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RESUMO

Com a reforma de 1977 do Cédigo Civil Portugués, a inves-
tigacao de paternidade passou a ser livremente admitida,
sendo que, nas a¢oes de filiacdo, os exames de sangue ou ou-
tros métodos cientificamente comprovados, como exames de
outros materiais bioldgicos, passaram a ser admitidos como
meio de prova neste tipo de investigacdes. Atualmente, nos
Laboratérios de Genética Forense, a investigacao bioldgica
de paternidade é realizada em amostras de saliva recolhidas
com zaragatoas bucais ou amostras de sangue obtidas por
puncao digital, e analisadas, essencialmente, com recurso ao
estudo de STRs autossémicos. Estes estudos tém por base
o trio pretenso pai/mae/filho(a), sem prejuizo de outro tipo
de investigacoes que podem ser solicitadas aos Laboratorios
de Genética Forense, tais como, investigacdes com dois
ou mais pretensos pais ou com dois ou mais irmaos. Mas
0s casos complexos sao determinados por investigacoes
de parentesco incompletas, normalmente na auséncia do
pretenso pai que se pretende investigar. Neste caso, estas
investigacdes devem ser efetuadas com recurso ao perfil
genético dos pretensos familiares paternos, tais como, pais,
irmaos ou filhos do pretenso pai. Estas investigacdes podem
ser complementadas com outros marcadores genéticos, no-
meadamente, aumentando o nimero de STRs autossémicos
estudados com outros sistemas multiplex utilizados na pratica
forense, ou mesmo recorrendo ao estudo de Y-STRs para
determinacédo da linha paterna, de ADN mitocondrial para
estudo da linha materna ou, em casos especiais, estudo de
STRs do cromossoma X. Mas as situacoes da préatica foren-
se podem ser bastante mais complexas, sendo necessarias
investigacbes com marcadores bialélicos, como SNPs ou
INDELs, para complementar o estudo de STRs, sobretudo,
em casos de amostras degradadas. Por outro lado, a im-
plementacao da acreditacdo nos Laboratérios de Genética
Forense teve inicio com a implementacao de um Sistema
de Gestao da Qualidade (SGQ), baseado na norma ISO/
|IEC 17025, garantindo, assim, a qualidade das pericias de
investigacao bioldgica de parentesco realizadas.

PALAVRAS-CHAVE
Investigacao bioldgica de parentesco; polimorfismos de
ADN.
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ABSTRACT

With the 1977 reform of the Portuguese Civil Code,
paternity became freely admitted, and that the actions
of affiliation, blood tests or other scientifically proven
methods such as examinations of other biological ma-
terials, have been admitted as evidence in this type of
investigations. Currently, at the Laboratories of Forensic
Genetics, biological paternity is carried in saliva samples
collected with buccal swabs or blood samples obtained
by finger prick and analyzed essentially using autosomal
STRs. These studies are based on the alleged father/mo-
ther/son(daughter) or other types of research that can
be applied to Forensic Genetics Laboratories, such as
investigations with two or more alleged fathers or with
two or more siblings. But complex cases are determined by
kinship incomplete investigations, usually in the absence
of the alleged father. In this case, these investigations
should be carried out using the genetic profile of the
alleged paternal relatives, such as parents, siblings or
children of the alleged father. These investigations can
be complemented with other genetic markers, namely
increasing the number of studied autosomal STRs with
other multiplex systems used in forensics, or by studying
the Y-STRs for determining the parental lineage, the mi-
tochondrial DNA for the study of maternal lineage or, in
special cases, the study of X-chromosome STRs. But the
circumstances in forensics can be quite complex, being
necessary studies with biallelic markers, such as SNPs
and INDELs, to complement the study of STRs, espe-
cially in cases of degraded samples. On the other hand,
the implementation of accreditation in Forensic Genetics
Laboratories began with the implementation of a Quality
Management System (QMS) based on ISO/IEC 17025,
thus ensuring the quality of the biological kinship analysis
performed.
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Biological kinship analysis; DNA polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, as Ciéncias Forenses
tém sido objeto de significativa valoracao devido,
nomeadamente, a introducao de novas tecno-
logias e de aparelhagem de anélise mais sofis-
ticada. Quanto a Genética Forense, nao sé este
ramo teve um enorme desenvolvimento, como,
também, nos ultimos anos, este desenvolvimen-
to sofreu uma aceleracao impar relativamente a
qgualquer outro ramo da atividade médico-legal,
pela introducdo da tecnologia do ADN. A con-
tribuicao dos Laboratérios de Genética Forense,
como auxiliares da Justica, para a resolucdo de
problemas de ambito social adquire, assim, uma
enorme relevancia.

No ambito da Genética Forense, os exames
tém normalmente um Unico objetivo — o estudo do
perfil genético dos individuos, através das amostras
colhidas e enviadas ao Laboratério. O problema da
identificacao dos individuos sera, para o Laboratério
de Genética Forense, um dos objetivos principais. As
caracteristicas genéticas sdo Unicas, no seu conjunto,
para cada individuo, caracterizando, deste modo,
a sua individualidade bioldgica.

Karl Landsteiner, ao descobrir o sistema ABO
e as suas caracteristicas hereditarias, profetizou,
no inicio do século passado, que “um dia os gru-
pos sanguineos permitiriam identificar os homens
tdo bem como as impressdes digitais” (Landsteiner
et al., 1928). Landsteiner refletiu, assim, sobre a
possibilidade do uso destes marcadores para fins
forenses, tendo esta descoberta servido de base
para a realizacdo de pericias de investigacdo da
paternidade, até meados dos anos 80. Com base
nestes trabalhos, Landsteiner viria a receber o
Prémio Nobel da Medicina, em 1930.
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Também, no final do século passado, se

1

assistiu a aplicacdo das chamadas “impressoes
digitais genéticas” (DNA fingerprinting) na identi-
ficacdo biolégica. A primeira pericia de investiga-
cao genética de parentesco biolégico com recur-
so a marcadores moleculares (VNTRs — Variable
Number Tandem Repeats) foi realizada, em 1985,
num caso de imigracdo de individuos do Gana,
que pretendiam obter um visto de reunido fa-
miliar, existindo duvidas sobre a veracidade das
relacbes de parentesco com os alegados paren-
tes residentes no Reino Unido. Alec Jeffreys, da
Universidade de Leicester, provou a veracidade
destas relacoes (Jeffreys et al., 1985) e demos-
trou, também, inequivocamente, o grande poder
do ADN na identificacdo genética de individuos.

A investigacdo em Genética Forense aplica
as tecnologias de Biologia Molecular ao estudo
de polimorfismos de /oci de ADN com interesse
forense. Este estudo, de relevancia médico-legal
integra a genética populacional e a identificacao
biolégica que se desenvolve principalmente nas
seguintes vertentes: a) investigacdo bioldgica de
filiacdo, debrucando-se em particular sobre as
investigacoes de paternidade e de maternidade; b)
investigacao biolégica de parentesco, que englo-
ba, entre outros, também os estudos de casos de
imigracao; ¢) identificacdo bioldgica de desconhe-
cidos, onde se insere a identificacdo em desastres
de massa e d) investigacao criminal biolégica.
Perspetivam-se, atualmente, outros campos de
interesse da investigacdo forense, como sejam,
as investigacoes histéricas e o campo fascinante
da Arqueologia Forense.

A individualidade biolégica constitui, assim,
a base fundamental da pericia de identificacdo
bioldgica e é, atualmente, efetuada através dos
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polimorfismos de /oci de ADN, nomeadamen-
te, STRs autossémicos, STRs do cromossoma Y
e STRs do cromossoma X. O ADN mitocondrial
e a introducado do estudo de SNPs na rotina e
na resolucao de casos complexos sdo outras das
metodologias utilizadas em Genética Forense.

Como ja referido em capitulos anteriores,
0s STRs autossdmicos encontram-se abundante-
mente distribuidos no genoma humano, sendo
caracterizados por pequenas repeticdes em se-
guéncia, repeticdes estas essencialmente de 2 a
7 pares de bases (pb) de comprimento. A maioria
dos loci STR autossémicos usados na identificacao
humana apresenta repeticdes de 4 pb, e alguns
de 5 pb, com alelos compreendidos entre os 100
e 0s 350 pb. Os STRs tetraméricos e pentamé-
ricos utilizados sao sistemas com grande poder
de discriminacado e especificidade para a andlise
da variabilidade humana.

Recorre-se, contudo, a utilizacdo de sistemas
multiplex para o estudo destes /oci, utilizando
0s multiplex PowerPlex® 16 (/HS) System e/ou
AmpFESTR® Identifiler® (/Direct/Plus). Estes mul-
tiplex comerciais, para além dos 13 /oci do sistema
CODIS, permitem no seu conjunto o estudo de
outros quatro STRs: D251338, D19S433, Penta E
e Penta D. S&o estes 17 loci os atualmente mais
utilizados nas pericias de Genética Forense, sem
prejuizo de outros sistemas que os diferentes
Laboratorios disponham para a analise de roti-
na ou de casos complexos, como, por exemplo,
outros marcadores contidos em diferentes siste-
mas multiplex como 0 AmpFZSTR® NGM™ ou o
PowerPlex® ES.

O estudo dos /oci STR dos diferentes gru-
pos populacionais constitui um complemento das
pericias forenses e, assim, uma das atribuicbes
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dos Laboratérios Forenses. Os polimorfismos dos
microssatélites, para além de caracterizarem o
individuo do ponto de vista da sua individualida-
de biolégica, permitem, também, o estudo das
populagdes. Este estudo populacional é de impor-
tancia fundamental para todas as investigacdes
na area da Genética Forense, pois as conclusdes
destas pericias sao efetuadas com base em cal-
culos estatisticos, para os quais é necessario o
conhecimento da genética populacional.

O estudo da genética populacional reves-
tir-se-a, assim, de aspetos essenciais ndo sé no
ambito dos exames periciais, mas, também, no
da caracterizacao dos diversos grupos populacio-
nais que, atualmente, integram a populacao de
individuos e/ou amostras presentes aos diversos
Laboratorios Forenses.

2. ESTABELECIMENTO DA FILIACAO

Segundo o Cédigo Civil Portugués, de 1977,
o estabelecimento da filiacdo assenta na dife-
renca entre estabelecimento da maternidade e
estabelecimento da paternidade: “O estabele-
cimento da filiacao relativamente a mae, resulta
do proprio facto do nascimento, enquanto a pa-
ternidade presume-se em relacdo ao marido da
mae e, nos casos da filiacdo fora do casamento,
estabelece-se pelo reconhecimento” (art.° 1796°.
- Estabelecimento da filiacao).

Tanto a maternidade como a paternidade
sao factos biolégicos que carecem de vinculo ju-
ridico. Contudo, estes dois factos bioldgicos tém
um modo diferente de ser provados. No caso da
mae, a filiacdo resulta do facto do nascimento,
enquanto para o pai ndo se pode provar o seu
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envolvimento biolégico, como se prova a mater-
nidade (Oliveira, 1983). No estabelecimento da
paternidade “presume-se que o filho nascido ou
concebido na constancia do matriménio da mae
tem como pai 0 marido” (art.° 1826° - Presuncao
de paternidade).

Existem, contudo, situacdes, em que o Tribunal
ordena um exame de investigacao de paternidade
para verificar se é ou ndo possivel, excluir o mari-
do da mée, da paternidade biolégica da crianca.
Mas as situacbes mais comuns que levam a uma
averiguacao da paternidade sdo aquelas nas quais
a mulher atribui a paternidade do seu filho a um
individuo a quem, a face da lei, ndo é aplicavel tal
presuncao. Este facto passa-se em relacdo a mulher
solteira, casada ou vilva, pois sequndo o Codigo
Civil, "o reconhecimento do filho nascido ou conce-
bido fora do matrimoénio efetua-se por perfilhacdo
ou decisdo judicial em acdo de investigagao” (art.°
1847° - Formas de reconhecimento).

Conclui-se que deve ser declarado pai do
individuo nascido ou concebido fora do casa-
mento, quem for o seu pai bioldgico. Quanto
a paternidade desconhecida, “sempre que seja
lavrado registo de nascimento de menor apenas
com a maternidade estabelecida, deve o funcio-
nario remeter ao Tribunal certidao integral do
registo, a fim de se averiguar oficiosamente a
identidade do pai” (art.°. 1864° - Paternidade
desconhecida).

Com a reforma de 1977 do Codigo Civil,
desapareceram os entraves a investigacao de pa-
ternidade, que passou a ser livremente admitida.
Segundo o art.° 1801° - “nas accoes de filiacdo
sao admitidos como meios de prova os exames
de sangue ou quaisquer outros métodos cienti-

ficamente comprovados”.
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Segundo o enunciado do art.° 1871° do
Codigo Civil, a filiacdo bioldgica prova-se, de
modo indireto, pela prova de exclusividade das
relacdes sexuais entre o investigado e a mae do
investigante, no periodo legal da concecdo, bem
como por meio de presuncoes legais. A prova por
presuncdes faz-se através da prova dos factos
como tal legalmente considerados.

Mas o Assento n° 4/83 refere os dois factos
constitutivos da paternidade biolégica: a) a exis-
téncia de relagcdes sexuais entre a mae do investi-
gante e o pretenso pai durante o periodo legal da
concecao; b) a fidelidade da mae do investigante
ao pretenso pai durante o mesmo periodo. Caso
se averigue, por exemplo, que a mae do menor
manteve relacdes sexuais com dois individuos, os
exames de sangue serdo muito Uteis e necessarios,
pois um dos individuos serd necessariamente ex-
cluido, enquanto o outro apresentard um elevado
grau de probabilidade de paternidade. Como se
verifica, para os exames de investigacdo de pater-
nidade é irrelevante a prova da fidelidade da mae.
Esta prova ndo se revela necessaria para a obtencao
de um resultado concreto, quer seja de exclusao,
quer seja de nao exclusao (Geada et al., 1990-91).

Nos casos de possivel ocorréncia de relacoes
sexuais com mais de um individuo, os exames de
sangue terdo, como referido, uma funcao util a
desempenhar, pois a conclusao relativamente a
paternidade ndo serd determinada pelo exame
gue acuse o maior grau de probabilidade, mas
sim pela exclusao dos individuos falsamente im-
plicados, caso estes se apresentem a exame, e a
obtencao de um valor de probabilidade de pater-
nidade elevado para o individuo nédo excluido, ndo
se admitindo valores relativos de probabilidade
de paternidade.
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Como refere o Acédrdao do Supremo Tribunal
de Justica de 26 de Junho de 1991, “os exames de
sangue nao constituem uma presungao de paterni-
dade, pois tendem a prova directa da paternidade
biolégica”. A nao exigéncia deste tipo de provas
em todas as acoes de investigacao de paternidade
pode levar a que muitas dessas agdes nao sejam
conclusivas, por ndo se apresentar uma prova
tao especifica como a prova cientifica (Geada et
al., 1990-91).

3. INVESTIGACAO GENETICA
DE PARENTESCO

Os estudos de investigacdo genética de pa-
rentesco baseiam-se, essencialmente, em estudos
de investigacdes de paternidade, investigacoes
de maternidade, estudo de pretensos irméaos, es-
tudo com pretensos avés paternos, assim como
estudos envolvendo outros familiares. Estes casos
podem, muitas vezes, configurar situacdes com-
plexas e especiais de estabelecimento bioldgico
de parentesco.

Os casos mais comuns, solicitados aos
Laboratérios de Genética Forense, configuram
investigacdes de paternidade efetuadas com a pre-
senca do trio pretenso pai/mae/filho(a), embora
estes estudos possam ser realizados na auséncia
do pretenso pai (p.pai), recorrendo a familiares
da linha paterna.

Este tipo de investigacao pode ser solicitada
pelos Tribunais e pelas Forcas de Seguranca (PJ,
PSP e GNR), diretamente ao Diretor da respeti-
va Delegacéo do Instituto Nacional de Medicina
Legal, ou aos Coordenadores dos Gabinetes
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Médico-Legais, que procedem a colheita e envio
das amostras a respetiva Delegacdo, como mais
adiante sera explicitado.

Outra das situacdes que comeca a ter grande
relevancia na nossa Sociedade, refere os pedidos
efetuados particularmente, quer no ambito da
investigacao de paternidade e/ou de maternidade,
guer no estabelecimento de parentesco biolo-
gico. Estes casos, solicitados ao Presidente da
Instituicdo, sedeada em Coimbra, sao devidamen-
te encaminhados para o Gabinete de Assessoria
Juridica, que faré a apreciacao da matéria de facto,
sendo, em seguida, enviados para a Delegacdo
mais préxima da residéncia dos requerentes, para
a realizacao do exame pericial.

As investigacoes de paternidade fora de um
processo judicial, principalmente quando reali-
zadas por laboratérios privados, devem ter em
consideracao o Parecer da Comissao de Bioética
da Sociedade Portuguesa de Genética Humana
(SPGH), de 4 de Outubro de 2010, sobre “Normas
de bioética e questdes juridicas na realizacao de
testes de paternidade fora de um processo judicial
em Portugal”, até a implementacao de um diplo-
ma legal, que enquadre este tipo de investigacoes
no ordenamento juridico portugués (Santos et
al., 2010).

3.1 INVESTIGACAO DE PATERNIDADE

Como referido anteriormente, o objetivo da
investigacao de paternidade é o de determinar se o
pretenso pai em questao é ou ndo excluido da pater-
nidade do investigante. Com esse fim, estudam-se
0s varios sistemas de marcadores genéticos (STRs),
que conferem, nos casos mais comuns de investiga-
cao de paternidade, ao trio p.pai/mae/filho(a), uma
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individualidade biolégica determinada pelo perfil
genético dos intervenientes no processo.

3.1.1 Investigacao de paternidade

do trio p.pai/mae/filho(a)

Nas situacdes mais comuns de investigacdo
de paternidade, as quais configuram mais de
80% das investigacbes de parentesco e que se
baseiam no estudo dos trés intervenientes, p.pai/
mae/filho(a) sendo o par mae/filho considerado
um par bioldgico verdadeiro, determinam-se os
alelos que devem ser, obrigatoriamente, transmi-
tidos pelo pai biolégico (Tabela ).

Tabela I - Perfis genéticos dos intervenientes numa inves-
tigacao biolégica de paternidade com estudo do trio p.pai/
mae/filho(a).

Locus p.pai mae filho
D3S1358 16 15,18 15,16
THO1 9,9.3 8.9 8,9
D21S11 29,31.2 28,30 28,29
D18S51 12,14 14 12,14
PentaE 10,11 11,16 10,16
D55818 12 11,12 11,12
D13S317 11,13 12 11,12
D75820 7,9 8,10 7,10
D165539 13,14 11,12 12,14
CSF1PO 11,12 11,12 "
PentaD 11,12 1,14 1,14
vWA 14,17 17,18 17
D8S1179 11,16 10 10,11
TPOX 8,11 8,11 8,11
FIBRA 20,24 21,23 20,23
D2S1338 17,18 18,23 17,18
D195433 12,13 14,16 12,14
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Na Tabela I, exemplificam-se os perfis gené-
ticos correspondentes a um caso de investigacao
de paternidade, sendo que o pretenso pai pos-
sui as caracteristicas genéticas que deveriam ser
transmitidas, pois possui 0s alelos que a mae nao
transmite ao filho. Esta situacdo configura uma
condicdo de nao exclusdo de paternidade.

Quando néao existem incompatibilidades ge-
néticas nos 17 sistemas estudados, como no caso
presente, sao efetuados calculos estatisticos, de
modo a determinar o indice de paternidade e a
probabilidade de paternidade que o pretenso pai
tem de ser o pai biolégico do investigante. Este
célculo atribui ao pretenso pai um valor estatistico,
tendo em consideracdo a genética populacional
a que pertence o individuo em estudo.

Nos casos mais comuns, os calculos esta-
tisticos sao efetuados considerando auséncia de
parentesco biolégico — como pai, filho ou irméo,
entre o pretenso pai indigitado e o pai bioldgico,
uma vez que, a acontecer a existéncia de paren-
tesco biolégico, esta situacdo terd implicagcdes
nos resultados obtidos e, por conseguinte, deve
ser tida em consideracao aquando dos célculos.

3.1.2 Investigacao de paternidade

com dois pretensos pais

Num processo com dois pretensos pais,
esta investigagdo efetua-se sempre recorrendo
ao estudo comparativo dos perfis genéticos dos
trios em questao: p.pail/mae/filho(a) e p.pai2/
mae/filho(a), ver Tabela Il. Do mesmo modo,
em todos os casos de investigacdo de paterni-
dade com diversos pretensos pais, a base de
estudo serd, sempre que possivel, o trio p.pai/
mae/filho(a).
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Tabela Il - Perfis genéticos dos intervenientes numa investigacdo bioldgica de paternidade com dois pretensos pais (p.pail e p.pai2).

PAULO DARIO e HELENA DE SEABRA GEADA

Locus p-pail mae filho p-pai2 Observacao
D3S1358 15,18 14,16 15,16 14,16 Incomp.
THO1 6,9 7.8 6,7 7,8 Incomp.
D21S11 29,30 28,32.2 28,29 30,32.2 Incomp.
D18S51 16 1718 16,17 15,17 Incomp.
PentaE 12,17 11,14 12,14 11,13 Incomp.
D5S818 11,13 9,13 11,13 11,12

D13S317 [ 12,13 11,12 11,12

D75820 11,12 10,11 10,11 8,10

D16S539 9,10 10,11 9,10 10,11 Incomp.
CSF1PO 10,11 10,12 11,12 711

PentaD 8,9 9,1 8,9 8,11

vWA 15,17 18,19 15,18 15,16

D851179 15,16 12,16 12,16 12,15

TPOX 8 9,10 8,9 1 Incomp.
FIBRA 23,25 23,24 23,24 18,27 Incomp.
D251338 17,25 19,21 19,25 19,23 Incomp.
D195433 13,15.2 14,14.2 14,15.2 14,15 Incomp.

O pretenso pai 1 ndo apresenta qualquer
incompatibilidade genética nos 17 loci STR es-
tudados, configurando uma situacao de néao
exclusao de paternidade. No caso de existirem
incompatibilidades genéticas entre o pretenso pai
e o investigante, o pretenso pai sera excluido da
paternidade em questdo, quando se detetarem
trés ou mais incompatibilidades genéticas. No
caso do pretenso pai 2, em que foram detetadas
dez incompatibilidades genéticas nos 17 sistemas
estudados, este individuo fica excluido da pater-
nidade em investigacao.

3.2 CALCULOS ESTATISTICOS
EM INVESTIGACAO DE PATERNIDADE

Para a investigacao biolégica de paternidade,
em casos compostos pelo trio p.pai/mae/filho(a)
deve ser determinado o indice de paternidade (IP),
sendo para isso usada a andlise de verosimilhanca
LR (do ing. likelihood ratio), entre a probabilidade
do pretenso pai ser o pai biolégico do(a) filho(a)
(HO) e a probabilidade do pai biolégico ser um
individuo ao acaso da populacdo (H1). Para cada
uma das situacdes anteriores, parte-se de uma
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probabilidade a priori de 0,5, uma vez que nao
dispomos de informacéo sobre qual das duas con-
dicdes tem maior probabilidade de ser verdadeira
(Gjertson et al., 2007).

O indice de paternidade é calculado pela
seguinte forma: IP = X/Y = HO/ H1, em que X=HO,
sendo HO a probabilidade do p.pai ser pai biologi-
co do filho(a)) e Y=H1, sendo H1 a probabilidade
de um individuo ao acaso na populacao ser pai
biolégico do filho(a).

Assim, considera-se que X é o produto das
probabilidades que o pretenso pai tem de trans-
mitir os alelos partilhados ao filho, e Y o produ-
to das probabilidades de um individuo ao acaso
da populacao, transmitir, ao filho em andlise, os
alelos paternos, sendo o valor de Y dado pelo
estudo populacional das frequéncias alélicas dos
varios loci.

Outro parametro, normalmente calculado,
¢ a probabilidade de paternidade (W, derivado
da palavra alema Wahrscheinlichkeit que sig-
nifica probabilidade) que, apesar de nao ser
0 mais correto do ponto de vista cientifico,
pode fornecer uma mais facil percecao para
o destinatario final dos resultados, acerca da
possibilidade do pretenso pai ser ou nao o pai
biolégico do filho.

O indice de paternidade e a probabilidade de
paternidade W = X/ (X+Y) sao valores facilmente
interconvertiveis, do ponto de vista matematico.
Como se compreenderd, os valores do indice de
probabilidade ou da probabilidade de paternida-
de irdo depender dos /oci estudados e do grupo
populacional em analise.

Considerando o exemplo do /locus THO1, em
gue o pretenso pai transmite o alelo 9.3 ao filho:
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filho(a)
9.3,9.3

p.pail mae
6,9.3 9.3,9.3

Valor de X = 0,5
Valor de Y = frequéncia alelo 9.3
na populagao = 0,2642
IP = X/Y=0,5/0,2642 =1,8925
P =X /( X+Y) =0,6542 (65,42%)

No caso do estudo dos 17 sistemas, os valo-
res de X e de Y correspondem ao produto dos va-
lores obtidos para os diversos loci. Assim, com 0s
17 loci dos AmpFESTR® Identifiler® (/Direct/Plus)
e PowerPlex® 16 (/HS) System, utilizados na maio-
ria dos Laboratérios Forenses, os valores de IP ob-
tidos sdo, normalmente, superiores a 1.000.000,
0 que corresponde a valores de W superiores a
99,9999%, podendo ocorrer valores para IP da
ordem de 10.000.000.000.000 e correspondentes
W da ordem de 99,99999999999%.

Podem considerar-se, normalmente, como
limites minimos, respetivamente, valores de IP
= 1.000.000 e de W = 99,9999%, para as in-
vestigacoes de paternidade efetuadas através do
estudo do trio p.pai/mae/filho(a), considerando
0s 17 loci STR e a populacao habitualmente em
estudo no Laboratoério.

3.3 INCOMPATIBILIDADES GENETICAS

Numa investigacao de paternidade, obtendo-
-se diversas incompatibilidades genéticas (3, 4,
5 ou mais) entre p.pai/filho(a) num estudo com
17 loci STR, considera-se que o pretenso pai esta
excluido da paternidade em questao.
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Mas o que considerar num caso em que
se deteta somente uma incompatibilidade entre
o pretenso pai e um filho, num estudo com
17 STRs?

Em investigacao biolégica de paternidade,
0s STRs utilizados devem ter uma baixa taxa de
mutacdo, como ja referido em capitulos anterio-
res. Contudo, observam-se mutacbes em, prati-
camente, todos os /oci STR de interesse forense,
as quais devem ser equacionadas na resolucdo
de algumas situacoes particulares.

Podem ser obtidos véarios tipos de mu-
tacbes, seja por insercdo de uma unidade de
repeticdo, por delecdo de uma unidade de re-
peticdo ou por substituicdo pontual de uma
base. As mutacdes por insercdo ou delecao
encontram-se localizadas na zona de repeticao
da estrutura dos STRs, enquanto que a mutacao
por substituicdo pontual é detetada, com maior
frequéncia, quando ocorre na zona de ligacédo
dos primers.

Uma mutacao ao nivel da regido de re-
peticdo tem como consequéncia a observacao
de uma incompatibilidade méae/filho ou p.pai/
filho, que se traduz numa alteracdo do nimero
de repeticoes do alelo, sendo mais frequen-
te a insercao ou delecdo de uma unidade de
repeticao. Contudo, insercdes ou delecdes de
2 unidades de repeticdo tém, também, sido
detetadas, em casos de nao exclusao de pa-
ternidade.

Na Tabela lll, verificam-se trés exemplos de
incompatibilidades genéticas obtidas num unico
locus (VWA, D165539 ou FGA), detetadas aquan-
do das respetivas investigacdes de paternidade,
com o estudo dos 17 /oci STR utilizados na rotina
laboratorial.
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Tabela Ill. Exemplos de incompatibilidades genéticas obtidas
em trés casos de investigacao de paternidade.

Caso # Mutacao p-pai1l mae filho
no locus

1 vWA 17,17 15,17 15,16

2 D16S539 11,13 9,13 9,12

3 FGA 19,22 23,25 23,25

Da andlise destes trés casos destacam-se os
seguintes aspetos:

a) A incompatibilidade genética apresentada
em VWA pode ser devida a uma mutacdo
p.pai/filho, por delecdo de uma unidade
de repeticao do locus, sendo que o alelo
17 passou a alelo 16 durante o processo
de meiose. A mae transmitiu o alelo 15
ao filho. Na Tabela IV, apresenta-se uma
incompatibilidade genética por insercdo
de uma unidade de repeticao em D75820
(p.pai alelo8/filho alelo9).

b) No locus D16S539, sendo o pretenso pai
11,13 e o filho 9,12, ocorreu uma das se-
guintes situacdes — insercado de uma uni-
dade de repeticao do alelo 11 resultando o
alelo 12; ou uma delecao de uma unidade
de repeticao do alelo 13 passando a alelo
12, ndo sendo possivel saber, ao certo,
qual destas situacdes ocorreu na realidade.
A mae transmitiu o alelo 9 ao filho.

c) No caso do locus FGA, a mae pode trans-
mitir o alelo 23 ou o alelo 25, sendo mais
provavel que tenha transmitido o alelo
25, existindo a possibilidade de insercao
de uma unidade de repeticao do alelo 22
para alelo 23 no caso paterno.
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Tabela IV. Investigacdo de paternidade com 17 loci STR e
detecao de uma incompatibilidade genética em D75820.

Locus p-pail |mae filho Observacao
D3S1358 | 15,16 15,18 16,18

THO1 6,9.3 8,9.3 9.3

D21S11 28,33.2 |129,31.2 |28,31.2

D18S51 19,20 16,18 18,19

PentaE 10,12 12,13 12

D5S818 |12 10,11 10,12

D13S317 | 11,13 11,12 11,13

D75820 8,10 11,12 9,11 Incomp.

D165539 (9,14 1,12 12,14

CSF1PO | 12,13 10,11 10,12

PentaD (9,14 9,11 9,14

VWA 16,17 17,20 17,20

D8S1179 12,14 10,1 10,14

TPOX 8,9 9,10 8,10

FIBRA 18,21 22,26 | 21,26

D251338 (23,24 |17,19 19,23

D19S433 | 14,14.2 | 13,14 13,14

Em todas estas situacoes foram obtidos in-
dices de paternidade superiores a 100.000.000,
considerando os restantes 16 /oci STR, nos quais
nao se detetaram incompatibilidades. Os calculos
estatisticos finais efetuados em investigacoes de
paternidade com a detecdo de uma incompati-
bilidade genética entre p.pai/filho, sao realiza-
dos tendo em consideracao a taxa de mutacao
do locus em que se deteta a incompatibilidade,
sendo este valor determinado a priori através de
estudos populacionais.

As taxas de mutacao dos varios microssa-
télites estudados variam, sendo que a taxa de
mutacdo paterna média é da ordem de 0,341%,
considerando o estudo das meioses maternas e
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paternas efetuado na populacdo portuguesa.
A taxa de mutacdao num determinado /oci é
dada pela razao entre o nimero de mutacoes
obtidas nesse /oci e 0 numero de meioses es-
tudadas. Por outro lado, detetou-se que a taxa
de mutacao paterna é 10 vezes superior a taxa
de mutacdo materna.

Deve salientar-se a possibilidade de ocor-
réncia simultanea de duas incompatibilidades
genéticas em casos de ndo-exclusao, atendendo
aos 17 loci STR estudados. No entanto, estas
incompatibilidades devem ser compativeis com
valores de probabilidade de paternidade su-
periores a 99,99% e indices de paternidade
superiores a 10.000, quando equacionadas as
respetivas taxas de mutacao nos calculos es-
tatisticos.

Para além de insercoes e delecdes, podem,
também, ocorrer substituicdes pontuais ao nivel
do ADN, localizando-se, mais frequentemente,
na zona de ligacao dos primers. Esta caracte-
ristica pode ter como consequéncia a ndo de-
tecado de um determinado alelo, por alteracéo
da sequéncia desta zona de ligacdo, de modo
a nao ser possivel ligar o primer a sequéncia
a amplificar.

Este facto é particularmente determinante no
estudo do locus VWA com a utilizacdo de primers
de diferentes marcas comerciais.

Como se pode observar na Figura 1, a uti-
lizacdo de diferentes sistemas multiplex pode
conduzir a detecao de diferentes gendtipos. Esta
situacao, embora rara, deve ser tida em consi-
deracao na interpretacdo dos casos na pratica

forense.
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Figura 1. Diferentes gendtipos de VWA obtidos com diferentes sistemas multiplex.
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Para avaliar esta situacao deve ser efetuado
o estudo da sequéncia do /ocus na zona de liga-
cao do primer, verificando-se uma substituicdo
pontual da sequéncia normal desta zona, o que
nao permite a ligacdo do primer nas condicoes
normais de amplificacao, e, desse modo, nao é
amplificado um dos alelos, utilizando o multiplex
SGM Plus®, como exemplificado para as amostras
indicadas na Figura 1.

O estudo da sequenciacao dos /oci de ADN e
das mutacdes ao nivel destes Joci, necessario para
uma pormenorizada interpretacdo das pericias,
constitui uma das atribuicdes dos Laboratérios de
Genética Forense. Na introducdo de novas metodolo-
gias e de novos loci de ADN, estes estudos prefiguram
um dos campos de maior interesse no entrecruzar
da Genética Forense e da Genética Populacional.

3.4 INVESTIGACAO DE PATERNIDADE
EM CASOS COM IRMAOS

Atualmente, em cerca de 2% dos casos
de investigacao de paternidade, é solicitado o
estudo da paternidade de 2 ou mais irmaos.
A generalidade destes casos é efetuada com base
nos respetivos trios — p.pai/mae/irmaol e p.pai/
mae2/irma2, como se reflete na Figura 2.

Apds a anélise dos perfis genéticos, e con-
siderando a mae como mae bioldgica, estes pro-
cessos podem conduzir a trés tipos de conclusées:
1) ndo exclusdo do pretenso pai da paternidade
dos dois irméaos; 2) exclusao da paternidade de um
dos irmaos e ndo exclusado do outro; 3) exclusao
do pretenso pai da paternidade dos dois irmaos.
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Figura 2. Investigacdo de paternidade em casos de estudo
de 2 irmaos recorrendo ao estudo dos respetivos trios.

Como caso particular do estudo de irmé&os,
o estudo de gémeos representa cerca de 0,25%
da casuistica total. No caso de gémeos dizigoticos
(Dz), de sexo diferente, ou gémeos monozigoti-
cos (Mz), do mesmo sexo e normalmente com o
mesmo perfil genético, a analise genética condu-
zird a dois tipos de conclusées: 1) ndo exclusdo
da paternidade; 2) exclusdo da paternidade dos
gémeos, como indicado na Figura 3.

Mas nestes casos, pode também configurar-
-se uma terceira situacao: ndo exclusao do pre-
tenso pai da paternidade de um dos gémeos,
mas exclusao da paternidade em relacdo ao outro
gémeo. Estas situacdes especiais de gémeos dizi-
goticos, podem resultar de relacbes sexuais, du-
rante um ciclo poliovulatério de superfecundacao
— se ocorrem com o mesmo individuo, os gémeos

sao homopaternos; se ocorrerem com individuos
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Figura 3. Investigacdo de paternidade de gémeos — ndo
exclusdo versus exclusao.

Dz

ou

AN

diferentes, os gémeos podem ser heteropaternos,
isto é, tém pais bioldgicos diferentes, situacoes,
gue embora raras, sdo detetadas no decurso das
investigacoes de paternidade.

O perfil genético de gémeos heteropaternos
encontra-se exemplificado no estudo de trés /oci
STR, sendo que o pretenso pai 1 se encontra
excluido da paternidade em relacao ao gémeo 2
e nao excluido em relacdo ao gémeo 1, estando
representados a negrito os alelos que o pai bio-
l6gico deveria transmitir ao gémeo 2 (Tabela V).

Tabela V. Investigacao de paternidade de gémeos heteropa-
ternos, sendo que o pretenso pai 1 esta excluido da paterni-
dade do gémeo 2 e nao excluido em relacdo ao gémeo 1.

Locus | p.pail |gémeol|gémeo2| mae
THO1 6,7 6,7 6,9.3 6,7
vWA 15,17 15,16 16,16 16,16

SE33 22,31.2 | 17,31.2 17,19 13.2,17




106

Do mesmo modo, em relacdo ao pretenso
pai 2 (Tabela VI), verifica-se que este se encontra
excluido da paternidade do gémeo 1 e ndo exclui-
do em relacdo ao gémeo 2, embora apresente,
no Jlocus SE33, uma mutacao por delecao de 1
unidade de repeticao (alelo 20 / alelo 19).

Tabela VI. Investigacao de paternidade de gémeos
heteropaternos, sendo que o pretenso pai 2 esta
excluido da paternidade do gémeo 1 e nao excluido
em relagdo ao gémeo 2.

Locus p-pai2 | gémeo1 | gémeo2 mae
THO1 9,9.3 6,7 6,9.3 6,7
vWA 16,17 15,16 16,16 16,16

SE33 20,23.2 | 17,31.2 17,19 13.2,17

Este estudo foi efetuado em colaboracéo
com o Instituto de Medicina Legal de Munster,
gue veio a confirmar a mutacao do alelo 20 para
alelo 19, através da sequenciacao do /locus SE33,
detetando-se, também, um maior nimero de ex-
clusdes com o estudo de outros /oci STR — 10
exclusdes no par p.pail/gémeo?2 e 8 exclusdes no
par p.pai2/gémeol (Geada et al., 2001). A proba-
bilidade de paternidade foi superior a 99,99999%
(IP>10.000.000) para cada par de ndo exclusao,
o que confirma a hipétese de gémeos heteropa-
ternos — p.pail/gémeol e p.pai2/gémeo?.

3.5 INVESTIGACAO DE PATERNIDADE
EM CASOS COM AUSENCIA DE MAE

Na rotina forense, sdo, também, solicita-
dos processos de investigacdo de paternidade
em casos com auséncia de mae, quer por esta se
encontrar em parte incerta, quer por ter falecido.
Nestes processos, que, atualmente, configuram
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6% do total das investigacdes de paternidade,
efetua-se, de igual modo, o perfil genético dos
intervenientes com 17 loci STR.

Na Tabela VII, exemplifica-se um caso de
investigacao de paternidade na auséncia de mae,
estando, representados a negrito, os alelos que
podem ser partilhados entre o pretenso pai e o
filho, verificando-se, pelo menos, a partilha de um
alelo, podendo, no entanto, ser partilhados os dois
alelos, como nos loci D75820, VWA e D195433.

Tabela VII. Investigacao de paternidade na auséncia de mae.

Locus p-pai mae filho
D3S1358 1517 16,17
THO1 19 15,19
D21S11 " 8,11
D18S51 17,26 17,20
PentaE 12 12,13
D55818 29,30.2 29

D13S317 11,12 12,18
D7S820 15 15

D16S539 6,7 6,9

CSF1PO 21,24 21

PentaD 11,13 1,14
vWA 11,13 11,13
D8S1179 10,11 10,12
TPOX 8,9 9,11
FIBRA 12,13 10,12
D2S1338 15 10,15
D195433 11,12 11,12

Por vezes, é necessario aumentar o nimero
de /oci a incluir neste tipo de pericias, pois estes
casos, considerados como incompletos por au-
séncia de um dos intervenientes, podem necessi-
tar de um estudo mais aprofundado, devido aos
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problemas de incompatibilidades genéticas que
possam surgir.

De salientar que este tipo de pericias de
investigacao de paternidade, sé deve ser reali-
zado, na auséncia de mae, em situacoes lineares
de parentesco, isto é, situacdes em que nao
esteja subjacente qualquer hipotese de impli-
cacao de outro familiar materno ou paterno,
respetivamente, como mae ou como pretenso
pai, o que pode ocorrer, por exemplo, nos casos
de imigracao.

Nestes casos serd necessario um estudo fa-
miliar mais alargado, se possivel, ou o estudo de
um maior numero de marcadores STRs, assim
como a incluséo de outro tipo de marcadores
genéticos, como Y-STRs, X-STRs, ADN mitocon-
drial ou SNPs autossémicos, consoante o caso
em investigacgao.

Relativamente ao cdlculo estatistico do indice
de paternidade ou da probabilidade de pater-
nidade, estes podem ser calculados através de
formulas matematicas especificas para estes casos,
ou efetuados através de um programa informatico
especifico, como adiante sera referido.

3.6 INVESTIGACAO DE MATERNIDADE

Na casuistica de qualquer Laboratério de
Genética Forense, sdo solicitados casos de in-
vestigacdo de maternidade, que, no essencial,
sao estudados do mesmo modo que os casos de
investigacao de paternidade na auséncia de mae,
e que sao abordados, em pormenor, no capitulo
de Identificacao Bioldgica.

Resumidamente, serdo determinados os
perfis genéticos dos individuos em questao, em
relacdo aos 17 loci STR, e verificada a existéncia ou
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ndo de incompatibilidades genéticas nos diversos
loci. Nestes casos, podem também ser estuda-
dos outros marcadores genéticos, essencialmente,
ADN mitocondrial e X-STRs.

Relativamente ao calculo estatistico do indice
de maternidade ou da probabilidade de mater-
nidade pode, também, ser efetuado através de
formulas matemaéticas especificas, ou através de
software informético especifico.

3.7 INVESTIGACAO DE PATERNIDADE
NA AUSENCIA DO PRETENSO PAI

A investigacao de paternidade na auséncia
do pretenso pai, que configura cerca de 5%
do total das investigacdes de paternidade, é
efetuada através do estudo dos familiares do
pretenso pai (Figura 4), recorrendo, frequente-
mente, ao estudo dos pretensos avos paternos,
de outros filhos do pretenso pai ou de irmaos do
pretenso pai. O calculo estatistico sera efetua-
do recorrendo a software especifico, a analisar
posteriormente.

Figura 4. Investigacdo de paternidade na auséncia do
pretenso pai, representado por X, e recorrendo ao estudo de
familiares paternos.
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Figura 5 - Investigacao de paternidade de pretensos irmaos
consanguineos, na auséncia do pretenso pai biolégico.

3.7.1 Estudo de pretensos irmaos

consanguineos

Uma das situacdes frequentemente solicita-
das a Genética Forense, na auséncia do pretenso
pai, prende-se com a hipdtese de dois individuos
poderem ser irmaos consanguineos, isto &, filhos
do mesmo pai, mas de diferentes maes (Figura 5).

Em casos de filhos de sexo masculino, para
além do estudo de STRs autossémicos, pode ser
efetuado o estudo de Y-STRs, de modo a determi-
nar se aqueles pertencem ou ndo a mesma linha
paterna. No entanto, somente através dos STRs
autossomicos é possivel, na realidade, saber se
os dois individuos, em estudo, sdo ou nao irmaos
consanguineos.

De salientar que estes estudos podem, tam-
bém, ser efetuados na auséncia das respetivas
maes, embora a determinacdo dos alelos que
devem ser transmitidos pelo pai bioldgico sejam
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Figura 6. Investigacdo de paternidade de pretensos irmaos
consanguineos, na auséncia do pretenso pai biolégico,
recorrendo ao estudo de pretensos familiares paternos.

definidos, com maior precisdo, com o estudo
concomitante dos perfis genéticos mae/filho, e
posterior comparacdo dos alelos nao partilhados.

Na Figura 6, encontra-se exemplificado outro
caso de investigacdo de paternidade de pretensos
irmaos consanguineos, estando implicados outros
familiares paternos, na auséncia do pretenso pai,
de modo a ser possivel determinar se o pretenso
pai ausente, pode ou nado ser o pai biolégico do
filho assinalado na figura.

Este estudo pode ser realizado pela deter-
minacao dos perfis genéticos de todos os im-
plicados para comparacdo, como os trés filhos
biolégicos do individuo ausente e a mae destes,
ou no caso de ndo ser possivel ter acesso a todos
os familiares, pode, por exemplo, ser realizado
somente com o0s pretensos irmaos, ou com um
dos pretensos irmaos e a respetiva mae.

Compreende-se, contudo, que quanto maior
o numero de familiares diretos para estudo genético,
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Figura 7. Estudo de pretensos irmaos, sem hipotese de com-
paracao com outros familiares.

maior serd a probabilidade de paternidade que
pode ser obtida em casos incompletos, isto é, nos
quais nao é possivel ter os perfis genéticos dos
respetivos trios p.pai/méae/filho(a) para estudo.

Mas uma investigacao relativa a dois preten-
sos irmaos pode também ser efetuada recorrendo,
somente, aos dois individuos para comparacdo
(Figura 7). Diversos casos, nestas condicoes, sdo
solicitados aos Laboratérios, como, por exemplo,
o estudo de dois pretensos meios-irmaos adultos,
sem hipétese de recurso a outros familiares, ja
falecidos, com o objetivo de averiguar a possibili-
dade de terem 0 mesmo pai, como meio de prova
a apresentar em acdo judicial de reconhecimento
de paternidade.

3.7.2 Estudo de pretensos irmaos germanos
Mas os casos mais solicitados aos Laboratorios

de Genética Forense, na auséncia do pretenso pai,

prendem-se com as situacdes como a exemplificada
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Figura 8. Investigacdo de paternidade somente de um dos
filhos, na auséncia do pretenso pai.

na Figura 8, em que se pretende averiguar a pa-
ternidade somente de um dos filhos, sendo que
0 pretenso pai se encontra ausente.

Encontrando-se estabelecida a maternidade
dos dois filhos e a paternidade de um deles (neste
caso da filha), pretende-se averiguar se o filho, em
questao, pode ou ndo ter o mesmo pai bioldgico.
Estes casos podem apresentar, consoante o perfil
genético dos intervenientes, probabilidades da
ordem de 99,999995% dos dois individuos terem
0 mesmo pai bioldgico, podendo ser considerados
como irméos germanos (verdadeiros).

Podem, também, ser solicitadas investiga-
coes relativas a problemas do foro da imigra-
cdo, como, por exemplo, no pedido efetuado
em relacdo a dois individuos de etnia africana,
da hipétese de estes poderem ou nao ser irmaos
germanos. Efetuado o estudo dos respetivos per-
fis genéticos, e através do software especifico
para o estudo de relacdes de parentesco, foram
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Figura 9. Investigacao de paternidade na auséncia do pretenso pai biolégico e com possibilidade de estudo dos pretensos avés paternos.

introduzidas as hipdteses de irmandade / ausén-
cia de relacao de parentesco, verificando-se, para
este caso, uma probabilidade de paternidade
superior a 99,9% de os dois individuos serem
irmaos verdadeiros.

3.7.3 Estudo de pretensos avés paternos

Um dos tipos de processos mais solicitados
no caso da auséncia do pretenso pai, refere-se
ao estudo de pretensos avés paternos e/ou de
pretensos tios paternos, que configuram cerca de
70% das investigacoes de paternidade na auséncia
de pretenso pai.

Nos casos de estudo dos pretensos avés
paternos, sera estudada a probabilidade de um
filho dos pretensos avos paternos poder ser o pai
biolégico do individuo em investigacao. Verifica-se
na Figura 9, que os alelos nao partilhados com a
mae, sao detetados nos perfis genéticos do pre-
tenso avo paterno e/ou da pretensa avo paterna.

Locus 1. p.avé pat. 2. p.avé pat. 3. mie 4. filha

D351358 15 14,18 16,18 15,16
THO1 7.8 8.9 7 7
D21511 29322 3031.2 30 2930
D18S51 12,14 13,14 12,16 13.16
PentaE 7.12 12,17 12,16 16,17
D55818 11,13 11,12 12,13 12,13
D138317 12 11,13 10,11 10,13
D75820 10 10,11 10,11 10,11
D16S539 11 12 8,12 11,12
CSF1PO 10,12 10,14 10 10,14
PentaD 10,15 12,14 10,11 1115
vWA 17,20 17 15 15,20
D851179 13 13 11,12 1213
TPOX 8 9.10 9.12 812
FIBRA 22,23 20,21 19.21 19,21
D251338 1723 23,24 16,2 20,23
D195433 15 12,13 14.2 12,142

De salientar que em varios loci, podem ser
detetados os dois alelos nos pretensos avés: por
exemplo, no locus D55818, a mae pode passar a
filha o alelo 12 ou o alelo 13, sendo que ambos
estes alelos se encontram presentes nos perfis
dos pretensos avds. O mesmo acontece com
o locus D75820. Ao nivel do Fibra (FGA), em
que o par mae/filha apresenta o perfil 19,21,
nao se sabendo qual destes alelos serd trans-
mitido pela méae, verifica-se que a pretensa avo
paterna apresenta o alelo 21, ndo havendo,
portanto qualquer tipo de incompatibilidade
neste estudo. Efetuado o calculo estatistico
correspondente, obteve-se, em relacéo a filha,
uma probabilidade de paternidade de 99,82 %,
considerando, como pretenso pai, um individuo
filho dos pretensos avos.

Os perfis genéticos sao efetuados, normal-
mente através do estudo de STRs autossomicos,
podendo ser complementados com STRs do cro-
mossoma Y, no caso do individuo em estudo ser
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Figura 10. Investigacao de paternidade, na auséncia do pretenso pai biolégico, mas com possibilidade de estudo do pretenso avo

paterno e de uma irméa do pretenso pai.
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do sexo masculino, ou STRs do cromossoma X,
no caso de ser do sexo feminino.

Do mesmo modo, outras investigacdes com
pretensos familiares paternos, e na auséncia do
pretenso pai, podem ser efetuadas, como exem-
plificado na Figura 10, com recurso ao estudo
do pretenso avd paterno e a irma do pretenso
pai. Considerando o par mae/filha como um par
verdadeiro, todos os alelos ndo partilhados com
a mae, sao provenientes do pai biologico.

Na maioria dos /oci, os alelos nao partilhados
sao detetados no pretenso avd ou na irma do
pretenso pai, alelos que neste caso foram trans-
mitidos pela pretensa avo paterna. Em /oci, como
D21S11 e D5S818, ndo se observaram nenhum
dos alelos que, necessariamente, sao transmitidos
pelo pai biolégico — alelo 30.2 no locus D21511 e
alelos 11,12 no locus D55818, sendo que estes ale-
los devem ter sido transmitidos pela pretensa avo.

Apesar de nao serem observados todos os
alelos da filha, esta situacdo ndo configura, por

Locus 1. p.avé pat. 2. irmd p.pai 3. mide 4. filha
D3S1358 17 17.18 16,17 16,17
THO1 993 793 6.8 7.8
D21S11 29,31 31 29.33.2 30.233.2
D18S51 17.20 1517 12,142 12,15
PentaE 5.13 5.12 9.10 5.10
D35S818 10,13 13,14 11,12 11,12
D13S317 12 11,12 11 11,12
D7S820 10,12 12 8.11 8.12
D16S539 9.13 9,12 9,12 9,12
CSFIPO 8,12 10,12 12,13 12,13
PentaD 7 7.11 13,14 11,13
vWA 16,17 1417 16 16,17
D8S1179 12,15 10,15 14,15 14,15
TPOX 8.10 6,10 9,10 8.9
FIBRA 24 20,24 19,23 19,24
D251338 19,22 19.24 15,18 18,24
D19S433 13,15.2 13,14 12,15.2 12,13

si, uma situacdo de incompatibilidade genética,
pois este tipo de investigacao nao é efetuado num
trio, mas sim num caso incompleto de parentesco.

O célculo estatistico da probabilidade de
paternidade, em relacdo a menor, de um individuo
filho de 1 (pretenso avd) e irmao de 2 (pretensa
tia paterna) é de 99,75%, célculo efetuado através
de um programa estatistico de estabelecimento
de parentesco.

4. FAMILIAS - SOFTWARE
ESTATISTICO PARA RELACOES
DE PARENTESCO

Diversos programas informaticos sao utiliza-
dos nos Laboratérios Forenses, quer para o estudo
estatistico das relacoes de parentesco, quer para
os calculos estatisticos nos casos de identificacéo.
De entre estes programas, o programa Familias,
desenvolvido por Petter Mostad e Thore Egeland
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Figura 11. Arvore genética para estudo da relacio de parentesco.
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do Centro Computacional Noruegués, em coope-
racao com Bjarnar Olaisen, Margurethe Stenersen
e Bente Mevag do Instituto de Medicina Forense
de Oslo, tem sido um dos mais utilizados, ao nivel
dos Laboratoérios Forenses, para a determinacao
dos célculos de paternidade em casos incompletos
e/ou complexos, nos quais se podem incluir os
casos com incompatibilidades genéticas (Egeland
et al., 2000).

Este software é usado, por exemplo, para o
calculo das probabilidades no caso de se conhecer
o perfil genético dos intervenientes, pretenden-
do-se, porém, determinar a sua relacao familiar.
Dado um grupo de individuos para estudo, o
célculo estatistico é efetuado tendo por base as
diversas arvores familiares (pedigrees), que podem
ser estabelecidas, sendo conhecidos alguns dos
perfis genéticos individuais. Para estes célculos é
fundamental o conhecimento da genética popula-
cional, relativamente as frequéncias dos alelos dos
diversos loci estudados. Deste modo, o programa
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Familias indicarad qual o pedigree mais provavel,
e qual a sua probabilidade de ocorréncia, em
comparacdo com os outros pedigrees.

O caso mais simples de estudo serd, efeti-
vamente, o estudo de um trio p.pai/mae/filho(a),
de modo a determinar se o individuo é ou ndo o
pai biolégico do filho/a. O programa ira calcular
a hipdtese do pretenso pai ser na realidade o pai
bioldgico, através do estudo dos perfis genéticos e
introducado destes no programa informatico. Nestes
casos, havera duas hipoteses alternativas, isto é,
dois pedigrees alternativos — o individuo é o pai
bioldgico versus o individuo nao é o pai biolégico.

Mas este programa torna-se mais aliciante,
nas investigacbes complexas de parentesco, pois,
nestes casos, os calculos manuais seriam bastante
complicados. Um exemplo destas situacoes é apre-
sentado na Figura 11, em que o pretenso pai faleceu,
e pretende-se determinar se a filha (2) é ou nao
irmad consanguinea (meia-irma) dos filhos do pre-
tenso pai, e portanto filha do pretenso pai falecido.
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Apds o estudo do perfil genético de STRs
autossémicos dos individuos implicados, introdu-
zem-se 0s respetivos perfis no programa Familias,
assim como a indicacdo das relacdes familiares
estabelecidas e conhecidas: Carlota (1) é mae da
Maria (2); a Ana (3) é mae do André (4) e da
Lufsa (5). Por outro lado, o André e a Luisa tém
0 mesmo pai biolégico, o qual foi designado por
Extramale 1, mas do qual ndo se conhece o per-
fil genético. O programa estabelecera todos os
pedigrees possiveis com os intervenientes para
estudo, e indicara o valor da probabilidade obtido
para cada pedigree, sendo entdo excluidos os
pedigrees que ndo se relacionem com a hipotese
de estudo em questao.

Assim, dos diferentes pedigrees desenhados
pelo programa, pretende-se saber a hipdtese de
um individuo do sexo masculino, pai do André e
da Luisa, ambos filhos da Ana, ser, também, o pai
biolégico da Maria, filha da Carlota (Tabela VIII).

Tabela VIII. Pedigree da relacao familiar que se pretende
estudar.

Pedigree: Ped32

Probability: 0,999275622022711
| Parent: | Child: |

| Carlota (1) | Maria (2)

| ExtraMale1 | Maria (2)

| Ana (3) | Luisa (5
| ExtraMale1 | Luisa (5
| Ana (3) | Andre (4)

| ExtraMale1 | Andre (4)

)
)

Um dos pedigrees dados pelo programa
(Ped32) é, na realidade, a relacao familiar que se
pretende estabelecer, tendo-se obtido um valor
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de probabilidade de 99,927%, para a hipotese
de o pai do André e da Luisa ser, também, o pai
da Maria, filha da Carlota, dada a base de dados
populacional das frequéncias dos respetivos alelos
STRs estudados neste caso.

Os casos complexos de investigacdo de pa-
rentesco serao analisados com base no programa
Familias, sendo que as investigacdes de paterni-
dade simples, com base no estudo do trio p.pai/
mae/filho(a), podem, também, ser analisadas do
mesmo modo, pois a base de dados de frequén-
cias alélicas de STRs serd a mesma para os diversos
tipos de investigacao.

5. CASOS COMPLEXOS
DE ESTABELECIMENTO
DE PARENTESCO

As investigacdes de parentesco podem, por
vezes, ter implicacdes sociais que extravasam o
ambito de um simples estabelecimento de pa-
rentesco. Algumas das solicitagdes efetuadas aos
Laboratérios de Genética Forense prendem-se,
por exemplo, com casos de imigracdo, que se
podem tornar casos bastante complexos do ponto
de vista social.

Mas outras situacdes existem, das quais 0s
proprios meios de comunicacao sao eco, pela
situacao intrinseca aos mesmos. De entre os
diversos exemplos que se podiam apontar, sdo
apresentados dois casos: a) estabelecimento
de parentesco entre recém-nascidos, com au-
séncia de pai e méae; b) hipdtese de incesto,
fenomeno que atualmente se tem verificado
ser frequente, em varios paises, e que tem
uma repercussdo social, ndo sé sobre todos
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Figura 12. Arvore genética para estabelecimento de maternidade (a); arvore genética apés o estudo do perfil genético dos interve-

nientes (b).
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os individuos implicados, como também na
comunidade alvo.

No primeiro caso, dado o perfil genético de
dois recém-nascidos, pode determinar-se, através
do programa Familias, se estes tém algum tipo
de relacdo de parentesco, tal como irmédos con-
sanguineos ou uterinos (meios irmaos), irmaos
germanos (verdadeiros) ou se ndo tém nenhuma
relacao de parentesco.

Por outro lado, os casos de incesto solicita-
dos para estudo podem ter diversas indoles. Num
dos primeiros casos estudados pelo Laboratério,
o Tribunal solicitava a investigacdo da hipodtese de
um menor ter sido concebido por uma relacdo de
incesto pai/filha, sendo que o pai se encontrava
ausente e o estudo s6 seria possivel com base no
perfil genético da avo, do tio do menor, da méae
e do menor. Com base nestes dados, foi possivel
reconstruir o perfil genético do pai da mée, isto

b N

é, avd do menor, e estudar o trio em questdao —
avo da menor (p.pai)/méae/filho, tendo-se obtido
uma probabilidade muito elevada do menor ter
sido concebido através de uma relacao de incesto
pai/filha.

Outro tipo de investigacao realizada, solici-
tava a confirmacdo da maternidade de um ado-
lescente, sendo que os individuos enviados para
estudo, referiam uma 4arvore genética como a
apresentada na Figura 12.a.

Apos os estudos genéticos efetuados, verifi-
cou-se a impossibilidade da arvore genética dada
ser a verdadeira, pois o adolescente tinha como

=

mae a “propria irma” (Figura 12.b). Este é mais
um dos exemplos de casos de relacdes de incesto
que vao sendo detetados e que fazem parte do
tecido da nossa Sociedade, provocando danos
psicoldgicos irreversiveis, em qualquer estrutura

familiar e na comunidade envolvente.
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6. COLHEITA E ENVIO
DAS AMOSTRAS PARA ESTUDO

Relativamente a realizacdo de pericias no
INML, e de acordo com a legislacdo (Portaria n.°
522/2007, de 30 de Abril), os Servicos de Genética
devem assegurar, entre outros, a realizacao de
pericias e exames de investigacdo biolégica de pa-
rentesco, no ambito das atividades da delegacao
e dos Gabinetes Médico-Legais que se encontrem
na sua dependéncia, a solicitacdo das autorida-
des e entidades para o efeito competentes e do
Presidente do Conselho Diretivo.

Assim sendo, os Servicos de Genética rece-
bem solicitacbes para a realizacdo de pericias de
investigacdo bioldgica de parentesco dos diversos
servigos das delegacdes do INML (e.g. Patologia
Forense, para identificacdo de desconhecidos),
dos Gabinetes Médico-Legais e das Forcas de
Seguranca, incluindo a Policia Judiciaria (nes-
te ultimo caso, por exemplo, para averiguar a
paternidade de menor cuja concegao possa ter
sido fruto do crime de violacdo). O Ministério dos
Negdcios Estrangeiros pode, também, solicitar
pericias de parentesco, em casos de pedidos de
vistos para reunidao familiar, mas, a maioria das
pericias de investigacao bioldgica de parentesco
é solicitada pelos Tribunais, incluindo, principal-
mente, as averiguacdes oficiosas de paternidade.

Tal como nos restantes exames genéticos,
a recolha, o acondicionamento e a preservacao
das amostras sdo fatores cruciais para a realizacao
das pericias de investigacdo biolégica de paren-
tesco, pois se aquelas ndo forem corretamente
executadas, o exame podera ficar comprome-
tido. Poderdo mesmo nao ser obtidos os perfis
genéticos necessarios para o estudo, mesmo que
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todo o trabalho seja realizado pelos melhores
especialistas e usando as técnicas mais avancadas.

Como em qualquer outra pericia de investi-
gacao genética, a importancia de uma adequada
recolha e preservacao de amostras na investiga-
cao biolégica de parentesco ndo deve ser subes-
timada. Quer por questbes de estandardizacao
das amostras, quer para tornar as pericias mais
rapidas e o menos invasivas possivel para os en-
volvidos, as amostras de referéncias utilizadas
consistem, principalmente, em amostras de sali-
va, mais propriamente de células do epitélio da
mucosa bucal, recolhidas com zaragatoa bucal
e, sempre que possivel, em amostras de sangue
obtidas por puncéo digital.

O primeiro passo para a recolha de amostras
consiste em identificar o(s) individuo(s) presente(s)
a exame e obter o seu consentimento, por escrito,
para a realizacdo da pericia. Assim, é realizado
um auto de identificacao e colheita de amostras
bioldégicas, o qual devera ser dado a ler ao(s)
interveniente(s) e apds o seu consentimento, o
mesmo devera assinar em como autoriza a reali-
zacao da recolha das amostras e a realizacdo do
respetivo exame.

Durante a recolha deve ser tido algum cuida-
do, quer para evitar a contaminacdo das amostras,
quer para garantir a sua correta identificacdo e a
manutencao da cadeia de custédia. As zaragatoas
e 0s cartdes para manchas de sangue devem ser
devidamente identificados com o nome do inter-
veniente do processo e 0 seu grau ou pretenso
grau de parentesco genético (ex.: pretenso pai,
mae, avd materna, etc...), a data e hora da reco-
lha e a assinatura do responsavel pela mesma.
Se possivel, o nimero de processo também deve
ser identificado.



116

Durante a recolha das amostras é de evitar a
contaminacao destas com outro material biologico.
Para tal é aconselhado o uso de material descar-
tavel, como luvas de latex, tendo o cuidado de as
mudar para a colheita de diferentes individuos.

Apesar da recolha das amostras propriamen-
te dita ser uma operacao muito simples, existem
sempre algumas precaucdes que devem ser leva-
das em conta. A recolha de saliva é realizada pela
passagem da zaragatoa bucal na parte lateral da
cavidade bucal, sendo a zaragatoa pressionada,
num movimento alternado de cima para baixo,
entre 6 a 8 vezes, em cada um dos lados da
cavidade bucal.

A recolha de amostra de sangue faz-se, nor-
malmente, com recurso a puncao digital, usando
uma lanceta apropriada para o efeito, sendo depo-
sitada uma mancha de sangue em papel Whatman,
especificamente desenvolvido para esse efeito. No
caso de menores, até um ano de idade, a puncao
digital deve ser substituida pela puncdo da super-
ficie plantar lateral ou medial do calcanhar, por
esta ser uma area de menor risco para a crianca.

Caso exista necessidade de preparar o trans-
porte de amostras de referéncia, para envia-las
do ponto de recolha para o laboratério onde ira
decorrer a anélise, as amostras deverdo ser manti-
das em ambiente seco e se possivel, frio, devendo
ser enviadas com a maior brevidade possivel.

7. SISTEMA DE GESTAO
DA QUALIDADE

Conscientes da necessidade de constante
implementacao de medidas destinadas a garantir
e a melhorar a qualidade das suas atividades,
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a maioria dos Laboratérios Forenses considera
importante a comprovacao da sua competéncia
por uma terceira parte e de acordo com normas
internacionais de referéncia, ou seja, a acreditacao
dos seus ensaios.

Esta decisdo decorre do Council Framework
Decision 2009/905/JHA, de 30 de Novembro de
2009, que estabelece a necessidade de acredi-
tacao dos servicos forenses que procedem a ati-
vidades laboratoriais. A acreditacao devera ser
realizada pelo respetivo organismo nacional de
acreditacdo, em Portugal, o Instituto Portugués
de Acreditacao, I.P. (IPAC).

O reconhecimento do impacto que os ser-
vicos prestados, pelos Laboratérios Forenses,
tem para a Sociedade, em geral, encontra-se
expresso na Decisdo de 2009, que estabeleceu
a obrigatoriedade, até 30 de Novembro de 2013,
dos Laboratérios de Genética Forense da Unido
Europeia procederem a acreditacdo dos ensaios
de determinacao de perfis de ADN.

Para a implementacdo da acreditacao, os
Laboratérios de Genética Forense, nomeadamente
os Servicos de Genética e Biologia Forense do
INML, I.P., entre outros, avancaram para a imple-
mentacao de um Sistema de Gestao da Qualidade
(SGQ), baseado na norma ISO/IEC 17025, com o
qual se pretende assegurar a qualidade das ati-
vidades desenvolvidas e o cumprimento da legis-
lacdo aplicavel na area da Genética Forense. Este
sistema apoia-se, entre outros, num conjunto de
documentos, com os quais os Servicos documen-
tam e organizam as suas atividades, baseando-
-se, quer nos mais recentes desenvolvimentos do
conhecimento cientifico, quer na validacdo interna
e externa (internacional) das metodologias usadas

Nnos ensaios.
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Existem cuidados especificos que devem ser
tidos ndo sé na realizacao dos exercicios interla-
boratoriais mas, principalmente, na resolucao de
casos reais, tais como a determinacdo dos perfis
genéticos em duplicado e a utilizacdo de mais do
gue um sistema multiplex para a determinacao
de um perfil de ADN. Pretende-se, deste modo,
um processo de seguranca com o objetivo de
impedir uma troca de amostras, a incorreta de-
terminacao de perfis genéticos a partir destas,
um erro no préprio ensaio ou na transcricao dos
seus resultados.

Como referido anteriormente, aguando da
colheita de amostras de referéncia, nos casos de
investigacdo bioldgica de parentesco, sdo, nor-
malmente, colhidas duas amostras de natureza
diferente. Estas serdo, posteriormente, analisadas
por dois técnicos diferentes, de modo a garantir
que as amostras ndo sofram qualquer troca.

A norma 17025 impde, também, participa-
cao internacional em exercicios interlaboratoriais,
com os quais se pretende conhecer a capacidade
do Laboratério para a resolucao de determinado
tipo de ensaio. Embora seja relativamente recente
a decisdo da Unido Europeia acerca da obriga-
toriedade da adocao da norma ISO/IEC 17025
pelos Laboratorios Forenses, ja desde 2002, que a
Comissao de Testes de Paternidade da Sociedade
Internacional de Genética Forense recomenda
a adocao desta por parte dos laboratérios que
fazem este tipo de pericias (Morling et al., 2002).

Também por isso, desde ha alguns anos,
gue varios grupos de trabalho da Sociedade
Internacional de Genética Forense, sendo de des-
tacar o Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa
(GHEP) e 0 Grupo de Trabalho de Lingua Inglesa
(ESWG), tém promovido, anualmente, a realizacdo
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de exercicios interlaboratoriais, os quais incluem
uma prova de investigacao de parentesco biol6-
gico, normalmente de maior complexidade que o
simples caso envolvendo o trio p.pai/mae/filho(a)
(Hallenberg et al., 2001; Thomsen et al., 2009;
Friis et al., 2009)

Nestes exercicios sdo testados, nao sé a ca-
pacidade técnica dos laboratérios na producao
dos respetivos perfis genéticos dos individuos
envolvidos, mas também a capacidade cientifica
na resolucao dos exercicios, pela determinacao
das relacdes de parentesco envolvidas e do cal-
culo das probabilidades de estas serem ou nédo
verdadeiras.

Com esta atuacao, os Laboratérios de Genética
Forense conseguem garantir a manutencao das
suas capacidades técnicas e cientificas, bem como
a qualidade dos ensaios e dos resultados apre-
sentados nas pericias efetuadas.

8. PERSPETIVAS FUTURAS

O estudo do Genoma Humano, aprofun-
dado pelos Projetos de Sequenciacéo, iniciados
nos finais do século passado, permitiu a desco-
berta de novos marcadores genéticos de peque-
nas dimensdes, mas com elevado potencial para
diversas areas da Genética (Venter et al., 2001),
nomeadamente para a area forense.

De entre estes, os polimorfismos INDELs (de
INsertion/DELetion, também designados por DIPs de
Deletion Insertion Polimorphisms), mas, em espe-
cial, os SNPs (de Single Nucleotide Polymorphisms,
polimorfismos de um Unico nucleétido), represen-
tam a classe mais abundante de polimorfismos

humanos e tém sido alvo de um elevado nimero
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de estudos. Para se perceber como estes marca-
dores sao abundantes, foi inicialmente estimada a
ocorréncia de 1 SNP por cada 1000pb do genoma
humano (Venter et al., 2001). Contudo, na base de
dados de SNPs dbSNP, pode verificar-se que ja se
encontram descritos cerca de 20 milhdes de SNPs,
18 milhdes dos quais validados, nimero que, a ser
validado, indica a possibilidade da existéncia de
um SNP por cada 150pb (Phillips, 2009).

Estes marcadores genéticos, para além de
serem muito abundantes no genoma, permitem
facilidade na anélise, pelo facto de, na sua grande
maioria, serem marcadores bialélicos, isto é, possui-
rem apenas dois alelos. Tal acontece porque a sua
taxa de mutacao é muitissimo baixa (10 vs. 10~ nos
STRs), sendo, em média, no caso dos SNPs, de uma
mutacado por cada 100 milhdes de geracoes (Butler,
2005). Assim, é extremamente improvavel que duas
mutagdes pontuais ocorram numa mesma posicao.

Esta caracteristica torna-os muito Uteis na
andlise de casos em que existam incompatibili-
dades genéticas nos sistemas STRs autossémicos
e em casos envolvendo individuos que nédo se
encontram geneticamente préximos, como nos
trios p.pai/mae/filho. Quanto mais afastados ge-
neticamente estiverem os individuos em estudo,
maior serd a probabilidade de terem ocorrido
mutacdes nos sistemas STRs estudados, dando
origem a incompatibilidades genéticas entre in-
dividuos. Estas incompatibilidades, a somarem ao
ja de si pequeno numero de alelos partilhados
entre individuos geneticamente afastados, pode
dificultar a resolucéo do caso, tornando-o mes-
mo inconclusivo. A analise dos SNPs permitira a
obtencao de informacédo genética adicional.

Todavia, o facto de estes marcadores apre-

sentarem uma baixa taxa de mutacao, é também
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responsavel pela sua principal desvantagem re-
lativamente aos STRs: sao pouco polimorficos!
Deste modo, para obter o poder discriminativo de
10-15 Joci STR, para serem usados, por rotina, a
nivel laboratorial em investigacdo forense, serao
necessarios cerca de 50 a 100 SNPs com segre-
gacao independente, isto é, sem fenémenos de
linkage (Gill, 2001; Amorim et al., 2005).

Em 2003, foi criado o Consorcio Internacional
— SNPforlD — com o objetivo de estudar e avaliar
0 uso de cerca de 50 /oci SNP para anélise foren-
se, 0s quais teriam um poder de discriminacdo
préoximo dos 13 STRs do CODIS. Este Consércio
desenvolveu um multiplex de 52 SNPs (Sanchez et
al., 2006), baseado na tecnologia SNaPshot, tendo
sido validado para uso forense (Musgrave-Brown
et al., 2007). Com base neste multiplex, foram
efetuados varios estudos, quer com a totalida-
de dos 52 SNPs, quer apenas com alguns SNPs,
verificando-se a utilidade destes na resolucao de
simples casos de paternidade, assim como em ca-
sos mais complexos (Ballard et al., 2009; Borsting
et al., 2011; Borsting et al., 2008; Dario et al.,
2009; Dario et al., 2011a; Dario et al., 2011b).

Também os INDELs demonstraram ser Uteis
na investigacao de parentesco biolégico (Friis et
al., 2011; Neuvonen et al., 2011; Manta et al.,
2012; Zidkova et al., 2011; Pereira et al., 2012), ten-
do para isso contribuido o multiplex Investigator
DIPplex, recentemente comercializado, para deter-
minacdo de um perfil genético destes marcadores
(Pereira et al., 2009).

Os INDELs permitem a obtencao de fragmen-
tos de ADN mais pequenos que os obtidos pela
amplificacdo de /oci STR, possibilitando melhores
resultados a partir de amostras degradadas, como,
por exemplo, de restos cadavéricos (Manta et al.,
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2012; Romanini et al.), que, devido ao estado de
degradacao, podem nao permitir a obtencdo de um
perfil genético de STRs para estudos de parentesco.

Contudo, o principal obstaculo a implemen-
tacao da analise de marcadores bialélicos, na ro-
tina forense, prende-se com o limitado nimero
de marcadores possiveis de serem analisados,
simultaneamente, com a tecnologia existente
nos laboratérios, pois esta tecnologia permite a
analise simultanea de poucas dezenas de SNPs,
dificilmente ultrapassando a meia centena de
marcadores, devido a questdes técnicas.

Todavia, os SNPs podem ser analisados atra-
vés de uma grande variedade de tecnologias de
processamento em larga escala, com andlise de
dados automatizada, de dezenas, centenas, ou
mesmo milhares destes marcadores, fornecendo
um elevado poder de informacao para analise
genética, o que seria muito Util na investiga-
cdo de parentesco biolégico. Como exemplos,
referem-se os equipamentos de Microarrays (mi-
crochips) e de espectroscopia de massa MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization
Time-Of-Flight).

Foi j& realizado um estudo sobre o uso de
SNPs, analisados com microchips de ADN, na in-
vestigacao de um caso muito complexo de paren-
tesco bioldgico, nomeadamente, na investigacdo
de presumiveis primos em segundo grau (Lareu
et al.). Este tipo de investigacao, por recorrer a
um elevado numero de marcadores, dificilmente
poderia ser realizado apenas através da analise de
STRs, mesmo conjuntamente com os multiplex de
SNPs e INDELs analisados por eletroforese capilar.
Estas tecnologias dificilmente serdo implementa-
das nos laboratérios forenses, pelo facto de serem
tecnologias muito dispendiosas.
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Por outro lado, o surgimento das novas tec-
nologias de sequenciacdo NGS (Next Generation
Sequence) de segunda e terceira geracao, de que
sao exemplos 0 454 e o ION Torrent, respetiva-
mente, permitem uma rapida sequenciacao de
grandes segmentos do genoma humano ou da
sua totalidade, a custos cada vez menores. Deste
modo, permitem a rapida determinacdo de um
grande numero de /oc/ SNP, a partir dos quais se
poderad obter um aumento no poder de andlise
genética nos casos de investigacdo bioldgica de
parentesco (Berglund et al., 2011).

Porém, existem ainda problemas que terdo
de ser ultrapassados para a utilizacdo destas tec-
nologias, nomeadamente os problemas de andlise
estatistica e informatica, derivados de fenémenos
de linkage entre SNPs que se encontrem proximos
e o0s problemas tecnolégicos e computacionais
derivados da grande quantidade de ADN a ana-
lisar e da ainda elevada taxa de erro na leitura
da sequenciacao do ADN (Berglund et al., 2011).

Apesar dos SNPs e dos INDELs n&do virem a
substituir os STRs, pelo menos nos tempos mais
proximos, estes marcadores, assim como as tec-
nologias desenvolvidas nos Ultimos anos para a
sua detecdo e analise, poderao vir a desempe-
nhar, no futuro, um papel fundamental nas pe-
ricias mais complexas de investigacdo biolégica
de parentesco.

9. CONCLUSAO

As pericias de investigacao bioldgica de pa-
ternidade, no caso dos trios p.pai/méae/filho(a), sdo
realizadas nos Laboratérios de Genética Forense,
essencialmente, através do estudo de 15 ou 17
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STRs pelos sistemas PowerPlex® 16 (/HS) System
e/ou AmpFESTR® Identifiler® (/Direct/Plus).

Embora estes sejam os casos mais comuns,
sao, também, solicitadas investigacdes bioldgi-
cas de paternidade em casos com dois ou mais
pretensos pais, ou com dois ou mais pretensos
filhos, sendo que, também nestes casos, a base
de estudo serd sempre o trio p.pai/mae/filho(a).

Mas nem sempre ha a possibilidade do es-
tudo de um trio, pelo que as investigacoes serdo
de casos incompletos, o que muitas vezes torna
0s casos bastante mais complexos. Nestas situa-
coes, recorre-se a investigacao de paternidade
com familiares do pretenso pai, o que levara ao
estudo dos pretensos avos, de pretensos tios ou
de filhos do pretenso pai, com possibilidade ou
nao do estudo das respetivas maes.

Mas a realidade com que o Laboratério se
depara, por vezes, é bastante complexa, e em-
bora dispondo de tecnologia adequada para as
investigacdes bioldgicas de parentesco, pode ser
necessario proceder a novas avaliacdes dos dados
familiares fornecidos ao Laboratério. Em certas
situacoes, por impossibilidade de estudo dos fa-
miliares do pretenso pai falecido, pode, por ordem
do Tribunal, ter de se proceder a exumacao do
cadaver para recolha de material biologico dis-
ponivel (ossos, dentes), de modo a realizar uma
investigacdo de paternidade direta.

Embora os 17 STRs autossémicos sejam 0s
marcadores, por exceléncia, para este tipo de in-
vestigacoes, por vezes, em casos mais complexos,
pode ser necessario aumentar o nimero destes
marcadores, recorrendo a outros sistemas multi-
plex utilizados nas pericias forenses - AmMpFSTR®
NGM™, um multiplex de nova geracao, comple-
mentado com o sistema PowerPlex® SE.

PAULO DARIO e HELENA DE SEABRA GEADA

Por outro lado, todos os Laboratérios de
Genética Forense possuem idéntica tecnologia,
necessaria para o estudo daqueles marcadores,
o que facilitard o intercdmbio de dados do ponto
de vista nacional e internacional, mesmo neste
tipo de investigacoes.

Porém, podem, também, ser utilizados, em
investigacoes bioldgicas de parentesco mais com-
plexas, outros marcadores genéticos. Consoante
0 caso, pode recorrer-se ao estudo de Y-STRs para
estabelecimento da linha paterna, ao estudo de
ADN mitocondrial no caso de ser necessario o
estabelecimento da linha materna ou, em casos
especiais, ao estudo dos STRs do cromossoma
X, que sao passados intactos de pais para filhas,
podendo, assim, estabelecer-se uma hipodtese de
relacdo de irmandade.

Os SNPs autossomicos que usam a tecno-
logia de sequenciacdo e determinacao de perfis
de STRs, sdo os marcadores que, atualmente,
comecam a ser utilizados, com muito éxito na
pratica forense, assim como o estudo de INDELs,
para complementar investigacoes complexas de
parentesco.

Tém, também, sido implementadas bases de
dados populacionais de perfis genéticos de STRs
para estudo das respetivas frequéncias alélicas, a
aplicar nos calculos estatisticos realizados através
do programa Familias, considerando a dinamica
populacional do respetivo Laboratério, que va-
ria, consoante o fluxo populacional imergente e
emergente, que se vai estabelecendo a nivel das
diversas Comunidades.

O surgimento das novas tecnologias de
sequenciacdo NGS (Next Generation Sequence)
de segunda e terceira geracdo, como 0 454 e o

ION Torrent, respetivamente, irdo permitir uma
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rapida sequenciacdo de grandes segmentos do
genoma humano, a custos cada vez menores, 0
gue contribuird para aumentar o poder de analise
genética nos casos de investigacdo bioldgica de
parentesco.
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