros vestigios bioldgicos, designadamente sangue ou saliva, é
inicialmente realizada através da irradiagdo das amostras com luz, de onda curta,
emitida pela lanterna Crime Lite™, para detecdo de fluorescéncia. Os outros métodos de
orientacdo utilizados de seguida, para determinar a natureza de amostras bioldgicas em
vestigios recolhidos na cena do crime, sdo a prova da fosfatase, a prova da amilase e a
prova da peroxidase.

Relativamente aos métodos para determinacdo de perfis genéticos, a partir de
amostras colhidas na cena do crime, sdo idénticos aos utilizados nas diferentes pericias
anteriormente descritas.

No final é elaborado um relatério com uma breve descri¢cdo do caso, material e
métodos utilizados, resultados obtidos e conclusdes.

Caso se tenha obtido nas amostras da vitima, pelo menos, um perfil genético
diferente do seu, as conclusdes do relatdrio fardo referéncia expressa a este resultado,
ficando a investigacdo pericial em aberto, a aguardar possiveis desenvolvimentos.
Havendo, como por vezes sucede, um ou mais individuos suspeitos de serem 0s
agressores, havera lugar a uma extensdo da pericia de genética forense, incidindo agora
sobre as amostras bioldgicas dos suspeitos.

Base de Dados de Perfis de DNA

A Lei n.° 5/2008, de 12 de fevereiro, aprovou a criagdo de uma base de dados
nacional de perfis de DNA para fins de identificacdo civil e criminal, determinando que
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o INMLCF é a entidade responsavel pela mesma e pelas operacGes que lhe sejam
aplicaveis.

O funcionamento desta base de dados de perfis de DNA rege-se pelo regulamento
definido na Delibera¢do n.° 3191/2008, publicada em Diario da Republica, 2.2 série,
n.° 234, de 3 de dezembro.

Uma vez determinada judicialmente a insercdo do perfil genético de um individuo
na base de dados de perfis de DNA, genericamente, a tramitacdo do processo vai desde
a verificacdo da identificacdo civil do individuo, passando pela recolha das amostras
bioldgicas, realizacdo das andlises laboratoriais para obtencdo do seu perfil genético,
envio do perfil genético e dados pessoais relativos ao individuo para a sede da Base de
Dados, concluindo-se a tramitagdo com a insercdo do perfil numa base de dados
informética. Uma vez mais, os perfis genéticos sdo definidos pela combinacédo de alelos
para 0s STR ja referidos e com métodos laboratoriais idénticos.

E, pois, indiscutivel a utilidade e importancia de uma base de dados de perfis de
DNA que contenha o mais alargado nimero possivel de perfis/individuos da populacédo
(Corte-Real, 2004). Alias, sera muito simples compreender a sua utilidade e importancia
se tivermos presente que, caso a referida base integrasse todos os individuos da
populacdo, qualquer perfil genético obtido numa amostra de um local de crime ou
obtido de um individuo, vivo ou cadaver, por comparacdo com a referida base de dados,
seria de imediato, e em praticamente todos o0s casos, associado a um nome
e uma identidade.

Situacdes de interesse historico resolvidas pela genética forense

A Genética Forense, muito especialmente no ambito da identificacdo de
desconhecidos, tem assumido um papel relevante em situagcbes de grande impacto
social, humanitario e histérico. As metodologias utilizadas na rotina dos laboratorios
forenses para estudo do genoma nuclear e mitocondrial tém contribuido para o
esclarecimento de acontecimentos histéricos, permitindo a identificacdo de
desaparecidos em sequéncia de conflitos politicos, guerras, atos terroristas ou desastres
de massas, como catéstrofes naturais, e outros.

Pelo interesse historico de que se reveste, comecamos por fazer referéncia a
identificacdo do Ultimo imperador da Russia, Sua Majestade Imperial o Czar Nicolau Il
(Nikolai Alieksandrovich Romanov), da sua esposa, Sua Majestade Imperial a Czarina
Alexandra Feodorovna de Hesse (Vitdria Alice Helena Luisa Beatriz de Hesse), de trés
dos seus cinco filhos, do médico e de trés criados da familia imperial, todos
assassinados pelos bolcheviques, em Ekaterinburg, em 1918.

Quase 80 anos apds a sua morte, em 1991, foi revelado o achado de ossadas

humanas, em escavag0es, a cerca de 20 km de uma das principais cidades dos Montes
Urais — Ekaterinburg —, onde a familia imperial havia sido mantida prisioneira.
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Através de pericias forenses concluiu-se que os esqueletos, em estado avangado
de deterioracdo, apresentavam sinais de agressbes ante mortem e alguns deles
apresentavam mesmo orificios no crénio. Os estudos de antropologia forense,
designadamente de reconstrucdo facial e medicina dentaria forense, indicavam que
alguns restos 6sseos podiam corresponder a elementos da familia imperial da Rdssia
(Gil et al., 1994).

Numa primeira fase, os estudos de genética forense, pela analise do gene da
amelogenina, permitiram confirmar o diagndstico relativo ao sexo dos cadaveres
apontado pelos métodos antropoldgicos. Dos nove individuos, quatro eram do sexo
masculino e cinco do sexo feminino.

A andlise de ADN nuclear permitiu a obtencdo de resultados em 5 STR
autossomicos, 0s quais permitiram concluir que cinco dos cadaveres tinham relacoes de
parentesco bioldgico entre si, designadamente quatro das mulheres e um homem. A
analise de ADN mitocondrial permitiu inferir que as quatro mulheres poderiam
corresponder a uma mée e trés das suas filhas. A sequéncia de ADN mitocondrial obtida
foi comparada com a sequéncia de ADN mitocondrial do sobrinho-neto da Czarina —
Sua Alteza Real o Principe Filipe (Duque de Edimburgo e consorte de Sua Majestade a
Rainha Isabel 1l de Inglaterra) —, tendo-se confirmado que havia identidade.
Estadvamos, portanto, perante a Czarina da Russia e trés das suas filhas. O quinto
individuo, do grupo com relacbes de parentesco biol6gico entre si, seria 0 pai das trés
filhas, portanto do ultimo Czar da RUssia. Esta constatacdo foi posteriormente reforcada
guando se veio a verificar identidade na heteroplasmia mitocondrial detetada no cadaver
do suposto Czar da Russia e no seu irmao, Sua Alteza o Principe Jorge Alieksandrovich
Romanov (heteroplasmia 16169).

O estudo de DNA nuclear e mitocondrial dos nove cadaveres encontrados nas
escavacOes acima referidas permitiram confirmar que dois deles eram o Czar e a
Czarina da Russia, e trés eram de filhas de ambos. J& no decurso do ano de 2007, foram
encontrados restos mortais totalmente esqueletizados, que vieram a ser identificados,
pela genética, como sendo os outros dois filhos da familia Romanov, numa vala a 70 m
do local onde os restos mortais do Czar tinham sido encontrados 30 anos antes (Coble
etal., 2011).

A titulo de exemplo de identificacdo de vitimas de conflitos armados, importa,
desde logo, referir os militares mortos durante a Il Guerra Mundial (1939-1945).
Decorridos 60 anos sobre o conflito armado, diversos paises europeus tém levado a
cabo a identificacdo, pelo estudo de DNA, de restos esqueletizados sepultados em valas
comuns. Tém sido utilizados marcadores diferentes, com objetivo comum. Desde STR
autossomicos, mini-STR e Y-STR, na Eslovénia (Marjanovic et al., 2007) e Bdsnia e
Herzegovina (Gojanovic et al., 2007), até ao DNAmit na Finlandia (Palo et al., 2007).
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Também militares americanos, mortos em combate na guerra do Vietname
(1959 —1975), foram identificados, 24 anos pos-guerra, pelo Armed Forces DNA
Identification Laboratory (AFDIL). Os restos esqueletizados de alguns dos membros
dos servicos militares americanos foram identificados atraves da anélise de DNAmit,
por comparagdo com as respetivas mées (Holland et al., 1993).

Na ultima década do século XX (1991-1999), ocorreram conflitos militares na
Bdsnia e Herzegovina, no Kosovo e na Croacia, em resultado dos quais milhares de
vitimas foram sepultadas em valas comuns. S6 na ex-Jugoslavia, como resultado dos
conflitos armados da década de 90 do século passado, cerca de 40 000 pessoas foram
dadas como desaparecidas, estimando-se que a maioria corresponde a corpos néo
identificados que permanecem em valas comuns. Em 2000, foi formalmente
estabelecido um programa da International Commission of Missing Persons (ICMP) na
tentativa de realizacdo da identificacdo humana através de uma rede que envolve
estruturas politico-administrativas, centros de contacto de familiares de desaparecidos e
laboratdrios de estudo de DNA (Huffine et al., 2001). Um numero consideravel destas
vitimas, mais concretamente cerca de 2944 restos esqueletizados, de entre 3502 corpos
exumados, foi identificado entre 1993 e 2005, tendo ocorrido a maior parte das
identificacOes entre 1993 e 1999, através de métodos antropoldgicos. Posteriormente a
identificacdo por métodos antropoldgicos, cerca de 1155 amostras Osseas foram
submetidas a anélise de DNA (Andelinovic et al., 2005).

No caso especifico da Guerra Civil Espanhola (1936-1939) e no periodo
pos-guerra (1939-1950), estima-se que mais de 150 000 individuos foram assassinados
e sepultados em valas comuns e cemitérios. Desde 2000, através da iniciativa de
associacbes como a Asociacion para la Recuperacion de la Memoria Histérica
(ARMH), foram localizadas diversas valas comuns, exumados 0s restos cadaveéricos e,
apos identificacdo genética, sepultados os individuos junto dos locais e familias de
proveniéncia. Em 2004, foram exumados 46 esqueletos de uma vala comum junto a
uma pequena cidade na provincia de Burgos. A informacéo relativa & localizagdo da
vala, ao numero de corpos na mesma, e a lista das possiveis identidades foi obtida a
partir de entrevistas realizadas pela ARMH aos familiares e testemunhas, a partir dos
registos escritos, em forma de autobiografia, pelos mesmos, bem como a partir da
pesquisa ao arquivo penitenciario (como € o caso de 21 homens libertados da prisdo e
subsequentemente desaparecidos). A pesquisa nos arquivos prisionais, militares e civis,
bem como o depoimento das testemunhas permitiu obter dados individuais ante mortem
das vitimas. A consisténcia entre os dados obtidos pelos testemunhos, pelos arquivos,
pelo estudo arqueoldgico e osteologico, permitiu iniciar o estudo de DNA, partindo-se
da hipotese de se tratar de um grupo fechado. Dos 46 cadaveres, foram identificados 17
pelo estudo de Y-STR e DNA mitocondrial (Rios et al., 2010).

No caso dos militares portugueses mortos na Guerra Colonial Portuguesa,
designadamente militares mortos na Guiné-Bissau, foram recentemente apresentados
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resultados preliminares no ambito da identificacdo genética de 7 cadaveres (Amorim
etal., 2012).

Concluséo

Finalizamos dizendo que ndo foi nosso objetivo produzir um texto que se
constituisse como uma obra de referéncia, em termos tecnoldgicos e cientificos, para
geneticistas ou especialistas em genética, mas, tdo s6, um contributo para um grupo
alargado e heterogéneo de profissionais, estudiosos ou, simplesmente, interessados nas
principais tematicas da genética forense, que se apresente como um contributo de leitura
acessivel, claro e atil no &mbito do apoio ao exercicio das atribui¢cbes e competéncias
das mais diversas profissdes ou, simplesmente, no ambito da utilidade enquanto
instrumento de informacao relativo a genética forense.

(Comunicacao apresentada no Instituto de Estudos Académicos para Seniores
no ciclo Crime e Violéncia,a 4 de Dezembro de 2012)
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