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Resumo

A questdo da paternidade, tdo longa como a histéria da Humanidade, esteve
durante muitos séculos sujeita a Lei do compromisso Sagrado, onde aos homens
pouco mais restava que acreditar na fidelidade das respetivas esposas.

Tal situacdo alterou-se dramaticamente no fim do século XIX com a percecao de
como ocorria a heretariedade, descrita pelas Leis de Mendel. Logo surgiram sistemas
pouco fidveis de atribuicdo de paternidade, que foram se aprimorando até a
descoberta do ADN fingerprint.

A descoberta do ADN fingerprint permitiu identificar pessoas com base no seu
patriménio genético, e atribuir a paternidade biologica ao verificar a compatibilidade da
transmisséo dos alelos, segundo as Leis da heretariedade de Mendel, entre filho, pai e
mae.

Desde a sua descoberta, a introdugcdo de novos loci para fins identificativos
parece nao ter fim, assim como, a quantidade de marcadores que cada teste usa para
fins de identificacdo e atribuicdo de paternidade. De tal forma, que hoje estédo
disponiveis no mercado testes com poder de discriminacdo superior ao nimero de
Humanos no planeta, atribuindo-lhes uma certeza teérica de praticamente 100%.

Este trabalho assenta numa reflexdo sobre os marcadores e as amostras
biologicas que os diferentes laboratérios usam na determinacdo da paternidade e nos
marcadores constantes na Portaria 270/09, de 17 de marco.
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Abstract

The question of paternity, as long as the history of Humankind, was for centuries
subject to the law's of Sacred commitment, where the men have no other option than
believe in the fidelity of the respective wives.

This situation changed dramatically in the late XIX century, with the perception of
how the Inheritance occurred, described by Mendel's laws. Soon there, it was
developed the first cientific method to discovery the biological paternity, but they were
unreliable. But it was given the first step and they were improving the tests until the
discovery of DNA fingerprint.

The discovery of DNA fingerprint allowed identify people based on their genetic
code, testing the biological paternity, how checking the compatibility of the transmission
of alleles, under the Mendel Laws of Inheritance between son, father and mother.

Since its discovery, the introduction of new loci for identification purposes seems
endless, as well as the number of markers that each test uses for identification and
paternity purposes. Nowadays are available tests with higher power of discrimination
than the number of humans living on the planet, giving them a theoretical certainly of
virtually 100%.

This work is based on a reflection about the markers and biological samples that
different laboratories use in paternity determination and in the alleles contained in
ordinance 270/09, of March,17™.
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indice de Abreviaturas:

A — média do poder de exclus&o do locus;

AC — Antes de Cristo;

ADN - Acido Desoxirribonucleico:

Al — Indice Avuncular (do Inglés avuncular index);

APC - Células Apresentadoras de Antigénio;

ARN - Acido Ribonucleico:

CA\l - indice Cumulativo Avuncular (do Inglés cumulative avuncular index);
CCP - Cddigo Civil Portugués;

CMH = Complexo Major de Histocompatibilidade;

CPI - indice Cumulativo de Paternidade (do Inglés cumulative paternity index);
CPP - Cddigo de Processo Civil;

DGPJ - Direcéo-Geral da Politica de Justica;

EUA - Estados Unidos da América;

GEP - ISFG - International Society for Forsensic Genetics - Grupo de trabalho Luso-
Espanhol;

HLA — Human Leukocyte Antigen;

IGFEJ, IP - Instituto de Gestdo Financeira e Equipamentos da Justi¢a, Instituto
Publico;

INMLCF, IP — Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Instituto
Publico;

MLS - Medico-Legal Society of New York;

mRNA — Acido Ribonucleico mensageiro;

NIST — National Institute of Standards and Technology;
PCR - Polymerase Chain Reaction;

PD — Poder de Discriminacéo;

PE — Poder de Excluséo;

Pl — indice de Paternidade (do Inglés, paternity index);
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism;

RMNE — Probabilidade de um Homem aleatério ndo ser excluido (do Inglés, Random
Man Not Excluded);

STR - Short Tandem Repeats;

SSR - Simple Sequence Repeats;

tRNA — Acido Ribonucleico de transferéncia;
VNTR - Variable Number of Tandem Repeats;
W — Probabilidade de paternidade;

M - Taxa de mutacgé&o do locus.
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1. HISTORIA MEDICINA LEGAL

A medicina e o direito sdo areas que se sobrepbem parcialmente. A primeira
ligacdo entre elas foi estabelecida através da religido. Assim, as fun¢des do médico e
do jurista eram ligadas pelo vinculo da Igreja, neste caso especifico do Padre, como
intermediario entre Deus e o Homem.*

Por esse facto, os tribunais Eclesiasticos e o direito Candnico abrangiam temas
relacionados com a medicina e com as ciéncias forenses, tais como: divorcio,
gravidez, impoténcia, esterilidade, aborto ou a sexualidade.*

As origens das ciéncias Forenses remontam a tempos ancestrais. Encontram-se
vestigios da sua presenca em cddigos legais primitivos, codigos religiosos primitivos e
codigos sociais primitivos.*

O mais antigo destes cédigos conhecido, datado 2200 AC (antes de Cristo), € o
Cdédigo de Hammurabi, que incluiu legislagéo que regula a atividade da medicina. Este
codigo inclui temas como a negligéncia médica, no qual se aplicam pela primeira vez
0s conceitos da responsabilidade civil e criminal para praticas médicas incorretas.
Inclui ainda referéncias, a varias doencas que invalidavam os contratos de
escravatura, ao incesto, ao adultério e a violagéo.l

1.1. Na antiguidade
1.1.1. Grécia antiga

A Grécia antiga possuia um codigo legal desenvolvido. Varios avangos médicos ja
haviam sido alcangados, embora ndo existam provas do uso do conhecimento médico
como prova em tribunal. Hipdcrates e outros tinham vérias publicagfes sobre questdes
médico-legais, entre elas a mortalidade provocada por ferimentos em diversas zonas
do corpo, a duragdo meédia da gravidez, a taxa de mortalidade em prematuros, entre
outros.

Este avanco € corroborado pela descoberta de um papiro, que continha um
relatério médico sobre um suicidio, onde se relatava a inexisténcia de sinais de
homicidio, excluindo por isso, a hipdtese de assassinato.”

1.1.2. Império Romano

Durante o império Romano as ciéncias forenses evoluiram muito. O império
contava com um conjunto de cédigos legais que regulavam muita desta atividade. Por
exemplo em 600 anos AC, foi aprovada uma Lei que obrigava ao salvamento do feto
através de técnicas cirlrgicas, quando a mae falecia. Existem também provas da
existéncia de equipas de investigadores de homicidios profissionais. Aquando da
morte do Imperador Julio César, no ano de 44 AC, o médico que Ihe fez a autépsia
(Antistio), concluiu que somente uma das 23 facadas havia sido fatal.*

Entre 529 e 564, o império Romano oriental adotou o codigo de Justiniano. Este
cadigo incluia grande parte das normas herdadas pelo direito Romano. O Cddigo
estabeleceu ainda que a funcdo do perito médico-legal era o de ajudar o juiz na
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interpretacdo imparcial, dando a sua opinido com base no seu conhecimento
especializado."

1.1.3. Extremo Oriente

Existem dados que evidenciam o reconhecimento de problemas médico-legais, no
extremo oriente.’

Na China foi descoberto um volume intitulado Hsi Yuan Lu, datado de 1236 AC,
que continha procedimentos descritivos a seguir, na investigagao de mortes suspeitas.
O volume continha a exigéncia de realizacdo de exames completos e sistematicos
independentemente da condi¢cdo do cadaver. Continha se¢des que se debrucavam
sobre os problemas associados a existéncia de falsos ferimentos, de caracteristicas
dos ferimentos causados por golpes de punho ou de pontapé, e de morte causada por
estrangulamento ou afogamento.*

Descrevia as diferencas entre cadaveres vitimas de afogamento e dos lancados
na agua post-mortem e de queimaduras post-mortem e antemortem. Referia ainda a
importancia a dar-se a todos os pormenores na cena do crime e ao corpo do cadaver.

Foi ainda descoberta uma publicacdo sobre venenos, incluindo Arsénico ou Opio."

1.1.4. Na Europa
1.1.4.1. PO6s-Renascentista

Fruto de limitagGes religiosas, muito do conhecimento adquirido na antiguidade
perdeu-se, tendo sido retomado somente no Renascentismo.*

Uma das primeiras tentativas de trazer de volta algum do conhecimento esquecido
aconteceu na Alemanha, com a publicacdo do cédigo Carolino, pelo imperador Carlos
V, em 1553. O cdédigo impunha o recurso a medicina para esclarecer casos de
homicidio, ferimento, envenenamento, enforcamento, afogamento, infanticidio, aborto

e outras circunstancias que envolvessem les&o & pessoa.’

A Francga também estabeleceu cedo um sistema médico-legal. Entre 1570 e 1692
0 pais publicou Leis que a semelhanca da Alemanha favoreceram o desenvolvimento
da medicina legal, enquanto disciplina académica.*

Infelizmente, tais avancos foram postos em causa devido a varios casos de
corrupcdo. Esta desacreditagdo no sistema levou a sua regressao, e somente apos a
revolucéo Francesa o sistema médico-legal reemergiu.’

Em ltalia foram publicados trabalhos sobre a medicina legal. O primeiro destes
trabalhos foi Relationes Medicorum, publicado por Fortunato Fedele, em 1602. Tendo-
se seguido Questiones Medicina-Legales, por Paola Zacchia médico-Papal. Este livro
abrangia algumas tematicas médico-legais, como a morte durante o parto,

envenenamento, impoténcia, violacdo, mutilacdo e as questBes relativas a salde
pablica.!
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1.1.4.2. PoOs-Revolucgao Industrial

O primeiro livro sobre medicina legal escrito em Inglés foi de autoria de Samuel
Farr, em 1788, intitulado Elements of Medical Jurisprudence. Este livro faz uma
descricdo sucinta e resumida das marcas no corpo humano que seriam necessarias
avaliar em julgamentos, por médicos legistas. Ele abrangia diversos temas médico-
legais incluindo, divércio, violagdo, assassinato, entre outros.”

O primeiro professor britdnico de medicina legal foi Andrew Duncan, professor de
fisiologia, que deu varios ciclos de palestras sobre medicina legal e salde publica, a
partir de 1789. Seu filho, Andrew Duncan, Jr., tornou-se o primeiro professor de
medicina legal na Universidade de Edimburgo, em 1803."

A Alemanha estabeleceu, em 1830, a sua primeira clinica médico-legal, em Viena,
a data territorio da confederacdo Germanica. Tendo-se seguido uma outra em Berlim,
em 1833."

Franca estabeleceu a sua primeira clinica em 1840. Desde 1803 que os tribunais
franceses nomeavam peritos médicos, tendo estes de ter o curso de medicina e o
diploma de medicina legal. Franca estabeleceu o seu primeiro presidente profissional
em medicina legal em 1794.*

1.1.5. Nos Estados Unidos da América

Nos Estados Unidos, o primeiro professor de medicina legal foi o JS Stringham,
gque deu as suas palestras em Nova lorque, em 1804. Em 1813, o colégio de médicos
e cirurgibes de Nova lorque criou o cargo de presidente de jurisprudéncia médica,
sendo ocupado por JS Stringham.*

Em 1800, Benjamin Rush, um dos primeiros cirurgides-militares do pais e um dos
signatarios da declaracao da Independéncia dos EUA, estabeleceu a medicina legal
americana, com a publicagéio On the Study of Medical Jurisprudence.’

Em 1815, Romeyn Beck foi nomeado professor na Faculdade de Medicina
Ocidental no estado de Nova lorque. Em 1823, publicou The elements of
Medical-Jurisprudence, o qual definiu o campo da medicina legal durante cerca de
meio século. Este incluia temas importantes, como: violagdo, impoténcia e
esterilidade, gravidez e parto, infanticidio e aborto, legitimidade, presuncdo de
sobrevivéncia, identidade, alienacdo mental, feridas, venenos, pessoas encontradas
mortas e doencas simuladas.’

Em 1860, John Elwell publicou um livro intitulado The Medico-Legal Treatise on
Malpractice and Medical Evidence e Insanity Comprising the Elements of Medical
Jurisprudence, onde destacou a questdo da negligéncia na jurisprudéncia médica. O
livro de John Elwell apresentava casos reais, com o intuito de ensinar os médicos o
procedimento legal do litigio por negligéncia.*

Para os estudantes de medicina e médicos, a jurisprudéncia médica assumiu a
posi¢cdo de importancia central nas escolas de medicina dos Estados Unidos durante a
maior parte do séc. XIX. As instituicdes, Leis e decisbes judiciais nos Estados Unidos
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refletiram a crescente influéncia dos principios médico-legais, especialmente aquelas
referentes & doenca mental e loucura criminal.*

ApOs a guerra civil, as coisas mudaram drasticamente. A Medicina legal tornou-se
menos importante. Os Professores Dean Stanford e Emerson Chaille expressaram a
sua visdo da condicdo deploravel da jurisprudéncia médica nos Estados Unidos.
Algumas faculdades de medicina abandonaram o curso por completo, outras
anexaram a medicina legal a outras cadeiras, sendo por vezes, 0 ensino confiado a
um advogado sem nenhuma formac&o no campo médico.

Em 1867 foi fundada, em Nova lorque, a Medico-Legal Society of New York
(MLS), a primeira sociedade no mundo a ser organizada com a finalidade de promover
0s principios médico-legais. Segundo a MLS, nenhum advogado esta totalmente
preparado para uma acusacao ou defesa de um individuo indiciado por homicidio sem
algum conhecimento de anatomia e patologia. Por outro lado nenhum médico ou
cirurgidio poderia ser um perito satisfatorio sem algum conhecimento da Lei.!

A Universidade de Harvard estabeleceu a especializacdo em medicina legal em
1877."

No inicio do século XX, o ensino da jurisprudéncia médica foi novamente relegado
para uma posi¢cdo secundaria, ensinado fora dos temas-chave. Tendo renascido na
segunda metade do século XX, como evidenciado pela fundagdo do American
College of Legal Medicine, em 1955. E do reacender do interesse contemporaneo
numa vasta gama de questdes juridicas e médicas, como, a ética médica, direitos dos
pacientes e nos aspetos empresariais e profissionais da pratica médica.*
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2. MEDICINA LEGAL EM PORTUGAL

2.1. Evolucdo da medicina legal em Portugal
2.1.1. Nos primérdios do Reino

Desde o inicio da fundacdo de Portugal enquanto pais, a fronteira entre a
medicina e as ciéncias médico-legais, sempre foi muito ténue. Quando em 1290 foi
fundada a Universidade de Lisboa, uma das ciéncias que foi ministrada foi
precisamente a medicina, sendo a medicina legal desprezada durante varios séculos.”

Num pais onde os curandeiros existiam com abundancia e eram geralmente bem
aceites pela populacdo, os médicos formados, tinham de concorrer com “médicos”
sem formacdao universitaria cujo curso tinha sido obtido por registo da prética, passado
pelo physico-mor do reino.?

2.1.2. P6s-Renascentismo

Portugal sempre sofreu de um atraso consideravel na area médico-legal quando
comparado com os seus parentes europeus. O fanatismo religioso ndo deixava grande
margem para o progresso da medicina e da medicina legal, a ponto de, em 1671, ter
sido publicada uma Lei que proibia o exercicio da medicina a médicos que tenham
saido reconciliados nas Inquisicdes de Santo Oficio.”

Tudo isto comegou a mudar com a ascensdo do Marqués do Pombal, que
reformulou o ensino universitario em Portugal, bem como a ministracdo da medicina.
Ainda assim, manteve-se a separagdo do curso de medicina e da cirurgia, que era
ministrado em escolas particulares, anexas aos hospitais.?

2.1.3. Pés-Revolucéo Industrial

O movimento revolucionario de 1820 trouxe a monarquia constitucional e a
implementacéo do liberalismo em Portugal. Neste periodo, foram efetuadas uma série
de medidas reformistas que engrandeceram e aperfeicoaram a medicina nacional.?

Em 1836, sob influéncia de Passos Manuel, é instituida a docéncia da medicina
legal, e a0 mesmo tempo, incluida a cadeira de medicina forense, higiene publica e
politica médica, nos cursos de medicina. A reforma judiciaria de 1841 veio regular a
intervencao dos peritos médico-legais, criando normas de acesso ao cargo, instituindo
a obrigatoriedade do relato destes peritos nos crimes de morte e ferimentos.?

Em 1850, a Sociedade Farmacéutica Lusitana iniciou a toxicologia forense
nacional, ao efetuar as primeiras analises quimico-legais do pais, em trés laboratérios
Porto, Coimbra e Lisboa. Estes servicos eram regulados pela Portaria 26 de janeiro de
1853, a qual impunha que se 0s peritos encontrassem sinais de envenenamento,
deveriam declara-lo. E nesse caso conservar as visceras em &lcool para posterior
anélise.’

Em 1882 foi fundada em Lisboa a Sociedade das Ciéncias Médicas e logo de
seguida a Instituicdio Vacinica, com o intuito de exterminar a variola do pais.?
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Em 1895, o Decreto n.° 3, de janeiro, impunha a realizacdo de exames
psiquiatricos a quaisquer individuos que cometessem um crime em circunstancias que
se duvidasse da sua integridade mental, ou ainda, quando em defesa do criminoso
existissem probabilidades de loucura. Dando assim forma, & psiquiatria forense.?

Contudo todos estes avangos pareciam nao colocar a justica a funcionar de forma
célere e isenta. Existiam mudltiplas falhas dos juizes e peritos, a maioria delas,
originaria da sua incorreta preparacdo para a profissdo. Para conter tal falta de
credibilidade foi publicada a Lei 17 de agosto, de 1899, a qual dividia o pais em trés
circunscricdbes médico-legais Porto, Lisboa e Coimbra, tendo as morgues como
respetivas sedes.’

Em cada uma dessas morgues funcionava um conselho médico-legal, constituido

por:2

¢ Membros efetivos — Professores de medicina legal e de anatomia patolégica,
médico alienista e um quimico analista.?

¢ Membros adjuntos — Professores de patologia geral, obstetricia, toxicologia,
quimica organica e quimica inorganica.’

Fora das respetivas comarcas os exames periciais eram efetuados por dois
médicos. Desses exames podia-se interpor recurso para o conselho médico-legal da
respetiva circunscrigo.>

Ficou determinado que seriam conduzidos as morgues e autopsiados todos os
cadaveres encontrados fora do seu domicilio, havendo suspeitas de crime ou
desconhecimento da causa de morte. Antes da remocgdo de qualquer cadaver, era
verificado o seu 6bito por um delegado ou subdelegado de saude, ou na sua falta, por
um médico que declarasse o 6bito.>

A 8 de fevereiro de 1900, completou-se a legislacéo relativa a medicina forense,
com a publicacdo dum questionario e das instrucbes que se devem observar nos
exames que nao forem executados pelo conselho médico-legal.?

2.1.4. No século XX

Em 1918, o Decreto n® 4808 de 11 de setembro, cria os estatutos do Instituto
Nacional de Medicina Legal de Lisboa, sendo complementado pelo Decreto n® 4893,
de 28 de setembro de 1918, que aprovou o respetivo regulamento, e em que se
concretiza a competéncia do instituto e a estrutura organizativa. Nesse mesmo ano, o
Decreto n°® 5023, de 29 de novembro de 1918, criou o Instituto de Medicina Legal do
Porto e de Coimbra.?

Os Institutos de Medicina Legal substituiram assim as morgues, criadas pela
Carta de Lei de 17 de agosto de 1899.

O Decreto-Lei 5023, de 29 de novembro de 1918, alterou:?

e Conselhos médico-legais com funcdo de rever relatérios médico-legais de
processos de crime com pena maior (superior a 2 anos);

e Os relatérios médico-legais que deixaram de ser elaborados pelos docentes
universitarios;
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e Foiainda criado um corpo de médicos peritos de Comarca.

2.1.5. P6s-Revolucéao do 25 de abril

O Decreto-Lei 373/75, de 17 de julho, atribuiu a tutela dos institutos de Medicina
Legal ao Ministério da Justi¢ca, quebrando assim o vinculo destas instituicdes com as
Faculdades de Medicina.’

O Decreto-Lei n.° 96/2001, de 26 de marco, centralizou os servicos médico-legais
no Instituto Nacional de Medicina Legal, criando trés delegacbes: Porto, Coimbra e
Lisboa.”

Posteriormente o Decreto-Lei 131/2007, de 27 de abril, mais tarde regulamentado
pela Portaria 522/2007, de 30 de abril, veio introduzir alteracdes nos o6rgdos do
instituto, criando quatro servigos técnicos: Patologia Forense, Clinica Forense,
Toxicologia Forense e Genética e Biologia Forense. E trinta e um gabinetes médico-
legais distribuidos pelo pais.®

Em 2012, o Decreto-Lei 166/2012, de 31 de julho, veio racionalizar a estrutura do
INMLCF, IP, restruturando servicos de onde resultou uma reducdo do numero de
dirigentes e coordenadores. Foram atribuidas novas competéncias funcionais na area
das ciéncias forenses,® reduzidos para 27 os gabinetes médico-legais espalhados pelo
pais, e também reformulados 0s servigos técnicos passando a vigorar quatro centrais:
Clinica e Patologia Forenses, Genética e Biologia Forense, Quimica e Toxicologia
Forense, e Tecnologia Forense e Criminalistica. Foi também criado um servico técnico
descentralizado de Clinica e Patologia Forense.’

2.2. O Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP

E atualmente competéncia do INMLCF, IP (...) “assegurar a prestacio de servigos
periciais médico-legais e forenses, a coordenacao cientifica da atividade no &mbito da
medicina legal e de outras ciéncias forenses, bem como a promocé&o da formacéo e da
investigacdo neste dominio, superintendendo e orientando a atividade dos servigos
médico-legais e dos profissionais contratados para o exercicio de funcdes periciais.”°

S4o atribuicdes do INMLCF, I. P.:

“a) Apoiar a definicdo da politica nacional na area da medicina legal e de outras
ciéncias forenses;”

b) Cooperar com os tribunais e demais servicos e entidades que intervém no
sistema de administracdo da justica, realizando os exames e as pericias meédico-
legais e forenses que lhe forem solicitados, nos termos da Lei, bem como
prestar-lhes apoio técnico e laboratorial especializado, no ambito das suas
atribuicoes;

c) Desenvolver atividades de investigacao e divulgacao cientificas, de formacéo
e de ensino, no ambito da medicina legal e de outras ciéncias forenses e
desenvolver formas de colaboracdo cientifica e pedagdgica com outras
instituicdes;

d) Superintender a organizagédo e a gestdo dos seus servigos periciais forenses
no territério nacional;”
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“e) Programar e executar as acdes relativas a formacao, gestdo e avaliacdo dos
seus recursos humanos afetos as ciéncias forenses;

f) Adotar programas de garantia de qualidade aplicados aos exames e as
pericias médico-legais e forenses da sua competéncia e promover a
harmonizacdo das suas metodologias, técnicas e relatorios periciais,
nomeadamente emitindo diretivas técnico-cientificas sobre a matéria;

g) Dirigir, coordenar e fiscalizar a atividade técnico-cientifica das delegacdes,
dos gabinetes médico-legais e forenses e dos profissionais contratados para o
exercicio de fungbes periciais;

h) Coordenar, orientar e supervisionar a nivel nacional as atividades
relacionadas com as ciéncias forenses;

i) Prestar servicos a entidades publicas e privadas, bem como aos particulares,
em dominios que envolvam a aplicacdo de conhecimentos médico-legais e de
outras ciéncias forenses;

j) Assegurar a articulagdo com entidades similares estrangeiras e organizagdes
internacionais;

k) Assegurar o funcionamento da Base de Dados de Perfis de ADN;
[) Programar, em colaboracdo com a Direcao-Geral da Politica de Justica
(DGPJ), as necessidades de instalacbes dos gabinetes médico-legais e
colaborar com o Instituto de Gestéo Financeira e Equipamentos da Justica, I. P.
(IGFEJ, 1. P.), no planeamento e na execugdo de obras de construcao,
remodelagdo ou conservacao;

m) Colaborar com a DGPJ na recolha, tratamento e divulgacdo de dados
estatisticos relativos a atividade no ambito da medicina legal e de outras ciéncias
forenses, disponibilizando a informacéo necesséria a elaboracdo das estatisticas
oficiais na area da justica;

n) Liquidar, cobrar e registar as receitas proprias”

2.2.1. Servico de Clinica e Patologia Forenses ’

“Ao Servico de Clinica e Patologia Forenses compete, na unidade funcional da
Clinica Forense, a realizacao de exames e pericias em pessoas:

a) Para descricao e avaliacdo dos danos provocados na integridade psicofisica,
nos diversos dominios do Direito, designadamente no d&mbito do Direito penal,
civil e do trabalho, nas comarcas do ambito territorial de atuagcéo da delegacéo;
b) De natureza psiquiatrica e psicolégica forenses;

c) Outros atos neste dominio, designadamente avaliagdes de natureza social.”

“Ao Servico de Clinica e Patologia Forenses compete, na unidade funcional de
Patologia Forense, a realizagdo dos seguintes exames e pericias:

a) Autopsias médico-legais respeitantes aos 6bitos verificados nas comarcas do
ambito territorial de atuacdo da delegacéo;

b) Exames de anatomia patolégica forense no ambito das atividades da
delegacdo e dos gabinetes médico-legais que se encontrem na sua
dependéncia, bem como a solicitacdo das autoridades e entidades para o efeito
competentes, e do presidente do conselho diretivo;”
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“c) Outros atos neste dominio, designadamente pericias de identificacdo de
cadaveres e de restos humanos, de embalsamamentos e de estudo de pecas
anatomicas.”

2.2.2. Servigo de Genética e Biologia Forenses '

‘Ao Servico de Genética e Biologia Forenses compete assegurar, a nivel
nacional, a realizacdo de pericias e exames de identificacdo genética,
nomeadamente os de investigacdo biologica de parentesco, de identificacédo
individual, de criminalistica biol6gica ou outros, no ambito das atividades das
delegacdes e dos gabinetes médico-legais, bem como a solicitacdo das
autoridades e entidades para o efeito competentes, ou do presidente do
conselho diretivo. (...) Compete ainda ao Servico de Genética e Biologia
Forenses emitir pareceres e prestar assessoria técnico-cientifica no dominio das
suas competéncias”

2.2.3. Servico de Quimica e Toxicologia Forenses '

‘Ao Servico de Quimica e Toxicologia Forenses compete assegurar, a nivel
nacional, a realizacdo de pericias e exames laboratoriais quimicos e
toxicolégicos, no ambito das atividades das delega¢fes e dos gabinetes médico-
legais, bem como a solicitagdo das autoridades e entidades para o efeito
competentes, ou do presidente do conselho diretivo. (...) Compete ainda ao
Servico de Genética e Biologia Forenses emitir pareceres e prestar assessoria
técnico-cientifica no dominio das suas competéncias.”

2.2.4. Servico de Tecnologias Forenses e Criminalistica ’

“Ao Servico de Tecnologias Forenses e Criminalistica compete assegurar, a
nivel nacional, no ambito dos diversos dominios do Direito, e das atividades das
delegacbes e dos gabinetes médico-legais, bem como a solicitacdo das
autoridades para o efeito competentes, a pesquisa, registo, colheita e tratamento
de vestigios, e a realizagdo de pericias nas diferentes areas das ciéncias
forenses ndo enquadraveis nas competéncias dos restantes servigos técnicos,
designadamente e entre outras, no ambito da analise de escrita e documentos,
balistica e fisica. (...) Compete ainda ao Servico de Genética e Biologia
Forenses emitir pareceres e prestar assessoria técnico-cientifica no dominio das
suas competéncias.”
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3. GENETICA E BIOLOGIA FORENSE

A Biologia € a ciéncia que estuda os seres vivos. O termo vem do Grego bios, que
significa vida e logos que significa estudo. A Genética é um ramo da Biologia. O termo
também advém do Grego genno, que significa fazer nascer. Ou seja, a Genética € a
ciéncia da heretariedade, sendo esta regida pelos genes e sua informac&o.®

Todos os seres vivos sdo constituidos por células, tendo praticamente todas elas
ADN. Nos organismos mais simples o ADN est4d disperso pelo citoplasma
(procariotas), ao passo, que nos seres complexos o mesmo se encontra dentro do
ndcleo da célula (eucariotas).?

Nos eucariotas, o ADN organiza-se em genes e 0S genes em cromossomas. Na
reproducdo sexuada os cromossomas sdo separados durante o processo de meiose, e
novamente juntos na fecundagéo, originando desta forma, uma grande variedade do
patrimonio genético.®

O ADN é composto por duas cadeias polinucleétidas, sendo cada nucleétido,
constituido por uma base azotada, um acucar (pentose) e um grupo fosfato. As bases
azotadas podem ser quatro, a Timina, Citosina, Guanina ou Adenina.®

Esta molécula apresenta trés caracteristicas:

e Exclusividade, cada individuo tem o seu préprio genoma nao existindo dois
iguais;

e |gualdade, todas as células nucleadas apresentam o mesmo ADN;

¢ Invariabilidade, ele ndo varia ao longo da vida.

3.1. Conceito de gendtipo e fendtipo

Estes conceitos foram empregues pela primeira vez pelo Botanico Dinamarqués,
Wilhelm Johannsen.®

3.1.1. Genétipo

O conceito genotipo deriva do Grego genos origem e typos caracteristica. Este
termo € usado na referéncia a constituicdo genética de um individuo, ou seja, ao seu
patrimonio genético.®

3.1.2. Fenétipo

O termo deriva do Grego pheno evidente e typos caracteristico. Este termo é
usado para designar as caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais
evidenciadas num individuo. Ou seja, o fendétipo resulta da expressdo do gendétipo
devidamente modicado pelo meio ambiente. O fenétipo é também alteravel pelo
tempo.®
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3.2. Evolugéo do conceito ADN, e hereditariedade
3.2.1. Leis de Mendel

Mendel a partir da autopolinizagéo criou estirpes de ervilheiras que considerou
“‘puras”. Isto €, a partir da observacdo de uma das caracteristicas, ele conseguia
antever as restantes. Mendel no estudo observou varias caracteristicas da planta
como a cor da flor, posicdo da flor no caule, cor da semente, aspeto externo da
semente, forma da vagem, cor da vagem e altura da planta.®

Apbs obter estas estirpes “puras”, Mendel efetuou cruzamentos entre estirpes
diferentes. No experimento Mendel observou que do cruzamento de dois espécimes
distintos (Amarelo x Verde), resultavam sempre sementes Amarelas (12 Geracgao).
Sendo que na segunda geracéo obtinha ¥ Amarelas e ¥4 Verde.®

Concluiu entdo que a cor Amarela era a dominante e a Verde recessiva e que
embora na 12 geracdo o Verde nédo se tiveresse manifestado, o “gene” que originou a
coloracdo estava la4. Para esquematizar o sucedido, Mendel usou letras, sendo o V
(amarelas, dominante) e o v (verdes, recessivo). Assim através do cruzamento do
resultado da experiéncia, ele concluiu que estava perante trés tipos de sementes. As
Amarelas (VV), as hibridas (Vv) (que também eram Amarelas) e as Verdes (w).?

A partir destas observacbes Mendel formulou a sua primeira Lei - A Lei da
Segregacéo. Esta Lei diz que na formag&o dos gametas, os pares de alelos segregam-
-se, voltando a unir-se com a fecundagdo. Ai, existirdA um que se expressara - O
dominante (representado por letra maildscula). O outro - 0 recessivo - apenas se
expressara na auséncia do dominante (representado por letra minascula), conforme o
quadro exemplificativo:®

E z

Tabela 1 — Exemplificagéo das experiéncias de Mendel, na primeira e segunda geragao.

Na primeira geracdo seriam todas hibridas, onde somente se expressariam
Amarelas (alelo dominante). E na segunda geracdo, as sementes seguiriam um
padrdo ¥ com carateristicas do alelo dominante e ¥ com carateristicas do alelo
recessivo.?
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De seguida Mendel postulou a Segunda Lei de Mendel, também conhecida
como Lei da Segregacao Independente dos genes. Esta Lei resultou da comparacao
ndo de uma caracteristica mas se duas em simultaneo.®

Assim Mendel ja sabia que relativamente a cor, o padrdo na segunda geracao era
¥ com carateristicas do alelo dominante e %2 com carateristicas do alelo recessivo.
Quando conjugou uma segunda carateristica (rugosidade), descobriu que acontecia o
mesmo. E que se comparasse ambas em simultdneo entdo obter-se-ia a multiplicagéo
das caracteristicas em separado, sendo /;s Amarelas e Lisas (ambas dominantes), %/
Amarelas e rugosas, ou Verdes e Lisas (com um alelo dominante e um recessivo), e

/16 (Verdes e rugosas, ambos recessivos).?

Semente Semente
amarela-lisa verde-rugosa
(f ¥ LA Cor da semente
GERAGAO P X g V= amarela
v =verde
VVRR wir
‘ Textura da semente
‘ R=lisa
r=rugosa
GAMETAS va) ()

\ /

VvAr

I \

GAMET7
()

N

@@

Proporcéo fenotipica de F;

Proporcéo ‘/ Amarela-lisa 3 Amarela-rugosa
genotipica de F, \ 916 t:‘- 16
9V A_

AV

IwR_ >
1wr C ) Verde-lisa Verde-rugesa
GERAGAO F, 16 ! 1/16

Figura 1 — Exemplificagdo da Segunda Lei de Mendel.
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3.2.2. A descoberta dos acidos nucleicos

Em 1869, o Johannes Friedrich Miescher, médico Suico, identificou com sucesso
uma substancia extraida do nucleo dos espermatozoides de Salmado. Essa nova

substancia tinha um elevado peso molecular, tendo dado o nome de “nucleina”.®

Entre 1885 e 1901, um bioquimico alemao, Ludwing Karl Martin Leonhard Albrecht
Kossel, demonstrou que a “nucleina” continha bases azotadas na sua estrutura, tendo
identificado cinco tipos diferentes: a Timina, Citosina, Adenina, Guanina e Uracilo.®

Em 1889, o bioquimico Richard Altman, conseguiu obter uma amostra isolada de
ADN com elevada pureza e constatou a sua natureza acida tendo designado por acido
nucleico.?

Em 1902, Walter Stanborough Sutton, médico e geneticista Americano, reparou
na semelhanca de comportamento dos cromossomas homologos na meiose e
associou as Leis de Mendel.®

Em 1912, Phoebus Aaron Theodore Levene, bioquimico Lituano-Americano,
identificou com sucesso a constituicdo do componente basico dos acidos nucleicos. A
estrutura era composta numa base azotada ligada a uma pentose e a um grupo
fosfato. Esta unidade foi denominada de nucleétido.?

3.2.3. O processo de transformacéo
3.2.3.1. A experiéncia de Frederick Griffith

Frederick Griffith foi um médico militar Britdnico, com especialidade em
microbiologia. Na sequéncia de inUmeras mortes provocadas por pneumonias na
primeira grande guerra, realizou uma experiéncia, onde usava uma estirpe virulenta
gue tinha uma cépsula polissacérida, conferindo uma aparéncia lisa (tipo S, do Inglés
Smooth), e uma estirpe ndo virulenta sem capsula polissacarida escolhida
propositadamente por apresentar uma superficie rugosa (tipo R, do Inglés Rough),
esta estirpe cresce em ratos nao lhes sendo fatal.® °

Frederick Griffith realizou entdo quatro experimentos, administrados a quatro
ratos: ®°

o Ao primeiro grupo uma inje¢do com bactérias tipo S;

o Ao segundo grupo uma injecao com baterias tipo R;

o Ao terceiro grupo uma injecdo com bactérias tipo S inativadas pelo calor;

o E ao quarto grupo uma injecdo com bactérias tipo S inativadas pelo calor,
mais bactérias do tipo R vivas.
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Conforme a seguinte figura:

EXPERIMENT

HYPOTHESIS: Material in dead bacterial cells can genetically transform living bacterial cells.

nonvrdent R strain bacteria,

| ' T | = | =
uns, [Q@H bs, | ol | \—'i | et 138
virulent) fnonvirulem,ll TR U | J L
k < L

s
Kl the vindent S sirain [Mirc dea S strain calls with mng_]

_,J o
Injection
_— ge———— .
- _._A.‘}'" P ¥ o ‘A,—-.;_ ..—-...\_E‘
J_. " o Rk [ N @ Buas b S ) . :.--
RESULTS Mouse dies Mouse healthy Mouse haalthy Mouse dies
Living S strain calls Mo bacterial cells Mo bacterial cells Living S strain cells
found in heart found in haart found in heart found in heart

CONCLUSION: A chemical substance from one cell is capable of genetically transforming another cell.

Figura 2 — Exemplificacdo da experiéncia de Frederick Griffith.

Como resultado da experiéncia, os ratos do grupo 2 e 3 sobreviveram, e 0s ratos
do grupo 1 e 4 morreram.®®

Assim, Frederick Griffith concluiu que algo presente nas bactérias S inativas,
revertia a viruléncia das bactérias R, tornando-as virulentas. E concluiu que nao
poderia ser a capsula. Chamou a este “processo de transformacéo”.® °

3.2.3.2. A experiéncia de Oswald Avery, Mac Leod e McCarty

Mais tarde, em 1928, Oswald Theodore Avery (médico e bioquimico Norte-
americano), Colin Munro MacLeod (geneticista, Canadiano e Norte-Americano) e
Maclyn McCarty (geneticista Norte-Americano), desenvolveram uma experiéncia
idéntica a anterior, mas substituiram as bactérias R vivas (no quatro grupo) por uma
solucao de proteinas, glicidos, lipidos e por acidos nucleicos, obtidas através de lisado
de colénias R.%°

Esta equipa de investigadores verificou que somente as bactérias S inativadas,
mais 0s acidos nucleicos provocavam a morte do rato. Descobrindo que o0 “processo
de transformac&o” era realizado pelo ADN.%?°
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3.2.3.3. Experiéncias de Martha Chase e Alfred Hershey

Em 1952, as experiéncias de Martha Cowles Chase (geneticista Norte-Americana)
e Alfred Day Hershey (microbiologista Norte-Americano) corroboram a ligacéo entre o

ADN e o “processo de transformacéo”.? °

Nesta experiéncia, infetaram bactérias (Escherichia coli) com virus previamente
produzidos num meio contendo **S (a&tomo que o ADN n&o possui). Numa segunda
experiéncia infetaram bactérias (Escherichia coli) produzidas previamente num meio
contento **P (4tomo que as proteinas ndo possuem).® ®

Mais tarde, analisaram as bactérias infetadas e detetaram que no meio | estas nao
emitiam sinal radioativo, ao contrario do meio 11.%°

Assim, concluiu-se que os virus tinham transmitido ADN para as bactérias,
obrigando estas a produzir novos virus. Ou seja, esta experiéncia corroborou a
anterior, identificando o ADN como suporte fisico do material hereditario.® °

—— Empty

Phage { g &— Radioactive protein shell Radioactivity
> =, protein  (__ e, in liquid
Bacterium Fretiom =2
N —r
— &#—DNA
\ Pour mixture = Caditite Test for
into blender =7/ entrifuge radioactivit e
| =
Mix radioactively labeled phages ) Agitate inablenderto €} Centrifuge © Measure the
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Figura 3 — Exemplificag&o da experiéncia de Martha Cowles Chase e Alfred Day Hershey.

3.2.4. A descoberta da estrutura do ADN

James Michael Creeth no desenvolvimento do seu doutoramento verificou que as
cadeias de ADN poderiam estar unidas por pontes de hidrogénio, apés observar
alteracbes na viscosidade do ADN aquando da aplicagdo de um tratamento destruidor
das pontes de Hidrogénio.®°
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Em 1950, Erwin Chargaff (bioquimico Austriaco) observou que as quantidades de
Adenina eram sensivelmente idénticas a de Timina e a de Citosina as de Guanina,
sugerindo que ambas poderiam estar unidas.® °

Em 1951, Rosalind Franklin, uma biofisica Britnica, concluiu que a molécula de
ADN teria uma forma helicoidal, ao fazer incidir um feixe de raios X num cristal de
ADN.%®

Figura 4 — Imagem de raio X obtida por Rosalind Franklin.

3.2.4.1. Modelo de Watson, Crick (e Wilkins).

Francis Harry Compton Crick era um bidlogo molecular Inglés, biofisico e
neurocientista. James Dewey Watson um biélogo molecular, geneticista e zo6logo
Americano, e Maurice Hugh Frederick Wilkins um fisico e biologista molecular Inglés,
nascido na Nova Zelandia.? °

3.2.4.1.1. Modelo da Dupla hélice

Numa primeira abordagem Watson e Crick, baseados na informagéo disponivel,
construiram um modelo com os grupos fosfato virados para o centro da molécula,
modelo esse que tera sido contrariado por observacdes efetuadas por Rosalind
Franklin: &°

e Experiéncias anteriores haviam mostrado que as bases azotadas ndo eram
acessiveis pelo exterior;

e As unidades estruturais do ADN eram progressivamente separadas por
adicdo de agua, formando um gel e, em seguida, uma solucao.

Rosalind Franklin acreditava entdo que a explicacdo mais simples seria a parte
hidréfila da molécula estar virada para o exterior. ®°
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Através dos dados obtidos, Watson e Crick, chegaram a trés nocoes
fundamentais:®*°

e Os dados de difracdo por raios X evidenciaram que a cadeia de ADN tinha
aproximadamente 2 nm constantes, a hélice 3,4nm e que cada nucledtido
distancia 0,34nm entre si. Por esta razdo calcularam que existiam 10 bases por
volta.

¢ A densidade do ADN sugere que a hélice deveria conter duas cadeias
polinucledtidas e como o didmetro é constante, sugeria ainda que as cadeiras
estariam unidas pelas bases azotadas, permitindo assim manter o intervalo
constante.

¢ Independentemente da quantidade existente de cada base existia também
uma correlacdo que se mantinha. (T+C)/(A+G) = 1.

Com base nestas trés conclusées protocolaram que:*°

e As duas hélices estariam ligadas por pontes de hidrogénio que se
estabeleceriam entre as bases azotadas, estando a Timina ligada a Adenina
por duas pontes de hidrogénio, e a Citosina com a Guanina através de trés
pontes.

e As cadeias estariam assim emparelhadas em direcbes opostas
(antiparalelas), uma na dire¢ao 5’->3’ e a outra na direcdo 3’->5’.

Assim juntos, Watson e Crick, desenvolveram um modelo que se baseava numa
estrutura helicoidal, que foi publicada em 1953. Esta descoberta foi reconhecida com a
entrega do prémio Nobel da Medicina em 1962, a Waltson, Crick e Wilkins.%1°

3.3. A organizagéao e funcionamento do ADN

3.3.1. Modelo para areplicagdo do ADN

Para que seja possivel a transmissao do patriménio genético, 0 mesmo tem de ser
replicavel.

Watson e Crick indicaram o modelo semiconservativo. Atualmente este modelo é
aceite como o correto.?°

Baseia-se nas seguintes premissas: °

As cadeias sdo separadas aquando da replicacdo, através de enzinas que
guebram as pontes de hidrogénio (helicase).

Cada cadeia serve de molde a formacédo de uma nova cadeia complementar;

Formam-se simultaneamente duas cadeias, de acordo com a
complementaridade das bases.

A replicacdo ocorre sempre no sentido 5’ -> 3’.
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Este modelo é suportado pela experiéncia de Meselson e Stahl:

Matthew Stanley Meselson (geneticista Norte-Americano) e Franklin William Stahl
(biologista molecular e geneticista Norte-Americano) realizaram uma experiéncia onde
cultivaram Escherichia coli num meio de cultura com Azoto pesado (**N), sendo esse
Azoto integrado no ADN das bactérias.® °

De seguida, as col6nias foram transferidas para um meio contendo *N. Como
resultado, observou-se que 20 minutos apds este facto, na 12 Geracao, o ADN tinha
perdido densidade. Na 22 gerac&o tinha-se gerado ADN isento de N, corroborando
assim a validade do modelo semiconservativo. & °

Incubation of heavy cells in "N
Controls First Second
generation generation A

C
T#

New Old Old New

Figura 5 - Experiéncia de Meselson e Stahl.

3.3.2. Conceito Intrdo e exao

Os genes estdo organizados em exdes e intrdes. O intrdo foi descoberto
independentemente por Phillip Allen Sharp (bidlogo molecular e geneticista
Americano) e Richard J. Roberts (bidlogo molecular e geneticista Inglés), ao
verificarem que a sequéncia proteica e consequentemente de mRNA néo
correspondiam a cadeia de ADN, que havia servido de molde. Estas sequéncias foram
descobertas em todos 0s organismaos eucariotas. O termo intréo foi pela primeira vez
referido por Walter Gilbert, em 1978.°

A frequéncia com que ocorrem intr6es € muito variavel em diferentes genomas de
diferentes organismos, sendo muito frequentes na espécie Humana.’

e Os exbes sao definidos como sequéncias do pré-mRNA que estdo
representadas no mMRNA;

e Os intrdes sdo definidos como sendo sequéncias do pré-mRNA que séo
removidas, ndo estando por isso representadas no mRNA.

Os intrdes podem ser classificados como:®

e IntrGes que codificam proteinas e que sdo removidos por spliciossomas;
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¢ IntrBes que codificam tRNA e que sdo removidos por enzimas;

e IntrBes que efetuam auto-splicing (Grupo |) e que s&o removidos por catalise
de ARN;

o IntrBes que efetuam auto-splicing (Grupo Il) e que sdo removidos por catalise
de ARN.’

3.3.3. Mutacdes no ADN

As mutacdes do ADN podem ocorrer por diversos mecanismos. Os mais comuns
sdo processos fisicos, como por exemplo a radiacdo ionizante, processos guimicos
através de substancias que tém a capacidade de interagir com o ADN, podendo
danifica-lo, como agentes alquilantes ou radicais livres, processos biolégicos, como
virus que adicionam ou alteram o ADN de uma célula, ou podem ocorrer
casuisticamente durante o processo de replicagéo do ADN.°

As mutacdes genéticas podem ocorrer em varias regidoes do ADN, podendo ser
silenciosas ou causar danos.

As mutag0Oes sao classificadas, em:®

3.3.3.1. Mutacé&o pontual

Sao mutacdes de pequena escala, onde se da a troca de um unico nucleétido por
outro. A mais comum ocorre quando ha a troca de uma purina por outra purina ou uma
pirimidina por outra pirimidina. Se ocorrer dentro de um ex&o, elas podem ser ainda
classificadas como:

Mutacio Silenciosa: O cod&do codifica para 0 mesmo aminoéacido.’

Mutacdo Missense: Codifica para um aminoéacido diferente.®

Mutacdo Nonsense: Codifica para um coddo stop, provocando o término
prematuro aquando da traducao.’

3.3.3.2. Mutacéao Frameshift

Séo mutacdes onde ocorre a insercdo ou delecdo de uma ou mais bases.
Originam uma sequéncia de leitura genémica diferente.®

Insercdo: ocorre pela adicdo de um ou mais nucle6tidos na sequéncia de
ADN.®

Delec&o: h4 a remogdo de um ou mais nucleétidos da sequéncia de ADN.°
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3.3.3.3. Grandes Mutacdes
Podem alterar a estrutura do cromossoma; °

Amplificacdo: criacdo de uma ou varias coOpias de uma regido do
cromossoma.®

Delecéo de reqides cromossomicas: levando a perda dos genes presentes
nessas regides.’

o Unido gendmica: acontece quando existe a delecdo de uma parte do
genoma. Os mecanismos de reparacdo, no sentido de reporem a
normalidade cromossémica, unem as pontas soltas podendo dar origem
a uniao de dois genes diferentes.

o Translocacdo cromossOmica: quando o fenémeno de crossing-over
ocorre entre cromossomas ndo homologos.

o Inversdo cromossémica: Ocorre a inversdo da orientagdo de um
segmento do cromossoma, ficando o gene ao contrério.

o Perda de heterozigozidade: Ha perda de um alelo por dele¢cdo ou
recombinag¢do num organismo que originalmente possuia dois alelos.

3.3.4. Reparacéo de mutagdes

Devido a importancia da conservacdo do cédigo genético, 0s organismos
evoluiram no sentido de proteger o seu ADN, reparando-o de danos ou erros ha sua
leitura.®

Os mecanismos de reparacdo do ADN podem ser divididos em trés grandes
classes:

¢ Reparacdo Mismatch — ocorre imediatamente apds a sintese do ADN e utiliza
a outra cadeia como molde.®

e Reparagdo por excisdo — compreende a remogdo de uma regido danificada
por sistemas de nucleases especializadas e de seguida, a sintese de novo
ADN para preenchimento da regido removida.®

o Reparacdo de quebras de cadeia dupla — séo processos de reparacdo que
levam & unido das duas extremidades da cadeia de ADN quebrada.’

Estes modelos de reparacdo embora eficazes, ndo sdo 100% eficazes e por essa
razdo, com o passar de geracdes existirdo um acumular de mutacdes do ADN.°
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3.3.5. Relacdo intréo e exdo nas mutacdes

Teoricamente as mutacBes ocorrem de forma aleatéria e imprevista, podendo por
essa razao atingir as mais diversas regioes do ADN e afetar intrdes ou exdes. Contudo
elas sdo mais eficientemente removidas dos exdes por selecdo negativa.’

Assim um intrdo é capaz de acumular mais mutagdes, existindo por isso, uma maior
variancia no ADN dos intrdes nas diferentes espécies.’

Para além desta casuistica, os intrées, homeadamente as regides repetitivas dos
intrdes sdo mais sujeitas a erros na leitura por parte da DNApolimerase. Este
fendmeno é chamado de deslizamento da DNApolimerase e em parte explica a maior
variancia existente no nimero de repeticdes desta regiso particular do ADN.°

3.4. Identificacao pessoal

Devido a maior variancia nos intrées, algumas destas regifes foram estudadas e
registadas para efeito de identificagdo pessoal. As primeiras regibes a serem usadas
foram as regides STR (Short Tandem Repeats). Estas zonas consistem em repeticoes
de tripletos ou de quadrupletos, havendo uma elevada variacdo entre individuos.
Posteriormente foram usadas regides VNTR (Variable Number of Tandem Repeats),
que apresentam sequéncias mais longas do que as STR e que vao de 16 a 70 pares
de bases.’

Em Portugal a Lei 5/2008, de 12 de fevereiro, aprovou a criacdo de uma base de
dados com os perfis de ADN, para a identificagdo civil e criminal. Os marcadores
usados para este fim, estdo regulamentados na Portaria 270/2009, de 17 de marco,
que estabelece quais os marcadores que est&o incluidos nesta base de dados.*

A gestao desta base de dados é uma das novas competéncias do INMLCF, IP
segundo o Decreto-Lei 166/2012, de 31 de julho.®
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3.4.1. Tabela constante na Portaria 270/2009, de 17 de margo **

Lei de 5/2008, de 12 de fevereiro, regulamentada pela Portaria 270/2009, 17 de

margo

Amelogenina

FGA

THO1

VWA

D3S1358

D8S1179

D18S51

D21S11

Marcadores de insercdo obrigatéria

CDh4

CSF1PO

F13A1

F13B

FES

GABA

Penta D

Penta E

TPOX

SE33

D2S1338

D5S818

D7S820

D13S317

D16S539

D19S433

Marcadores de insergdo complementar

Tabela 2 — Portaria 270/2009, de 17 de margo.
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4. TESTES DE PATERNIDADE

Desde ha longos séculos, sempre houve casos menos claros de paternidade,
onde pouco mais restava aos pais, que confiar na fidelidade da respetiva esposa. No
fim do século XIX, tal situacdo comecou a mudar. Como referido, Mendel descreveu as
suas duas Leis da heretariedade em 1865-66.%°

4.1. Sistema ABO

As Leis de Mendel serviram de base para Karl Landsteiner, um médico e bidlogo
Austriaco, perceber de que modo ocorria a transmissdo das proteinas de superficie
dos eritrécitos quando classificou o sistema ABO, em 1901. Deste modo Karl
Landsteiner descreveu o primeiro teste cientifico para averiguar a paternidade, ao
determinar a compatibilidade entre o fenétipo das proteinas a superficie dos eritrécitos
do pai e do filho. &°

4.2. Métodos serolégicos

Em 1937, foi descoberto o fator Rh por Karl Landsteiner e Alexander S. Wiener. O
fator Rh é também ele transmitido de pais para filhos, e pode estar presente ou
ausente. Assim através da comparacdo do fator Rh dos descendentes com o dos
progenitores poderia ser possivel determinar a compatibilidade entre eles e assim
estabelecer com maior certeza a paternidade.?

Mais tarde, foram acrescentados os antigénios de Duffy e de Kell. O antigénio de
Duffy esta localizado na superficie dos eritrécitos. Este antigénio € também conhecido
por glicoproteina Fy ou CD234. Estdo identificados seis antigénios diferentes (Fy-a,
Fy-b, Fy-3, Fy-4, Fy-5 e Fy-6)."

O antigénio de Kell é uma proteina que se encontra na superficie dos eritrocitos.
Este antigénio é uma glicoproteina, também conhecida por CD238. Estéo identificados
trés antigénios diferentes (K, k e o Kp).*

Os exames serologicos para a determinacdo da paternidade foram muitos usados
no passado, mas ndo permitem uma certeza superior a 40%."2

4.3. Sistema HLA ou CMH

Em 1952, um imunologista Francés, Jean Dausset, descreveu o sistema HLA
(Human Leukocyte Antigen), atualmente designado de CMH (Complexo Major de
Histocompatibilidade). Este sistema quando aplicado aos testes de paternidade
permite obter resultados com muito mais exatiddo que o sistema ABO.™

O sistema era baseado na comparacdo entre os antigénios a superficie dos
leucocitos do filho(a) com o dos respetivos pais, que descobriu serem transmitidos em
bloco (um paterno e outro materno).*?
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Sistema Imune

O sistema imune é vital para a sobrevivéncia das espécies, protegendo-as do
mundo exterior. Ele é constituido pela imunidade nata e imunidade adquirida: **

A imunidade inata é composta por quatro barreiras defensivas: **

e Anatomica: pele, mucosas;

Fisiol6gica: temperatura, pH &cido do estdbmago;

Fagocitaria e endocitaria: mondcitos, neutréfilos, macréfagos;
Resposta Inflamatoria.

A imunidade adquirida é, ao contrario da inata, dirigida contra alvos especificos.
Este tipo de resposta apresenta quatro caracteristicas: =

e Especificidade antigénica: a resposta é dirigida apenas sobre determinado
antigénio;

¢ Diversidade: existe uma grande diversidade nas moléculas de reconhecimento,
0 que permite reconhecer milhares de estruturas especificas sobre os antigénios;
¢ Membéria imunitaria: o sistema imune reconhece 0 mesmo antigénio mais
rapidamente numa segunda infe¢éo, o que permite uma resposta mais rapida;

e Reconhecimento do Préprio e do Nao Proprio: o sistema imune consegue
distinguir o que pertence ao proprio organismo e o que néo pertence.

O reconhecimento do Préprio e do Nao Proprio, envolve quatro moléculas de
membrana, que interatuam entre si: *3

¢ Anticorpos de membrana células B;

¢ Recetores de membrana das células T;

e CMH Classe | é constituido por uma cadeia leve e outra pesada ligada a
proteina B2-microglobulina e é expresso por quase todas as células nucleadas;

e CMH Classe Il é constituido por duas glicoproteinas, mais duas [(2-
glicoproteinas. Estdo somente expressas nas APC (Células Apresentadoras de

Antigénio).

Como evidenciado, o CMH cumpre func¢des de reconhecimento, diferenciacéo e
defesa. Dentro do CMH diferenciam-se trés regifes que agrupam genes chamados de
classe I, Il e lll respetivamente. O CMH ¢é codificado por varios genes localizados no
cromossoma 6, conforme a seguinte figura: **
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Figura 6 — Imagem do cromossoma 6 com a localizagéo dos loci do cromossoma 6.

e CMH-I — coloniza a membrana de quase todas as células do organismo com
excecgao dos eritrécitos. Existem trés subgrupos ou loci principais, CMH I-A, B e C
chamados classicos. Outros, que sao menos polimérficos e se expressam menos,
sdo os CMH I-E, F, G, H e J. O CMH-I A, B e C podem ser reconhecidos por
métodos seroldgicos, utilizando soros ricos em anticorpos contra alguma das
especificidades da molécula do CMH-I. A classificacdo faz-se por meio de PCR,
utilizando sondas especificas para cada alelo.*

e CMH-lIl — ao contrario do que ocorre com 0s antigénios da classe |, os
antigénios da classe Il apenas sdo expressados nos linfécitos B, nos macréfagos,
nas células dendriticas, nas células de Langerhans, em algumas células epiteliais
e numa percentagem pequena na subpopulacdo de Linfocitos T-helper. As
restantes células e quase a totalidade dos linfécitos T carecem destes antigénios
de classe Il. O CMH-II esta subdividido em varios subgrupos. Os principais e mais
variaveis sdo o CMH II- DP, DQ e DR. Existindo outros menos variaveis DZ, DO,
DN e DM. *®

e CMH-Ill — Ao contrario das moléculas do CMH | e Il, as moléculas do CMH-III
sdo um conjunto de proteinas nado relacionadas entre si, e que nado partilham
semelhanca estrutural e fungédo com as moléculas de classe | e II. *3

A utilizacdo do sistema CMH para testes de paternidade permite excluir a

paternidade em 90% dos casos. A sua utilizacdo conjuntamente com o sistema ABO e
testes serolégicos incrementa o poder de excluséo até aos 95%.*

de

Contudo o sistema CMH continuava a ndo ser resposta ao problema. Para além
ndo permitir ter certezas na exclusdo, também ndo possibilitava a incluséo.

Atualmente este sistema é utilizado somente em casos pontuais onde o uso do ADN é
mais limitado, como em casos de estabelecimento da paternidade onde néo é possivel
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testar o presumivel pai, mas somente os avds paternos. Isto porque, como €
transmitido em bloco é menos sujeito a mutagdes.™

4.4, ADN fingerprint

Em 1985, um geneticista Britanico Alec Jeffreys, descobriu como usar o ADN para
fins identificativos e para estabelecer relacdes de paternidade, ao estudar as regides
fingerprint. Como anteriormente falado, o ADN encontra-se no nucleo de praticamente
todas as células. Dentro das poucas excecdes estdo 0s eritrocitos, que se encontram
desprovidos de nucleo e logo de ADN.2°

O ADN esté organizado em cromossomas, havendo 23 pares de cromossomas na
espécie humana. A maior parte do ADN n&o varia de individuo para individuo, mas
existem umas regifes, especificas nao codificantes, onde existem multiplas
variacdes.®®

Dentro das regides ndo codificantes podem distinguir-se o ADN satélite, as
regides VNTR microssatélite e as regibes VNTR minissatélite. O ADN satélite consiste
em sequéncias muito grandes de repeticdes sequenciais de ADN ndo codificante. O
ADN satélite é o principal componente dos centrdmeros e é o principal constituinte
estrutural de heterocromatina.®®

As primeiras regides fingerprint a serem usadas foram as regides VNTR
microssatélite também chamadas de STR (Short Tandem Repeats) ou de SSR (Simple
Sequence Repeat). Estas zonas sdo constituidas por repeticbes que vao das duas as
seis bases de nucledtidos, havendo grande variagdo no numero de repeticbes entre
diferentes individuos.®®

Outras regides também passiveis de serem usadas sdo as regides VNTR
minissatélite. Estas, ao contrario das anteriores resultam da repeticdo de um maior
ndmero de par da bases, entre 5 a 15, podendo ser repetidas varias vezes.®?

STR's ou SSR's

Microssatélite |

ADN nao VNTR
codificante Minissatélite

ADN Satélite

Figura 7 — Diagrama ADN né&o codificante
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4.4.1. Técnica RFLP

Foi uma das primeiras técnicas a surgir. A técnica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) baseia-se na identificacdo de sequéncias de ADN de diferentes
tamanhos apos a digestdo da amostra de ADN por enzinas de restricdo. As enzimas
de restricdo sdo endonucleases que apresentam especificidade para determinadas
zonas do ADN, efetuando um corte na cadeia. *°

O segmento de ADN criado tera assim diferentes comprimentos conforme os
polimorfismos existentes, que pode ser determinado por eletroforese. *°

Esta técnica foi muito usada no projeto de sequenciacdo do ADN, em testes de
identificacdo e de paternidade, mas € demasiado lenta, pelo que atualmente € pouco
usada.™

4.4.2. Técnica PCR

Para que seja possivel o uso do ADN para técnicas de identificacdo e atribuicdo
de paternidade é necessario amplificar em laboratorio as regides fringerprint do ADN.
Isto é feito através da técnica PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) que é um
processo rapido para a amplificagdo enziméatica in vitro de um segmento especifico de
ADN.™®

Na técnica PCR sdo usados: o segmento de ADN de cadeia dupla a ser
amplificado, os primers (sequéncias de iniciagdo que se vao ligar a uma zona
especifica do ADN), a DNApolimerase e os trifosfatos de desoxirribonucledsidos.
Conforme figura: *°
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Os primers séo adicionados em excesso em comparacdo com o ADN a ser
amplificado. Eles hibridam com ambas as cadeias em regifes pré-estabelecidas e
servem iniciadores da replicacdo da cadeia. Os trifosfatos de desoxirribonucledsidos
s&o introduzidos segundo a ordem da cadeia molde pela DNApolimerase. *

Ap6s o fim do 1° ciclo, o processo pode voltar a ser repetido e a quantidade de
ADN duplica a cada ciclo subsequente, dando origem assim a um ciclo exponencial. *°

Istcycle — 2ndcycle — 3rdcycle —  4thcycle ---------- > 30th cycle

T T T T T

T I,
FEEERRERI RN H :

23! =2 billion copies

?=4 copies I

23 = 8 copies
Exponential

T Amplification

. PESEEUEEEUEEEE RSN

24 =16 copies T 4 .

e Process is repeated, and
IO the region of interest is
TR amplified exponentially
TITTTITTTITITITITITIY
T T
PESEETEEERUEEETEEEUY
2% =32 copies

Figura 9 — Nimero de cépias formadas por cada ciclo da PCR.

Os usos da técnica PCR estdo em constante crescimento, a técnica esta presente
em muitos processos laboratoriais desde a clonagem, estudo de mutagénese,
engenharia de ADN, estudo das regifes fingerprint para identificacdo pessoal ou
testes de paternidade, estudo de doencas genéticas, etc. *°

Tipos de sondas utilizadas:

e Sondas Uniloccus: sdo sondas que hibridam com uma regido especifica do
ADN. Como resultado é observavel uma banda em individuos homozigéticos e
duas bandas nos individuos heterozigéticos. °

e Sondas Multiloccus: permitem detetar de uma sO6 vez varias regides
hipervariaveis. Originam um elevado conjunto de bandas que sdo caracteristicas
de um individuo. S&o muito usadas para fins de identificac&o. °
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4.5. Matematica Forense

Em 1908, Godfrey Harold Hardy, matematico Britanico propés um modelo
matematico, que permitia calcular o indice de Paternidade (PI). *’

O modelo baseia-se na igualdade tedrica entre as duas respostas possiveis para
a questdo da paternidade, onde H; o suposto pai era realmente o pai, e H, onde tal
suposicdo estaria errada, ou seja, que a probabilidade de H; seria equiparavel a
probabilidade de H,, antes da realizagéo de qualquer teste: *’

P|H1:P|H2

Através de exames laboratoriais € possivel atribuir valores as incégnitas tendo por
base os perfis genéticos dos intervenientes, interpretados segundo as regras de
hereditariedade e das frequéncias observadas na populacdo a que pertencem o0s
individuos analisados."’

Assim a relacdo de verossemelhanca entre ambos dara o indice de Paternidade
PI: v

Pl = P|H./P|H,

Este modelo estava limitado pela biologia que ainda ndo encontrara mecanismos
para atribuir valores ao P|H; e ao P|H,, com certeza suficiente para atribuir a
paternidade. *’

4.5.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

A Lei do equilibrio de Hardy-Weinberg foi formulada independentemente por
Hardy e por Wilhelm Weinberg (médico Alemé&o), em 1908. *'

A Lei diz que as frequéncias alélicas se mantem estaveis, numa populacdo
através das varias geracdes, independentemente de se tratar ou ndo de um alelo raro.
Este modelo matematico assume uma populacdo ideal, isto €, uma populagcdo com
auséncia de mutacdes, selecdo genética, incorporagdo de imigrantes, etc. 1

Num caso simplificado, os alelos a e A com as frequéncias alélicas p e Q.
Distribuidos segundo as Leis de Mendel, seria representado por: *’

p>+2pg+q°=1
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E a representacao grafica da Lei, seria:

q
1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
1 : : : : : : : : :
0.8 -
2
q’ P
0.6-‘
2pq
0.4 -
0.2 -
0 L L) T T L 4 L T L T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
p

Grafico 1 — Representacéo gréafica do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Desvios marcados ao equilibrio de Hardy-Weinberg podem ser indicadores de
endogamia de alelos. *’

4.5.2. indice e Probabilidade de Paternidade

O célculo do indice de Paternidade (Pl) é baseado na analise e comparacéo das
bandas obtidas durante a execucdo do teste de paternidade. Cada banda tem um
peso molecular que é determinado por comparacao com um padrao. Assim, tanto nos
testes com minissatélites como nos de microssatélites, o comprimento dos alelos
obtidos sdo comparados com o0s dos progenitores (a mée e o pretenso pai). Uma das
bandas do filho ser& idéntica a uma das bandas maternas e a outra sera proveniente
do pai. *’

A existéncia de uma banda no pretenso filho, ndo relacionada com o pai, denota
uma provavel exclusdo de paternidade, que devera ser sempre confirmada com uma
segunda discrepancia. Regra da dupla exclus&o. *’

Quando o pai ndo é excluido, torna-se necessario calcular a sua inclusao. A
inclus&o é obtida através do céalculo do indice Cumulativo de Paternidade (CPI). Este
resulta da multiplicagédo de todos os Pl obtidos nos diferentes marcadores. Como
referido, o PI reflete a razéo entre a probabilidade de que um homem com o fenétipo
do possivel pai, seja de facto o seu pai biolégico. E a probabilidade de que um outro
homem, ao acaso, possa ser o verdadeiro pai. *’

48



[@PoRTO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

A férmula para o célculo do PI pode ser explicada como: *’

_Xm.Xp

Pl = ———
Ym.Yp

Onde:

Xm = Probabilidade de transmissao do alelo materno;
Xp = Probabilidade de transmissé&o do alelo obrigatério paterno;
Y = Probabilidade de transmissao do alelo materno;
Y, = Frequéncia do alelo paterno na populagéo de mesma raga;

O O O O

No caso de existéncia de alelos homozigéticos, a probabilidade dos alelos X, e Y,
sera de 1. E no caso de heterozigéticos a probabilidade serd de 0,5. Esta férmula
pode, por isso, ser simplificada ao anular a probabilidade de m, que serd sempre igual
a 1. E entdo temos que, o PI, sera: *’

_Xp

Pl =
Yp

O valor de PI deve ser calculado para cada alelo analisado. A multiplicagdo dos
valores de PI dar-nos-4a o indice Cumulativo de Paternidade (CPI): *’

CPI=PIly xPl;x ... x Pl

Quanto maior o CPI, maior a probabilidade de o investigado ser o pai biolégico. O
valor do CPI mede a for¢a ou a importancia da evidéncia genética. Ele indica se a
evidéncia preenche melhor a hipotese de ser o homem testado o verdadeiro pai ou a
hip6tese de outro homem ser o pai. *’

4.5.3.1 Teorema de Bayes

O teorema de Bayes foi elaborado por Thomas Bayes, matematico Britanico. Este
teorema correlaciona uma probabilidade condicional, com a sua inversa. *’

Aplicando este teorema aos testes de paternidade, temos que, a probabilidade de
paternidade (W) ser-nos-a dada pela seguinte equagéo: *’
_ PP. CPI
~ PP.CPI + (1— PP)

Onde PP sera a constante de paternidade a priori, que serd sempre aceite como
sendo 50%, uma vez que antes de se realizar qualquer teste de paternidade, um
determinado homem tera a mesma probabilidade de ser ou n&o o verdadeiro pai. *’
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Entdo simplificando a férmula, temos que: *

W= CPI
T CPI+1

4.5.3. Férmulas simplificadas de calculo de paternidade:

Tendo por base os calculos anteriores, foram descritas férmulas simplificadas
para o calculo da paternidade.

a) Quando se usa o trio Pai-Mae-Filho:

AA AA; AA; 1 pi 1/ pi
AA, j# i 1/2 pi 1/2p;
AA, K, | 0 pi 0
AA; AA; i #] AA; 1/2 pi /2 1/ pi
AA, j#i 1/4 pi 12 1/2 pi
AA, K, | 0 pi /2 0
AA;, i# AA; AA 1 pi 1/p;
AA, k# 1/2 pi 1/2 p;
AA, K, I#] 0 pi 0
AA,, i# AA;, i# AA; 1/2 (pi + pp)/2 1(pi + p)
AA 1/2 (pi + p)/2 1(pi + py)
AA, k# 14 (pit p))/2 U(2(pi + pp)
AAL K, T, | 0 (pi + pp)/2 0
AA;L i# | AAL K#, | AA 1/2 pi/2 1/p;
AA, # 1/4 pi/2 1/2 p;
AA, K, I#] 0 p; 12 0

Tabela 3 — Tabela simplificada para o calculo da Paternidade, onde GF - Genoma do Filho, GM - Genoma Méae, GAP - Genoma

do Alegado Pai e Pi - Frequéncia do alelo.

b) Quando se usa a dupla Pai-Filho:

AiAi AA; pi pi 1/ pi

AA; j# i pi°P; 2p°P; 1/2p;

AA,, i# AA Pi°P; 2pi°P; 1/2pi
AR, J# i PiP(Pi+P;) (2pip)° (Pi+P)/(4pip))

AA, k¥ PiPiPx 4P PPy 1/4p;

Tabela 4 — Tabela simplificada para o calculo da Paternidade, onde GF - Genoma do Filho, GAP - Genoma do Alegado Pai e Pi -
Frequéncia do alelo.
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4.5.4. indice Avuncular (Al)

O indice avuncular mostra a probabilidade de paternidade entre parentes
proximos. O Al é calculado segundo a seguinte formula: *’
_ H1 _ 0,5X+0,5Y_PI+1
T H2 Y T2

Al

Onde:

o H; serd a probabilidade do irmdo do homem testado ser o real pai
biolégico. A partida este valor correspondera ao somatério de 50% de X
(probabilidade de transmissao do alelo obrigatério paterno) e 50% de Y (alelo
proveniente de um homem retirado ao acaso na populacdo da mesma raca);

o H;, sera a probabilidade de um homem ao acaso ser o verdadeiro pai
biologico, que seréa igual a frequéncia do alelo na populagdo da mesma raca

(Y).

O Al pode ser determinado para cada um dos alelos estudados. A multiplicacdo
dos Al dar-nos-a o indice Cumulativo Avuncular (CAI): *’

CAlI = Al; x Al x ... x Al,

A razdo do CPI pelo CAI indicar-nos-4& qudo mais provavel é a relacdo de
paternidade entre um individuo e seu irmao relativamente ao filho em estudo. *’

4.5.5. Poder de Discriminagéo

O poder de discriminacao (PD) é a probabilidade que dois individuos da mesma
populacdo tenham um diferente gendtipo para um marcador. Ele é calculavel atravées
da férmula:*’

PD = 1'2.(Z?=1 Pi2)2 - Z?=1 Pi4

Onde P; sera a frequéncia desse alelo na populagdo, n 0 nUmero de pessoas
analisadas para esse marcador, e i tomara todos os valores desde 1 até n.*’

Para alelos que s6 possuem uma cépia por célula, a formula sera:*’

PD =130, P?

O Poder de Discriminacdo Cumulativo (CPD) sera o resultado da multiplicacdo de
todos os PD."’
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4.5.6. Poder de excluséo
O Poder de Excluséo (PE) é calculavel a partir da seguinte relagéo: *®
PE = 1- RMNE

Onde RMNE representa a probabilidade de Homem Aleatério Nao ser Excluido,
gque esta relacionado com a proporcao de determinado alelo obrigatério na populacdo
de referéncia (alelo j). Entdo RMNE; seréa: *®

RMNE; = 1- (1-P;)®

Onde P; representa a distribui¢do do alelo obrigatério paterno na populagéo. **

Caso nao seja possivel atribuir o alelo paterno obrigatério, ao pai, entdo a formula
~. 18
seré:

RMNE; = 1 — (1- P; - P)?
Onde P; e Py representam a distribuicdo de ambos os alelos na populagao. 18

O RMNE sera o resultado da multiplicacdo dos RMNE de cada alelo calculado: *®

RMNE = RMNE; x RMNE; x ... x RMNE,

4.5.7. Aimportancia das Mutagdes aplicadas aos testes de paternidade

Como referido anteriormente, é possivel a existéncia de mutacdes que alterem o
patriménio genético. Algumas dessas mutacbes podem ocorrer nos gametas, dando
origem a descendéncia cujo patriménio genético ndo é inteiramente idéntico ao dos
progenitores. Por esta razdo, as mutagdes podem ter implicagfes nos resultados dos
testes de paternidade e assim uma nao conformidade néo é suficiente para a excluséo
de paternidade. *’

A regra das duas exclusées:

Uma ndo concordancia entre os alelos estudados no filho e do pai, ndo é
suficiente para excluir a paternidade, devido a possivel ocorréncia de mutacdes.
Normalmente as mutagfes ocorrem sempre um degrau para cima ou para baixo,
sendo acrescentadas ou eliminadas pares de bases, ou sequéncia repetitiva completa.
A probabilidade de ocorréncia de muta¢des diminui com o aumento do ndmero de
bases mutadas. *’

Por regra, as mutacGes que originam a adicdo ou delecdo de uma sequéncia
repetitiva, ocorrem com uma probabilidade dez vezes superior relativamente as que
envolvem adicdo ou delecdo de duas sequéncias repetitivas. Por sua vez, as
repeticbes que envolvem a adicdo ou delecdo de duas sequéncias repetitivas ocorrem
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com uma frequéncia dez vezes superior face as que envolvem a adicao ou delecao de
trés sequéncias repetitivas. *’

A determinacao de duas mutacdes por tradigdo leva a exclusdo da paternidade,
embora estejam descritos casos raros de trés mutacdes. *’

Introducdo de mutacdes no célculo do PlI:

As mutacbes que eventualmente aparecam sdo valorizadas estatisticamente,
sendo calculado o seu PI. O célculo é efetuado segundo a equagéo:

v
Pl =—
A
Sendo p a taxa de mutagdo do locus e A a média do poder de exclus&o do locus.
O valor deste Pl serd muito menor de um, mas superior a zero, por essa razao este Pl
diminuird o CPI. ¥’

4.6. Valores usados pelos laboratorios para atribuicdo da paternidade
4.6.1. Tabela de Hummel (1971, desatualizada)

99,90% - 99,80% Paternidade Praticamente Provada
99,79% - 99,10% Paternidade Extremamente Provavel
99,09% - 95,00% Paternidade Muito Provavel
94,99% - 90,00% Paternidade Provavel
89,99% - 80,00% Resultado indeciso

<80% Teste de paternidade sem valor

Tabela 5 — Tabela de Hummel.

4.6.2. Tabelade Hummel modificada

>99,73% Paternidade Praticamente Provada

99% - 99,73% Paternidade Extremamente Provavel

Tabela 6 — Tabela de Hummel modificada.
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4.6.3. Tabela constante no manual Qiagen® N.V.

>99,73% Paternidade Praticamente Provada
>99-99,73% Paternidade Altamente Provavel
>95-99% Paternidade Muito Provavel
>90-95% Paternidade Provavel
>80-90% Indicacéo Certa de Paternidade Bioldgica
>70-80% Indicacdo Formal de Paternidade Bioldgica
>30-70% N&o preditivo
>20-30% Indicacdo Formal de ndo Paternidade
>10-20% Indicacéo Certa de ndo Paternidade
>5-10% Paternidade Nao Provavel
>1-5% Paternidade Muito Improvavel
0.27-1% Paternidade Altamente Improvavel
<0,27% Paternidade Praticamente Excluida

Tabela 7 — Valores usados para a atribui¢cdo da paternidade.
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5. PROVA EM TRIBUNAL

No ultimo século assistiu-se a uma evolugdo muito grande por parte da civilizagdo
ocidental, fruto do répido desenvolvimento da ciéncia. No caso portugués, a situacéo
nao foi diferente. No que respeita a paternidade, esta deixou de ser um exclusivo dos
progenitores, tendo o homem perdido o poder de deciséo.

Na sociedade atual o interesse da crianca prevalece sobre o dos seus
progenitores, tendo o filho direito a ajuda dos seus progenitores, quer a nivel material
como afetivo, destinado ao seu proprio desenvolvimento.

Por esta razdo, a determinacdo do vinculo biolégico ganhou uma relevancia
acrescida, quer ao nivel juridico, quer ao nivel socioldgico.

Os testes de paternidade sdo usados em direito civil para estabelecer a
paternidade, e em direito penal quando estiverem em causa crimes.

5.1. Prova no Processo Civil

O CCP estabelece que “as provas tém por fungdo a demonstracédo da realidade
dos factos” (art.° 341 CCP). Esclarecendo no ponto seguinte que cabe aquele que
invocar direito fazer prova dos factos. *°

Assim, toda a investigacdo é consequéncia da alegacao prévia dos factos, onde
se procurara demonstrar a veracidade desses mesmos factos. A demonstracao de tal
realidade terd sempre um caracter subjetivo, onde ambas as partes tentardo
convencer o tribunal da seguranga dos seus argumentos e desta forma obter uma
resposta favoravel. *°

No caso da paternidade e de acordo com o CCP, no seu artigo 1864°; *°

“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.”

Este artigo resultou da reforma do codigo civil Portugués (CCP), protagonizada
pelo Decreto-Lei 496/1977, de 25 de novembro. Este Decreto-Lei passou a obrigar a
mencéao do respetivo pai, aquando do registo do nascimento. Sendo a partir desta data
que o volume de testes de paternidade registou um aumento significativo.

Deste artigo resulta a impossibilidade de existir filhos de pais anénimos. O artigo
seguinte, o artigo 1865°, refere o procedimento da averiguacao oficiosa: *°

“1. Sempre que possivel, o tribunal ouvira a mae acerca da paternidade que
atribui ao filho.

2. Se a mae indicar quem é o pai ou por outro meio chegar ao conhecimento do
tribunal a identidade do pretenso progenitor, serd este também ouvido.”

55



[MPORTO

J ONVERSIOADE DO PORTG 011 AEELSLAZAR
“3. No caso de o pretenso progenitor confirmar a paternidade, sera lavrado
termo de perfilhacdo e remetida certiddo para averbamento a reparticdo
competente para o registo.
4. Se o presumido pai negar ou se recusar a confirmar a paternidade, o tribunal
procederd as diligéncias necessarias para averiguar a viabilidade da a¢éo de
investigacao de paternidade.
5. Se o tribunal concluir pela existéncia de provas seguras da paternidade,
ordenard a remessa do processo ao agente do Ministério Publico junto do
tribunal competente, a fim de ser intentada a acao de investigacao.”

5.1.1. Provado vinculo biolégico

Quando o CCP foi redigido, na Reforma do Codigo Civil de 1977, a ciéncia nédo
dispunha ainda dos meios atuais para a determinagéo da paternidade. Como referido
anteriormente neste trabalho, as relagfes de paternidade eram estabelecidas por via
do estudo de antigénios de histocompatibilidade (sistema HLA), tendo margens de
certeza de 90% a 95%. Ora, este sistema ndo gerava margens de seguranga
necessarias para atribuir por si s6 a paternidade, e muitas das vezes ndo a conseguia
excluir. Assim, o recurso as presuncdes legais seria 0 método mais fidvel para
reconhecer juridicamente a paternidade. ***°

As presungfes de paternidade indicam a probabilidade de uma relagdo de
paternidade entre o filho e o suposto pai, mencionando a forca dessa probabilidade. *°

A prova do vinculo biolégico é baseada em factos instrumentais, havendo os que
corroboram a paternidade (positivos), como por exemplo, a existéncia a data da
concecdo de relagbes sexuais entre os progenitores, e 0s que ndo corroboram
(negativos), existéncia a data de mais de um parceiro sexual. A estes dados somam-
-se 0s dados obtidos por prova cientifica, resultando daqui a certeza ou ndo da
paternidade. *°

Atualmente, esta situacdo alterou-se, pois com o recurso as regides fingerprint do
ADN, o intervalo de certeza é muito elevado, sendo possivel obter resultados com
intervalos superiores a 99,995%."

Entendeu-se, entdo, que somente no caso da impossibilidade de recorrer a prova
cientifica, se determinara a paternalidade com recurso exclusivo a presuncdo da
mesma, uma vez que a fiabilidade é muito menor. *°

Por esta razdo, o CCP deve ser enquadrado historicamente tendo em
considerac&o a evolucdo das ciéncias biolégicas. *°

5.1.2. Presuncéo da paternidade

Nos termos do CCP a paternidade sera presumida, se (art.°. 1871°): *°

“1. A paternidade presume-se:
a. Quando o filho houver sido reputado e tratado como tal pelo pretenso pai e
reputado como filho também pelo publico;”
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b. Quando exista carta ou outro escrito no qual o pretenso pai declare
inequivocamente a sua paternidade;

c. Quando, durante o periodo legal da concecdo, tenha existido comunhé&o
duradoura de vida em condi¢cdes analogas as dos cbnjuges ou concubinato
duradouro entre a mée e o pretenso pai;

d. Quando o pretenso pai tenha seduzido a mée, no periodo legal da concecao,
se esta era virgem e menor no momento em que foi seduzida, ou se o
consentimento dela foi obtido por meio de promessa de casamento, abuso de
confianca ou abuso de autoridade.

e. Quando se prove que o0 pretenso pai teve relagcbes sexuais com a mae
durante o periodo legal de concecao.”

O mesmo artigo refere também na alinea 2, que tal presuncéo considera-se
refutada quando existem sérias dividas sobre a paternidade. *

“A presuncao considera-se ilidida quando existam dulvidas sérias sobre a
paternidade do investigado.”

5.1.3. O 6nus da Prova
O 6nus da prova esta regulado pelo artigo 342° do CCP, que refere que: *°

1 - Aquele que invocar um direito cabe fazer a prova dos factos constitutivos do
direito alegado.

2 - A prova dos factos impeditivos, modificativos ou extintivos do direito
invocado compete aquele contra quem a invocacao é feita.

3 - Em caso de duvida, os factos devem ser considerados como constitutivos
do direito.

Ou seja, em direito quem alega determinado facto, tem o 6nus da prova, tendo por
isso, a obrigacdo de provar os factos. No caso das acbes de investigacdo da

paternidade, o 6nus cabe ao autor da acdo, isto é, ao filho ou & mde em sua
representacéo, ainda que menor (art® 1870 do CCP). *°

5.1.4. O Principio da Cooperacéao

O Principio da Cooperacéao consta no Cadigo Processo Civil (CPC), no artigo 7°,
ndmero 1 e no artigo 417° nimeros 1 e 2. %°

O artigo 7° refere: %°

“1 - Na conducgdo e intervencdo no processo, devem 0s magistrados, o0s
mandatarios judiciais e as proprias partes cooperar entre si, concorrendo para
se obter, com brevidade e eficacia, a justa composi¢do do litigio. (...)”
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O artigo 417° refere: 2°

“1 - Todas as pessoas, sejam ou nao partes na causa, tém o dever de prestar a
sua colaboragdo para a descoberta da verdade, respondendo ao que lhes for
perguntado, submetendo-se as inspe¢des necessérias, facultando o que for
requisitado e praticando os atos que forem determinados.

2 - Agueles que recusem a colaboracdo devida serdo condenados em multa,
sem prejuizo dos meios coercitivos que forem possiveis; se o0 recusante for
parte, o tribunal apreciard livremente o valor da recusa para efeitos probatdérios,
sem prejuizo da inversao do 6nus da prova decorrente do preceituado no n.° 2
do artigo 344.° do Cédigo Civil. (...)”

Ou seja, segundo estes artigos todos os cidadaos estdo obrigados ao Principio da
Cooperacdo com a Justica, sendo que, existem sansdes para quem nao cooperar. No
caso especifico dos testes de ADN, a recusa do réu em participar no mesmo é uma
flagrante violago a tal principio. %

O artigo 417° deixa também em aberto a possibilidade do tribunal recorrer a meios
coercivos para obtencdo de prova, bem como a apreciacdo de tal negacdo, como
obstrucdo a justica e desta forma a inverter o 6nus da prova ou optar pela presuncao
de paternidade do suspeito. %°

5.1.5. Inversao do 6nus da prova

O 6nus da prova pode ser invertido se a parte contraria tiver tornado impossivel a
prova. Esta inversao esta regulamentada pelo artigo 344°, do CCP, numero 2, que
refere: *°

“Ha também inversdo do 6nus da prova, quando a parte contraria tiver
culposamente tornado impossivel a prova ao onerado, sem prejuizo das
sancgdes que a Lei de processo mande especialmente aplicar a desobediéncia
ou as falsas declaracées.”

5.1.6. Contraprova

A contraprova € uma prova em contrario, ela é um direito que assiste a parte
contraria de quem recai o 6nus provatério, segundo o artigo 346° do CCP. **

(...) “a prova que for produzida pela parte sobre quem recai o 6nus probatério
pode a parte contraria opor contraprova a respeito dos mesmos factos,
destinada a torna-los duvidosos; se 0 conseguir, € a questdo decidida contra a
parte onerada com a prova.”

Segundo o CCP, artigo 347°, a prova legal s6 pode ser contrariada por meio de
prova oposta (contraprova) que demonstre que a prova néo corresponde a verdade. *°

“A prova legal plena s6 pode ser contrariada por meio de prova que mostre ndo
ser verdadeiro o facto que dela for objeto, sem prejuizo de outras restricbes
especialmente determinadas na Lei.”
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5.1.7. Prazo para averiguacao da paternidade ou maternidade:

O volume de pedidos de estabelecimento de paternidade ou maternidade, tém
aumentado nos ultimos anos e para este facto contribuiram as alteracdes legislativas
efetuadas pelo poder politico, como a alteracdo do artigo 1817° alinea 1, que
prolongou para 10 anos o periodo em que pode ter intentada uma acgdo de
investigacao de maternidade, contra 0s 2 anos anteriormente previstos.

“l - A accao de investigacdo de maternidade sé pode ser proposta durante a
menoridade do investigante ou nos dez anos posteriores a sua maioridade ou
emancipacao.”

Mas também pelo prolongamento dos prazos para contestacao, por parte dos pais
com um aumento de 2 para 3 anos e sobretudo por parte do filho, que passou dos 2
anos apoés a maioridade, para os 10 anos. Conforme artigo 1842°;

1 - A acdo de impugnacéo de paternidade pode ser intentada:

a) Pelo marido, no prazo de trés anos contados desde que teve conhecimento de
circunstancias de que possa concluir-se a sua ndo paternidade;

b) Pela mée, dentro dos trés anos posteriores ao nascimento;

c) Pelo filho, até 10 anos depois de haver atingido a maioridade ou de ter sido
emancipado, ou posteriormente, dentro de trés anos a contar da data em que teve
conhecimento de circunstancias de que possa concluir-se nao ser filho do marido da
mae.

5.2. Prova no Processo Penal

O Coddigo Penal Portugués foi aprovado pelo Decreto-Lei 400/82, de 23 de
setembro, e revisto pelo Decreto-Lei 48/95, de 15 de margo, sujeito a mudltiplas
atualizagbes até a versdo de atual aprovada pelo Decreto-Lei 60/2013, de 23 de
agosto.”

O Direito Penal € um braco do direito aplicado a repressdo de delitos, com a
finalidade de preservar a sociedade e proporcionar o seu desenvolvimento.?!

Segundo o nimero 1 do artigo 124.° do Cddigo de Processo Penal, constituem
objeto de prova:*

(...) “todos os factos juridicamente relevantes para a existéncia ou inexisténcia
do crime, a punibilidade ou ndo punibilidade do arguido e a determinacdo da
pena ou da medida de seguranga aplicaveis.”

As provas sdo apreciadas segundo a livre conviccdo por entidade competente,
(art.° 127°), sendo admissiveis todas as provas desde que nao proibidas por Lei (art.
1250).%

5.2.1. Producéo de Prova

Segundo artigo 340°, do Codigo Processo Penal, a prova é produzida:*
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“1 - O tribunal ordena, oficiosamente ou a requerimento, a producéo de todos
0s meios de prova cujo conhecimento se lhe afigure necessario a descoberta
da verdade e a boa decisédo da causa.

2 - Se o tribunal considerar necessaria a producdo de meios de prova nao
constantes da acusacdo, da pronuncia ou da contestacdo, da disso
conhecimento, com a antecedéncia possivel, aos sujeitos processuais e fa-lo
constar da ata (...)

4 - Os requerimentos de prova sao ainda indeferidos se for notério que:

a) As provas requeridas ja podiam ter sido juntas ou arroladas com a
acusacdo ou a contestacdo, exceto se o tribunal entender que séo
indispensaveis a descoberta da verdade e boa decisao da causa;

b) As provas requeridas séo irrelevantes ou supérfluas;

¢) O meio de prova é inadequado, de obteng&o impossivel ou muito duvidosa;”
(...)

Segundo o Codigo do Processo Penal cabe entdo ao tribunal efetuar as
diligéncias necessarias para encontrar a verdade dos factos. O tribunal pode anular a
prova que entenda ser de origem duvidosa.

Artigo 341°: #
“A producéo da prova deve respeitar a ordem seguinte:
a) Declaragdes do arguido;

b) Apresentacao dos meios de prova indicados pelo Ministério Publico, pelo
assistente e pelo lesado;

c) Apresentacdo dos meios de prova indicados pelo arguido e pelo
responsavel civil.”

As averiguagcbes de paternidade s&o englobadas no direito penal, quando
resultam de crimes, tais como, coagdo sexual (artigo 163°), violacdo (artigo 164°),
abuso sexual de pessoa incapaz de resisténcia (artigo 165°), abuso sexual de pessoa
internada (artigo 166°).%

5.2.2. Principio da Contraditoriedade

Deriva do artigo 327° do Cédigo Processo Penal e confere a oportunidade do
arguido de contrapor, de se defender.?

1- As questbes incidentais sobrevindas no decurso da audiéncia sao
decididas pelo tribunal, ouvidos o0s sujeitos processuais que nhelas forem
interessados.

2- Os meios de prova apresentados no decurso da audiéncia sdo submetidos
ao principio do contraditério, mesmo que tenham sido oficiosamente
produzidos pelo tribunal.
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5.3. Cadeia de Custédia

No contexto legal, a cadeia de custédia representa toda a documentacéo
cronolégica evidenciando a apreensdo ou recolha do indicio, o seu transporte e
armazenamento, 0 processamento e a obtencéo e anélise dos resultados. %

Para assegurar a garantia da cadeia de custddia torna-se necessario documentar
cada passo que o indicio deu, desde a sua recolha até a apresentacdo em tribunal dos
resultados. Isto é feito recorrendo a um cdadigo que é atribuido a cada indicio, sendo
depois registado num sistema informético ou fisico.

De seguida todos os passos dados pelo indicio sdo registados no sistema,
recorrendo ao seu cddigo. Deve ainda ser anotado, o que foi recolhido, guando foi
recolhido, onde foi recolhido e em gue condicdes foi recolhido. Em cada uma das
etapas o responsavel pela manipulagéo do indicio deve ser identificado.

Assim a documentac&o cronoldgica da prova incluira: 2
o A etiquetagem;
¢ O registo das circunstancias em que a recolha decorreu;
e A custodia inicial;
e Mudancas de custodia.

A cadeia de custédia € um conceito-chave de todas as investigagfes criminais
porque sem esta, € impossivel em tribunal garantir se determinada prova recolhida ou
obtida pertence de facto ao réu ou a outro cidaddo. E sem este vinculo é impossivel a
condenacao do arguido. %
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6. MATERIAIS E METODOS

O propésito deste trabalho consiste na identificacdo dos marcadores usados pelos
diferentes laboratérios, nos intervenientes submetidos e determinar que amostras sédo
usadas para a elaboragdo dos testes de paternidade.

Assim, neste trabalho, os laboratérios foram divididos em:

e Laboratérios de referéncia, segundo a Lei 45/2004, de 19 de agosto.
e Outros laboratorios.

Como laboratorios de referéncia foram consultados os INMLCF, IP de Lisboa,
Porto e Coimbra, uma vez que estes detém o exclusivo destas pericias médico-legais,
segundo a Lei 45/2004, de 19 de agosto.

Como outros laboratérios, foram consultados o IPATIMUP e os laboratérios
privados da regido Porto, sendo estes o Labmed®, o centro de Genética Clinica e
Diagnostico Pré-Natal Prof. Sérgio Castedo, o Endoclab®, o CGC Genetics® e o DNA
Medical®.

A todos estes laboratérios foram efetuadas as seguintes questdes, por via
telefénica:

¢ Que marcadores usam na elaboracéo do teste de paternidade?

o Se fazem analise ao sangue, saliva, ou ambos?

e Se usam o trio pai-mée e filho ou a dupla pai-filho?

e Se o0 laboratério participa em estudos de concordancia de resultados com
entidades independentes?

No caso especifico do laboratério Endoclab® foi exigido que as estas perguntas
fossem transmitidas por correio-eletrénico, através do correio-eletrénico institucional
do ICBAS, pelo orientador de mestrado, o que foi efetuado.
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7. RESULTADOS

7.1. Das consultas aos laboratérios de referéncia, segundo Lei 45/2004, 19 de agosto

Que marcadores
usam na elaboracéo

do teste de
paternidade

Identifiler Direct®

INMLCEF, IP (Porto)
PowerPlex 16°

Que amostra
usam?

Sangue e Saliva,
submetido cada
amostra a um dos
testes

Usam o trio pai-mée

e filho ou a dupla
pai-filho?

Fazem o trio. Se a
maternidade for
desconhecida fazem
com a dupla Pai-
Filho.

Se o laboratoérios
participa em
estudos de
concordancia de
resultados?
Sim, International
Society for Forsensic
Genetics — Grupo de
trabalho Luso-
Espanhol,
(GEP-ISFG).

. .
INMLCF, IP Identifiler Direct

(Coimbra) PowerPlex 16°

Sangue e Saliva,
submetido cada
amostra a um dos
testes

Fazem o trio. Se a
maternidade for
desconhecida fazem
com a dupla Pai-
Filho.

Sim, GEP- ISFG.

Identifiler Plus®

INMLCF, IP (Lisboa)

PowerPlex 16HS®

Sangue e Saliva,
submetido cada
amostra a um dos
testes

Fazem o trio. Se a
maternidade for
desconhecida fazem
com a dupla Pai-
Filho.

Sim, GEP-ISFG.

Tabela 8 — Resultado das consultas aos laboratérios.
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7.2. Das consultas aos outros laboratorios

Laboratérios
Publicos:

IPATIMUP

Que marcadores
usam na elaboracéao

do teste de
paternidade

PowerPlex 16°

Essplex Plus®

Que amostra usam?

S6 sangue, submetido

aos dois testes

Usam o trio pai-mée
e filho ou a dupla
pai-filho?

Fazem o trio. Se a
maternidade for
desconhecida fazem
com a dupla Pai-Filho

Se o laboratoérios
participa em estudos
de concordancia de

resultados?

Sim, Colégio
Americano de
Patologia

Labmed®

Mandam fazer externamente ao IPATIMUP

Genética Clinica e

Diagndstico Pré-

Natal Prof. Sérgio
Castedo

O laboratério ndo forneceu qualquer dado até a conclusdo deste estudo

Endoclab®

O laboratério ndo forneceu qualquer dado até a conclusdo deste estudo

CGC Genetics®

Identifiler Plus®

Somente Saliva

Fazem ambos
dependendo da
vontade de quem
procura 0s Servigos

Sim, GEP-ISFG.

DNA Medical® -
Teste UnoDNA®*

PowerPlex 16°

Somente Saliva,
recolhida em casa
pelo préprio e enviado
por correio

O teste standard
enviado para casa, s6
inclui a dupla Pai-Filho

Sim, GEP- ISFG.

Tabela 9 — Resultado das consultas aos laboratérios.

* O laboratério DNA Medical® remeteu as respostas as questdes para a informacéo
disponibilizada na sua péagina de internet.
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7.3. Marcadores Usados pelos testes PowerPlex 16° System e PowerPlex 16
HS® System %%

Locus STR Corante Localizac&o no Seqye~n0|e,1 de :
cromossoma__|_repetigdo 5 23

Ameloginina TMR Xp2\2(b11—12’§.3 € N&o Aplicavel
CSF1PO JOE 5033.3-34 AGAT
FGA TMR 4028 Complexo TTTC
Penta D JOE 21q AAAGA
Penta E FL 15q AAAGA
THO1 FL 11p15.5 AATG
TPOX TMR 2p24-2pter AATG
VWA TMR 12p13.31 Complexo TCTA
D3S1358 FL 3p Complexo TCTA
D5S818 JOE 5023.3-32 AGAT
D7S820 JOE 7011.21-22 GATA
D8S1179 TMR 8024.13 Complexo TCTA
D13S317 JOE 13922—q31 TATC
D16S539 JOE 16924.1 GATA
D18S51 FL 18921.3 AGAA
D21S11 FL 21911-21qg21 Complexo TCTA

Tabela 10 — Marcadores usados pelos testes Promega®.
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7.4. Marcadores usados nos testes AmpFISTR
Amplification Kit e AmpFISTR Identifiler Plus® PCR Amplification Kit 2"

Localizac&o no

Identifiler Direct®

Sequéncia de

PCR

Locus STR Corante s~ ,
cromossoma repeticao 5’ ->3
. ® Xp22.1-22.3 e
Ameloginina PET Ypi1.2 N.A.
CSF1PO 6-FAM® 5033.3-34 AGAT
FGA PET® 4q28 Complexo TTTC
THO1 vIC® 11p15.5 AATG
TPOX NED® 2p24-2pter AATG
® Complexo
VWA NED 12p13.31 TCTA
D2S1338 vIC® 2935 [TGCC],[TTCC],
D3S1358 vIC® 3p Complexo TCTA
D5S5818 PET® 5023.3-32 AGAT
D7S820 6-FAM® 7911.21-22 GATA
D8S1179 6-FAM® 8024.13 Complexo TCTA
D13S317 vIC® 13g22—q31 TATC
D16S539 vIC® 16q24.1 GATA
D18S51 NED® 18g21.3 AGAA
(AAGG)(AAAG)(A
D19S433 NED® 19q12 AGG)
(TAGG)[AAGG],
D21S11 6-FAM® 21q11-21¢21 Complexo TCTA

Tabela 11 - Marcadores usados pelos dois testes Life Technologies®.
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7.5. Marcadores usados nos testes Investigator ESSplex Plus® Kit %

Locus STR Corante LoEellZEreD e Sequéncia repetitiva
cromossma

- Xp22.1-22.3
Ameloginina 6-FAM Yp11.2 N.A.
FGA BTY 4q28.2 Complexo TTTC
THO1 6-FAM 11p15.5 AATG
Complexo
VWA 6-FAM 12p13.31 TCTA
Complexo
D1S1656 BTG 1g42 [TAGAL[TG],
D2S1338 BTG 2g35 [TGCC],[TTCC],
D2S441 BTR 2pl4 TCTA
D3S1358 6-FAM 3p25.3 Complexo TCTA
D8S1179 BTG 8023.1-23.2 Complexo TCTA
D10S1248 BTY 10g26.3 GGAA
Complexo
D12S391 BTY 12p13.2 AGAT
D16S539 BTG 16g24.1 GATA
D18s51 BTR 18qg21.3 AGAA
(AAGG)(AAAG)(AAG
D19S433 BTG 19912 G)
(TAGG)[AAGG],
D21S11 6-FAM 21g21.1 Complexo TCTA
D22S1045 BTY 22q12.3 [ATT],

Tabela 12 — Marcadores usados Investigator ESSplex Plus®.
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7.6. Cruzando os dados obtidos dos testes utilizados por estes laboratérios e a
Portaria 270/09, de 17 de mar¢o

Marcadores usados
Qiagen - ESSplex Promega - Identifiler PCR Portaria 270/09, de
Plus PowerPlex 16 e 17 de margo
PowerPlex16 HS
Amelogenina Amelogenina Amelogenina
FGA FGA FGA
THO1 THO1 THO1
VWA VWA VWA
Penta D
Penta E
TPOX TPOX
CSF1PO CSF1PO
D1S1656
D2S1338 D2S1338
D2S441
D3S1358 D3S1358 D3S1358
D5S818 D5S818
D7S820 D7S820
D8S1179 D8S1179 D8S1179
D10S1248
D12S391
D13S317 D13S317
D16S539 D16S539 D16S539
D18S51 D18S51 D18S51
D19S433 D19S433
D21S11 D21S11 D21S11
D22S1045
FES
F13A1
F13B
SE33
CD4
GABA

Marcador que o teste ndo usa

Marcador que o teste usa

Marcador da Portaria usado por um ou mais teste
Marcador usado por algum teste ndo presente na Portaria
Marcador da Portaria ndo usado por nenhum teste

Tabela 13 — cruzamento de dados entre os marcadores usados pelos testes e os constantes na Portaria 270/09, de 17 de margo.
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8. DiscussAo

Como referido, o propésito deste trabalho era fazer uma comparacdo sobre o0s
marcadores e as amostras usadas pelos diferentes laboratérios para a determinacao
da paternidade, e compreender se seria possivel uma adulteracdo do resultado com
base nessas diferencas.

No decorrer deste trabalho, verificou-se que néo existe um procedimento uniforme
para a execucdo destes testes.. Os laboratérios adotaram diferentes abordagens ao
mesmo problema, usando diferentes amostras e diferentes combinagdes de testes,
sendo que cada um destes testes possui uma combinacao diferente de marcadores.

Os laboratérios pertencentes ao INMLCF, IP usam duas amostras de tecidos
diferentes (sangue e saliva), submetendo cada amostra a um teste diferente. Este
procedimento permite minimizar/descartar as hipéteses de quimerismo, isto €, de
individuos provenientes da fuséo de dois 6vulos fecundados diferentes e que por essa
razdo tenham dois cddigos genéticos distintos. De mosaicismo genético que podera
ocorrer na fase embriondria, quando por algum dos processos de mutagdo, células
totipotentes ficam com uma diferenca no seu ADN, fazendo com que o individuo tenha
variacdo no seu ADN. E casos de microquimerismo, como o de mulheres que tiveram
filhos, e que mantém em circulagdo células embrionarias do descendente, e que
podem interferir no teste. Neste procedimento s&o analisados um total de 17
marcadores mais ameloginina.

O laboratério do IPATIMUP referiu usar somente sangue como amostra, mas
submete essa amostra a dois testes diferentes, tendo escolhido dois testes que
asseguram o maior nimero possivel de marcadores (20 marcadores no total mais
ameloginina). A analise destes 20 marcadores permite obter um CPI muito elevado,
resultando por isso, numa probabilidade de paternidade também ela muito elevada.
Contudo, ndo permite descartar laboratorialmente as hip6teses de quimerismo,
microguimerismo e mosaicismo genético.

Os laboratérios CGC Genetics® e DNA Medical® usam somente um teste e uma
amostra, preferindo usar como amostra, raspado bucal. O resultado é atribuido assim
através da analise de 15 marcadores. A vantagem do uso de raspado bucal esta no
menor custo quando comparado ao duplo teste e na maior facilidade em manipular a
amostra. O raspado bucal tem ainda a vantagem face a amostra sanguinea, de nao ter
variagcdes em transplantados, nomeadamente de medula. Contudo esta técnica isolada
nao permite descartar a hipétese de quimerismo, microquimerismo ou mosaicismo
genético laboratorialmente.

Relativamente aos intervenientes do teste, os laboratérios do INMLCF, IP e o
IPATIMUP afirmaram usar preferencialmente o trio pai-mée e filho, remetendo o uso
da dupla pai-filho para casos aonde ndo é possivel obter dados da respetiva mae. O
CGC Genetics® afirmou efetuar ambos os testes dependendo da vontade de quem o
procura. O laboratério DNA Medical® usa por rotina a dupla pai-filho, segundo
informacé&o disponibilizada na sua pagina da internet. A vantagem do uso do trio esta
no célculo da probabilidade de paternidade que terd sempre uma certeza superior.
Contudo o uso da dupla pai-filho fornece um menor custo do exame.
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No decorrer deste estudo, verificou-se que todos os laboratérios referidos
possuem mecanismos para assegurar a concordancia dos resultados. Estes estudos
sdo elaborados através de andlise de uma amostra enviada por um laboratorio
superior, que é analisada pelos diferentes laboratdrios sendo depois comprovados os
resultados.

Quando cruzamos os marcadores usados pelos diferentes kits, verificamos que
sdo usados muitos marcadores diferentes entre si, havendo cinco marcadores usados
pelo teste ESSplex plus® que ndo constam na Portaria 270/09, de 17 de marco, s&o
eles o D1S1656, D2S441, D22S1045, D10S1248 e D12S391. Este facto pode ser
explicavel se tivermos em conta que o ESSplex plus® foi langcado para o mercado em
2010 e a Portaria publicada em 2009.

Existem marcadores constantes na Portaria 270/09, de 17 de margo que ndo sao
usados por nenhum dos testes comerciais identificados neste trabalho, como o
marcador FES, F13A1, F13B, SE33, CD4 e GABA. Coloca-se entdo a questdo se sera
possivel selecionar 15 marcadores entre todos os identificados, incluindo estes seis, e
através do uso de mutagcbes que naturalmente poderdo existir na populacdo, tentar-se
encontrar uma dupla excluséo, baixando desta forma o CPI e negativando o teste de
paternidade.

De referir, que a concordancia de resultados entre os diferentes kits identificados
por este trabalho estd validada segundo informacgdo divulgada pelos proprios
fabricantes. Contudo, nada é referido relativamente aos marcadores identificados no
paragrafo anterior.

Este tema apresenta assim uma grande importancia médico-legal, uma vez que,
parece plausivel que a prova genética possa ser alterada através da selecdo de
alguns dos marcadores constantes na Portaria 270/09, de 17 de margo e dos
diferentes testes disponiveis no mercado, no sentido de ser obtida prova ou
contraprova de conveniéncia e ndo a procura da verdade, como o legislador entendeu.
Todavia, na histéria da humanidade, ndo existe memdéria de atribuicdo da paternidade,
com tanta certeza como atualmente.
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9. CONCLUSAO

o Atualmente sdo usados pelos laboratérios Portugueses varios testes para o
esclarecimento da paternidade. Esses testes usam varios marcadores
diferentes entre si, havendo seis constantes na Portaria 270/09, de 17 de
marco, que ndo sao usados e cinco marcadores que sao usados e nao
constam nesta Portaria.

o Dos laboratérios consultados, o IPATIMUP é o que utiliza maior combinagéo de
marcadores, no total 20 mais ameloginina, seguindo do INMLCF, IP com 17
marcadores mais ameloginina.

o Somente os laboratérios do INMLCF, IP usam duas amostras distintas
tratando-as em simultaneo.

o Parece plausivel que possam ser usados todos 0os marcadores publicados na
Portaria 270/2009, de 17 de marco, juntamente com aqueles que sendo usados
pelos kits comerciais ndo constem na referida Portaria, no sentido de se
averiguar a existéncia de mutagfes. E em caso afirmativo, fazer uma selecéo
dos marcadores, com vista a identificar uma dupla exclusdo, diminuindo assim
o Pl e desta forma negativar o teste de paternidade.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo |
Promega Corporation®
PowerPlex 16° System e PowerPlex 16 HS® System

O PowerPlex 16® System e o PowerPlex 16 H® System s#o kits comerciais
usados para estudos genéticos. Eles pertencem a Promega Corporation® e foram
desenhados para permitir uma andlise qualitativa de 16 loci especificos, incluindo a
ameloginina para determinac&o do sexo.? %

O kit PowerPlex 16° System surgiu primeiramente no mercado em 2000. O teste
consegue gerar perfis completos com 0,125ng de ADN (com PCR prévia). O
PowerPlex 16 HS® System foi lancado no mercado em 2009 e apresenta uma maior
sensibilidade podendo geral perfis completos com somente 0,0625ng (com PCR
prévia).> 2

a) Quantificagcdo do ADN e PCR

A quantificagdo do ADN presente na amostra é fundamental. Visa diminuir custos
desnecessarios, evitar obter excesso de fluorescéncia que depois dificultem a leitura
dos resultados, bem como evitar a ndo adicdo das adeninas terminais (3').%* 2

No protocolo do PowerPlex 16® System e o PowerPlex 16 HS® System ndo s&o
referidos métodos particulares para quantificacdo da amostra. No sitio da Promega® é
sugerido o uso da GoTaq® gPCR Master Mix, uma real-time PCR, que permite
amplificar o ADN em tempo real, através de espectrofotometria (A=260nm) e do uso de
um corante Carboxi-X-Rodamina (CRX).

Os sistemas da Promega® est&o otimizados para amplificacdo com termocilador
GeneAmpR PCR System 9700, GeneAmpR PCR Systems 9600® ou 2400° e para o
modelo Perkin-Elmer 480° 2% °

A amplificacdo é efetuada com a AmpliTaq GoldR DNA polymerase®.?> %

b) Controlos usados pelos testes

Na execucdo do teste genético € imprescindivel efetuar o controlo positivo e o
controlo negativo. No controlo positivo é simulado um circuito laboratorial completo,
mas de onde se parte de uma solugdo controlo cujo conteddo é conhecido com
exatiddo. No controlo negativo é criada uma amostra que segue todo o circuito
laboratorial mas esta ndo contém ADN. %% 2°

No protocolo dos testes PowerPlex 16° System e PowerPlex 16 HS® System é
referido o uso do controlo 2800M (constituicdo deste em anexo). Como resultado, o
controlo positivo deve originar um ou dois picos dependendo dos marcadores que
contém e o controlo negativo n&o deve originar pico nenhum. % 2
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c) Padréao usado nos testes

Para calcular o tamanho de cada fragmento é necesséario ter um padréo
constituido por diferentes comprimentos pré-estabelecidos e cuja concentracdo é
conhecida com rigor. % 2°

O padréo usado por estes testes é o Internal Lane Standard 600®. S&o usados os
tamanhos de 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500, 550 e 600 pares de bases. Cada fragmento é corado com
CXR, sendo detetada em separado como quarta cor. % 2

d) Detecédo dos fragmentos de ADN e sua interpretacédo estatistica

Os testes PowerPlex 16® System e PowerPlex 16 HS® System podem utilizar para
a detec&o dos fragmentos de ADN a seguinte instrumentacéo: > %

o Applied Biosystems 3500® ou 3500xL°;

o ABI PRISM 3100° ou 3100-Avant®;

o ABI PRISM 3130° ou 3130xI%;

o ABI PRISM 310°.

A interpretagdo estatistica dos resultados, tal como referido, é efetuada
recorrendo a software especifico. No manual da Promega® é recomendado o uso do
GeneMapper® ID-X Software. %> %
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Figura 11 — Exemplo dos resultados obtido pelo teste PowerPlex 16HS® System (com 0,5ng de ADN).
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11.2. Anexo Il

Da Life Technologies Corporation®

AmpFISTR Identifiler Direct® PCR Amplification Kit e o AmpFISTR Identifiler

Plus® PCR Amplification Kit

O AmpFISTR Identifiler Direct® PCR Amplification Kit e o AmpFISTR Identifiler
Plus® PCR Amplification Kit sdo kits comerciais usados para estudos genéticos.
Pertencem & Life Technologies Corporation® e foram desenhados para permitir a
andlise qualitativa de 16 loci especificos incluindo a ameloginina para determinacgéo do
sexo.?" %

O kit AmpFISTR Identifiler Direct® surgiu primeiramente no mercado em 2009. O
AmpFISTR Identifiler Plus® foi lancado no ano seguinte em 2010. Ambos conseguem
gerar perfis completos com amostras de 0,125ng de ADN (sujeitos a PCR prévia). 2" 2

a) Quantificagcdo do ADN e PCR

A quantificacdo do ADN antes da PCR é uma necessidade que visa diminuir
custos desnecessarios, evitar obter excesso de fluorescéncia que depois dificultem a
leitura dos resultados, e evitar a ndo adicéo das adeninas terminais (3’). "%

A quantificacdo do ADN é efetuada com o Quantifiler Human DNA® Quantification
Kit e Quantifiler Y Human Male DNA® Quantification Kit ou o Quantifiler Duo DNA®
Quantification Kit e o numero de ciclos usado no PCR depende da quantidade de ADN
que a amostra tiver. " 28

Os testes da Life Technologies® estdo otimizados para amplificacdo com
termocilador GeneAmp® PCR System 9700 ou Veriti® 96-Well Thermal Cycler. " 28

A amplificacéo é efetuada com a AmpliTaq GoldR DNA polymerase®.?” %

b) Controlos usados pelo teste

Na execucdo do teste genético € imprescindivel efetuar o controlo positivo e o
controlo negativo. No controlo positivo é simulado um circuito laboratorial completo,
mas de onde se parte de uma solugdo controlo cujo conteado € conhecido com

exatiddo. No controlo negativo é criada uma amostra que segue todo 0 circuito
laboratorial mas esta ndo contém ADN.?" %

No protocolo dos testes AmpFISTR Identifiler Direct® PCR Amplification Kit e
AmpFISTR Identifiler Plus® PCR Amplification Kit é referido o uso do controlo 9947A
(constituicdo desta solugcdo em anexo). Assim o controlo positivo deve originar um ou
dois picos dependendo dos marcadores que contém e o controlo negativo nao originar
dar pico nenhum. ?" %
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c) Padréao usado no teste
> AmpFISTR Identifiler Direct® PCR Amplification Kit

Para calcular o tamanho de cada fragmento é necessario ter um padrédo
constituido por diferentes comprimentos pré-estabelecidos e cuja concentracao é
conhecida com rigor.?®

O padrdo usado por este teste é o GeneScan 500 LIZ® Size Standard, sendo
usados os tamanhos de 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 350, 400 e 450
nucleétidos.?®

Outro padrdo que pode ser utilizado é o GeneScan 600 LIZ® Size Standard v2.0
nos tamanhos 80, 100, 114, 120, 140, 160, 180, 200, 214, 220, 240, 250, 260, 280,
300, 314, 320, 340, 360, 380, 400, 414, 420, 440 e 460 pares de bases.”

Cada fragmento é marcado com o corante LIZ, sendo detetada em separado
como quinta cor.?®

> AmpFISTR Identifiler Plus® PCR Amplification Kit

O padrédo usado deste teste é o GeneScan 500 LIZ® Size Standard, sendo usados
os tamanhos de 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 350, 400 e 450 pares de bases.”’

Cada fragmento corado com LIZ®, sendo detetada em separado como quinta

cor.?’

d) Detecdo dos fragmentos de ADN e sua interpretagdo estatistica

Os testes AmpFISTR Identifiler Plus® PCR Amplification Kit e AmpFISTR Identifiler
Direct® PCR Amplification Kit estdo otimizados para utilizar para a detecdo dos
fragmentos de ADN a seguinte instrumentagéo:*" ?®

o Applied Biosystems 3500° ou 3500xL°;

o ABI PRISM 3130° ou 3130xI°;

o ABI PRISM 3100° ou 3100 avant®,

o Applied Biosystems 3730°.

A interpretagdo estatistica dos resultados, tal como referido, é efetuada
recorrendo a software especifico. No manual da Promega® é recomendado o uso do
GeneMapper® ID-X Software ou GeneMapper® ID Software.?” *®
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e) Exemplo dos resultados obtidos no teste AmpFISTR Identifiler Plus® PCR
Amplification Kit %’
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Figura 12 — Exemplo dos resultados obtidos pelo teste AmpFISTR Identifiler Plus® PCR Amplification Kit (com 1ng de ADN).
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11.3. Anexo lll

Da Qiagen N.V.®
Investigator ESSplex Plus® Kit

O Investigator ESSplex Plus® Kit € um kit comercial usado para estudos genéticos.
Pertence & Qiagen N.V.® e foi desenhado para permitir a analise qualitativa de 16 loci
especificos incluindo a ameloginina para determinacdo do sexo.?

Surgiu no mercado em 2010. Este kit consegue gerar perfis completos com
somente 0,100ng de ADN, quando sujeitos a PCR prévia.?

a) Quantificacdo do ADN e PCR

Como ja referido a quantificacdo do ADN antes da PCR é uma necessidade. A
Qiagen N.V.® desenvolveu um aparelho, o Rotor-Gene Q% um multiple real-time PCR,
que permite quantificar o ADN presente enquanto decorrem os ciclos da PCR,
podendo ser usadas varias amostras de cada vez.”

Este teste também estd validado para o uso de termocicladores de outros
fabricantes, como UNO-Thermo Block®, MJ Research DNA Engine® PTC-200 Peltier
Thermal Cycler®, GeneAmp PCR System 9700°.%

A quantificacdo do ADN é efetuada recorrendo ao Investigator Quantiplex HYres®
Kit (especifico para ADN masculino) ou o Investigator Quantiplex® Kit, o nimero de
ciclos usado no PCR depende da quantidade de ADN que a amostra tiver.?

A amplificacdo é efetuada com a HotStarTaq Plus® DNAPolymerase.”

b) Controlo usado pelo teste

Na execucdo deste teste genético também é usado um controlo positivo e outro
negativo.?

No protocolo dos testes Investigator ESSplex Plus® Kit é referido o uso do controlo
DNA XY13 (constituicdo desta solu¢do em anexo).”

c) Padrdo usado no teste Investigator ESSplex Plus® Kit

O padrdo deste teste € o DNA size standard 550 (BTO), sendo usados 0s
tamanhos de 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300,
320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525, e 550 pares de bases.”

Cada fragmento é corado com BTO, sendo detetada em separado como quinta

cor.?
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d) Detecdo dos fragmentos de ADN e sua interpretacdo estatistica

Os testes Investigator ESSplex Plus® Kit estdo otimizados para utilizar para a
detecao dos fragmentos de ADN a seguinte instrumentac&o:*°

o Applied Biosystems 3500® ou 3500xI®;

o ABI PRISM 3130° ou 3130xI®;

o ABI PRISM 310°%

o ABI PRISM 3100/3100-avant®.

A interpretacdo estatistica dos resultados, tal como referido, é efetuada
recorrendo a software especifico. No manual da Qiagen® é recomendado o uso do
QIAGEN Investigator  IDproof®, Investigator IDproof Mixture  Software®,
GeneMapper ID®, GeneMapper ID-X®, ou Genotyper Software®.?°

e) Exemplo dos resultados obtidos no teste Investigator ESSplex Plus® Kit:*°

u 9

Figura 13 — Exemplo dos resultados obtido pelo teste Investigator ESSplex Plus® Kit (com 1ng de ADN).
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11.4 Anexo IV

a) Solucgdes controlo usadas nos diferentes testes 22627 28.29

Ameloginina X, Y Ameloginina | X, X X, Y
D1S1656 16, 17.3 CSF1PO 10,12 | 12,12
D2S441 10, 11 FGA 23,24 | 20,23
D2S1338 17,23 Penta D 12,12 | 12,13
D3S1358 15, 16 Penta E 12,13 7,14
D8S1179 13,14 THO1 8,9.3 6, 9.3

D10S1248 14, 15 TPOX 8,8 11,11
D12S391 16, 18 VWA 17,18 | 16,19
D16S539 11,12 D3S1358 14,15 | 17,18
D18S51 14, 15 D5S818 11,11 | 12,12
D19S433 13, 14 D7S820 10, 11 8,11
D21S11 28.2,33.2 D8S1179 13,13 | 14,15

D2251045 17, 18 D13S317 11,11 9,11

FGA 22,23 D16S539 11,12 9, 13
THO1 6,7 D18S51 15,19 | 16,18
VWA 15, 16 D21S11 30,30 | 29,31.2

Tabela 14 — Solugdes controlo usadas pelos testes.
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