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Lista de abreviaturas

ADN - &cido desoxirribonucleico

AUC — area under the curve (&rea sob a curva)

CNECYV - Conselho Nacional de Etica para as Ciéncias da Vida

EDNAP — European DNA Profiling Group

GWA(S) — genome wide association (study) (estudo de associagédo do genoma completo)
SNP — single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo Unico)

STRs — short tandem repeats (curtas sequéncias nucleotidicas repetitivas)



Resumo

Nos ultimos anos, a Genética Forense tem-se desenvolvido com o intuito de fornecer
mais e melhores ferramentas que possam permitir a resolucdo de casos que permanecem
suspensos por falta de meios para a investigacdo prosseguir. Uma dessas ferramentas € a
fenotipagem do ADN que nos ultimos 10 anos tem sido alvo de inUmeros estudos. A
fenotipagem do ADN revela-se particularmente importante quando ndo se encontra uma
correspondéncia positiva entre 0 material genético da amostra e um perfil quer da base de
dados de perfis genéticos quer de determinado suspeito, apos a analise dos marcadores ndo
codificantes. Dentro da fenotipagem do ADN, destaca-se o sistema IrisPlex que através da
analise de seis SNPs pertencentes a seis diferentes genes permite com elevado grau de
precisdo afirmar se a cor dos olhos do individuo ao qual a amostra biolégica pertence é azul,
castanha ou de cor intermédia.

Através da revisdo de alguns artigos, elaborou-se este trabalho que tem como principal
objetivo perceber o impacto que o uso dos marcadores fenotipicos tem na genética forense,
nomeadamente o estudo da cor dos olhos atraves do sistema IrisPlex.

O IrisPlex tem sido testado e validado em diversos paises e popula¢des, concluindo-se
gue constitui um sistema robusto, fidvel, credivel, de facil aplicacdo e pronto para ser usado
no quotidiano das ciéncias forenses.

Muitos paises como € o caso de Portugal, contrariamente a Holanda, ainda nédo
possuem legislacdo que regule o uso destes marcadores codificantes. Pelo risco de a
fenotipagem do ADN pér em causa principios éticos como a igualdade e a privacidade e de
poder levar a qualquer forma de discriminagéo, torna-se importante a reflexdo e a discusséo
do tema.

Apesar das implicacdes éticas e de todo o debate que ainda é preciso existir com 0

intuito de legislar esta pratica, a fenotipagem do ADN permite dar um novo fdlego as



investigacOes, sendo uma técnica em crescente desenvolvimento, apresentando-se como um

novo meio de abordagem nas ciéncias forenses.

Palavras-chave

Genética forense, IrisPlex, SNPs, Cor do olho, Fenotipagem forense do ADN, Etica,

Caracteristicas visiveis externas.

Abstract

In recent years, forensic genetics has developed with the goal to provide more and
better tools that would allow the resolution of cases which remain suspended for lack of
means to continue the investigation. One such tool is the DNA phenotyping that has been the
subject of numerous studies over the last 10 years. DNA phenotyping is particularly important
when there is not a positive match between the genetic material of the sample and a profile in
the DNA database or a particular suspect, after analysis of non-coding markers. Within the
DNA phenotyping, there is the IrisPlex system. It analyses six SNPs from six different genes
in order to say whether the individual's eye color to which the biological sample belongs is
blue, brown or intermediate color, with a high degree of accuracy.

Through the revision of some articles was drawn up this work that aims to realize the
impact that the use of phenotypic markers has in forensic genetics, including the study of eye
color through IrisPlex system.

The IrisPlex system has been tried and tested in various countries and populations,
from where we can conclude that IrisPlex is robust, reliable, credible, easy to apply and ready
for use in everyday forensic sciences.

Many countries such as Portugal, unlike the Netherlands, do not have legislation
regulating the use of these coding markers. The risk of DNA phenotyping call into question
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ethical principles such as equality and privacy and lead to any form of discrimination is an
important topic for reflection and discussion.

Despite the ethical implications and the whole debate that still need to exist in order to
legislate this practice, DNA phenotyping gives a new impetus to investigations, being in

increasing development, presenting itself as a new way to approach forensic cases.

Key words

Forensic Genetics, IrisPlex, SNPs, Eye colour, Forensic DNA phenotyping, Ethics,

Externally visible characteristics.



INTRODUCAO

Numa sociedade cada vez mais exigente na procura de respostas e solucdes para o que
ainda ndo consegue ser totalmente compreendido, s@o notaveis os avancos da Medicina em
diversas areas. A area da Genética ndo € excecdo uma vez que se tem desenvolvido na
tentativa de colmatar as falhas sentidas até entdo. Dentro da Genética destaca-se a Genética
Forense, disciplina da Medicina Legal e Ciéncias Forenses, que tem assistido a uma rapida e
importante evolucdo, sendo uma area de bastante interesse académico por existirem
constantes descobertas e avancos cientificos e tecnoldgicos.

A fenotipagem do ADN é uma das muitas investigacGes a decorrer nesta area. A
possibilidade de serem usados marcadores genéticos codificantes com o intuito de conseguir
obter um perfil fenotipico de um individuo através de uma amostra bioldgica tem se
demonstrado de interesse crescente. Esta matéria € inovadora, uma vez que atualmente, em
Portugal, apenas sdo usados marcadores genéticos ndo codificantes (através da comparacéo de
STRs) na resolucdo de casos forenses. Estes marcadores ndo codificantes sdo Uteis para
associar uma identidade a uma amostra bioldgica encontrada, s6 sendo esta associacao
possivel se o perfil genético do individuo ao qual a amostra pertence estiver registado numa
base de dados ou se houver um suspeito e se se puder proceder a comparacao genética entre a
amostra e o individuo.

Com a fenotipagem forense do ADN, a necessidade de existir um suspeito para
comparacdo com a amostra deixa de ser uma limitacdo nas investigacdes policiais, dando
novo folego aos casos onde ndo é encontrada correspondéncia genética entre a amostra e 0
suspeito ou entre a amostra e a base de dados existente.’

Comegca-se a falar de uma nova era da Genética Forense: a era do ADN inteligente,?
em que o estudo dos marcadores fenotipicos como a cor dos olhos adquire real importancia.

Uma vez descobertos e estudados, estes marcadores permitem tragar um perfil fisico do



individuo ao qual pertence a amostra biologica recolhida, sendo verdadeiras testemunhas
bioldgicas, como se de testemunhas oculares se tratassem.’

Entre os varios marcadores fenotipicos existentes, a cor dos olhos € o mais estudado,
sendo ja utilizado através de kits e protocolos que proporcionam a sua aplicacdo. Dos varios
kits desenvolvidos para estudar a cor dos olhos, faz-se referéncia ao IrisPlex, um sistema de
genotipagem multiplex, validado para uso forense, tendo sido dos primeiros a surgir e a ser
testado.* Este kit permite a anélise de seis SNPs codificantes da cor da iris, pertencentes a seis
diferentes genes, possibilitando incluir o resultado obtido da analise de uma amostra de ADN
de origem desconhecida numa de trés categorias (iris castanha, azul ou cor intermédia) com
elevado grau de preciséo.’

A partir do Irisplex, outros kits com outros marcadores para outras caracteristicas
fisicas, como por exemplo, para a cor, forma e implantacdo do cabelo, cor da pele, entre
outras, comecaram a ser desenvolvidos. Assim, 0 objetivo é produzir kits mais completos em
que varias caracteristicas fenotipicas sdo estudadas simultaneamente, permitindo tracar perfis
mais informativos.>* Estes outros kits, métodos e marcadores fenotipicos nio serdo abordados
neste trabalho.

Este artigo de revisdo tem como principal objetivo analisar o impacto do estudo dos
marcadores fenotipicos, nomeadamente a cor dos olhos através do sistema IrisPlex, na
Genética Forense. Pretende-se analisar a utilidade destes marcadores nas investigacoes
forenses, as implicacBes éticas que se colocam e os desafios futuros que surgem com esta

nova realidade.



METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao com base nos artigos encontrados sobre o tema na revista da
especialidade “Forensic Science International: Genetics” desde a edigao de Margo de 2007 até
a edicdo de Setembro de 2015 e na literatura disponivel na base de dados PubMed usando as

palavras-chave: Irisplex, forensic genetics, eye color e DNA phenotyping.
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FENOTIPAGEM DO ADN

Ao ser encontrada uma amostra bioldgica (sangue, saliva, sémen, fios de
cabelo...) num local de um crime, esta é devidamente recolhida e armazenada com o intuito de
ser analisada pela Genética Forense que pode ser a chave para a resolucdo de um caso.
Atualmente, a Genética Forense consegue dizer com elevado grau de probabilidade se a
amostra encontrada pertence ou ndo a um determinado suspeito através da analise dos STRs
da amostra e do suspeito, comparando-0s. Para além do suspeito, a amostra pode ser
igualmente comparada com os individuos incluidos na base de dados nacional de perfis
genéticos. Atualmente, este € o gold standard na identificacdo de individuos nas ciéncias
forenses.® Este método em conjunto com outros testes e anélises, outras pistas recolhidas, e
testemunhas ouvidas faz com que a maioria dos casos possa ter um desfecho.

Porém, nem todos os casos tém resolucdo facil. O que acontece se ndo houver
testemunhas oculares ou se estas forem contraditorias? O que acontece se todos 0s testes
realizados e pistas recolhidas forem inconclusivos? E se ndo houver correspondéncia entre a
amostra analisada e 0s suspeitos ou entre amostra e a base de dados? E se houver um grande
namero de suspeitos e as investigacdes ficarem sem rumo?

Podem ndo ser muitos os casos que ficam por resolver por ndo haver mais nenhuma
pista, nenhuma testemunha para ouvir ou nenhum suspeito, mas sdo sem duvida preocupantes.
Quando o perfil genético do criminoso ndo se encontra na base de dados, quando ndo héa
suspeitos para proceder a comparacdo dos perfis genéticos ou quando estes ja foram todos
excluidos apds essa comparacdo ou quando o ADN extraido das amostras bioldgicas esta
presente em baixa quantidade ou qualidade, a investigacdo pode ficar suspensa dando origem
aos chamados cold cases.®

E nestas situacbes que a fenotipagem do ADN constitui uma nova esperanca, dando

um novo folego a investigagdes que ficaram por resolver.
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SO se sente a necessidade em recorrer a fenotipagem do ADN, ou seja, a analise de
marcadores fenotipicos presentes no ADN da amostra recolhida com o objetivo de chegar a
determinadas caracteristicas fisicas chave do individuo ao qual a amostra pertence, quando o
uso de marcadores ndo codificantes como 0os STRs se mostra impossivel. Como ja referido, o
uso dos STRs pode ser inconclusivo se ndo houver nenhum suspeito com o qual se possa
comparar o ADN da amostra ou se ndo houver correspondéncia com nenhum perfil da base de
dados nacional uma vez que a maioria da populacdo portuguesa ndo consta nesta base.

Diferentemente dos estudos de ligacdo genética em que 0s STRs sdo os polimorfismos
mais usados para a identificacdo individual em Genética Forense devido a sua enorme
variabilidade, a fenotipagem do ADN usa os SNPs. Os SNPs sdo polimorfismos muito mais
estaveis, com menor taxa de muta¢bes quando comparados com os STRs, sendo de facil
amplificacdo em sistemas multiplex.” S3o estes os responséveis pela maioria da variabilidade
genética interindividual e os estudos GWA desenvolvidos tém como objetivo encontrar cada
vez mais e melhores SNPs associados a caracteristicas fenotipicas para uma fenotipagem do
ADN mais correta e completa.

Naturalmente que a fenotipagem do ADN ndo pode ser usada para proceder a uma
acusacdo formal direta de nenhum individuo, ndo sendo por isso usada como prova em
tribunal. No entanto, constitui um passo intermédio para se chegar a um suspeito ou um grupo
de suspeitos que serdo posteriormente submetidos a comparacdo do ADN através dos STRs e
s atraves desse método podem ser acusados se se chegar a uma correspondéncia positiva.

Para além dos aspetos ja referidos, a fenotipagem do ADN também pode ser
considerada relevante para limitar o numero de suspeitos, se estes forem em grande
quantidade, ajudando a orientar as investigacdes policiais. Esta técnica pode ser igualmente

importante para confirmar a veracidade de testemunhas oculares se estas forem de
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credibilidade duvidosa ou se houver testemunhos contraditérios no que respeita a constituicao
fisica do individuo descrito.

Claro que é possivel que um criminoso altere as suas caracteristicas fisicas para ndo
ser identificado (pintar e mudar o aspeto do cabelo, usar lentes de contacto de cor diferente ou
em ultimo caso recorrer a cirurgias plasticas), mas este facto por ser pouco provavel e de
dificil execucéo nio se apresenta como uma grande limitagdo a fenotipagem do ADN.®

Né&o é s6 em cenarios de crime em que surge a necessidade de encontrar o responsavel
que a analise dos marcadores fenotipicos pode ser util. A fenotipagem do ADN pode revelar-
se necessaria em casos de pessoas desaparecidas ou desastres de massa em que Sao
encontradas partes corporais (0ssos, ...) Ou corpos em avancado estado de decomposicdo em
gue ndo sdo visiveis as caracteristicas externas que permitam identificar a vitima. Nestes
casos, estes marcadores podem ajudar a chegar a identidade do individuo em causa na
auséncia de familiares diretos ou amostras prévias com material genético com que se possa
proceder a comparacao.

E ainda referido na literatura o possivel interesse da fenotipagem do ADN em estudos
de caracter historico através da analise de SNPs em restos de esqueletos. O objetivo pode
passar por conhecer as caracteristicas fisicas de determinadas figuras historicas das quais ha
registos ou retratos contraditérios ou saber mais sobre a aparéncia dos antepassados da
espécie humana.?

Como se percebe sdo inUmeras as aplicacdes da fenotipagem do ADN que fazem desta
técnica uma nova area de interesse e investigacdo na Genética Forense. Apesar de a
fenotipagem do ADN ter comegado a ser estudada no inicio dos anos 2000 ainda é um

procedimento com aplicacdo pouco difundida.
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MARCADORES FENOTIPICOS

Como ja se referiu, a descoberta e a investigacdo de mais e melhores marcadores
fenotipicos constitui uma nova e desafiante matéria na Genética Forense pela possibilidade de
permitirem a fenotipagem do ADN que se revela muito Gtil em varias circunstancias.

A investigacdo tem-se dirigido para a descoberta dos marcadores fenotipicos ideais
que serdo aqueles a que correspondem um genotipo pouco complexo, facil de ser estudado,
que estejam presentes desde a nascenca ou que tenham elevada probabilidade de se manifestar
(>75%), de serem minimamente influenciados por fatores externos e que sejam 0S mais
discriminativos possiveis.’

Né&o sera facil chegar aos SNPs que melhor traduzem as caracteristicas fisicas de um
individuo. O problema reside no facto de a maioria dos componentes de um fenoétipo resultar
de uma complexidade de genes que interagem entre si, tendo uns um papel mais relevante do
gue outros. Para além de que muitas vezes o fendtipo pode ndo resultar estritamente da
manifestacdo do genotipo, pois existem fatores externos ao gendtipo que tém de ser tidos em
conta.*®

Avaliando os varios marcadores estudados e em investigacdo, até a0 momento, 0s
unicos com exatiddo suficiente para poderem ser imediatamente aplicados nas investigacdes
policiais sdo a cor dos olhos e do cabelo.!* Para além dos referidos, existem muitos outros
marcadores possiveis de serem usados num futuro préximo, uns mais promissores e
interessantes como a cor da pele e outros ainda muito longe de estarem completamente
compreendidos e estudados por serem mais complexos como a altura, a idade, o tipo de
cabelo, entre outros.® O objetivo sera conseguir estudar melhor os SNPs de maneira a que se
consiga compreender todos estes marcadores fenotipicos que idealmente permitirdo tragar um

verdadeiro retrato robot do individuo ao qual as amostras recolhidas pertencem.
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A COR DOS OLHOS

Apesar de apresentar um padrdo de hereditariedade bastante complexo, a coloracdo da
iris foi dos primeiros marcadores fenotipicos a serem investigados e é atualmente dos mais
desenvolvidos.

A cor da iris depende ndo sé da quantidade e do tipo de distribuicdo de melandcitos
presentes no estroma e da quantidade de melanina que contém, mas também da espessura e
densidade da prépria iris. Todos estes fatores ddo origem a uma enorme palete de tonalidades,
desde as mais escuras com mais melanina (olhos castanhos) até as mais claras que resultam
do pouco pigmento existente (olhos azuis), passando por todas as cores intermédias (olhos
verdes). Apesar de existir uma variada gama de cores possiveis para a iris, verficou-se que
esta provinha 98% do gendtipo, sendo uma caracteristica pouco dependente de fatores
externos. Assim e apesar de toda a subjetividade inerente na avaliacdo da cor dos olhos por
observadores externos, este ¢ um bom marcador a incluir na fenotipagem do ADN.>*#13

Atualmente, apés varios estudos, sdo bem conhecidos o0s genes implicados na cor da
fris e sdo percebidos os processos subjacentes que levam ao fendtipo final.'* Este foi o
conhecimento que esteve na base dos estudos posteriores que tiveram como objetivo a
procura dos melhores SNPs para incluir nos testes de fenotipagem do ADN.

Apbs varios estudos de GWA que tiveram inicio em 2007, foi em 2009 que se
encontraram 0s SNPs, ao todo 37, que melhor traduzem a cor dos olhos. Através de ensaios
realizados na populacdo europeia, Liu et al.™® demonstrou que é possivel usar este marcador
na fenotipagem de ADN apesar de ser um fendtipo complexo. Devido a essa complexidade, 0s
resultados dos testes teriam de ser agrupados em trés categorias: olhos castanhos, azuis e de
cor intermédia (todas as cores ndo azuis, nem castanhas). Foram selecionados seis dos 37
SNPs pertencentes a seis dos oito genes estudados e foram obtidos os valores de relagéo entre

a sensibilidade e a especificidade mais elevados até ao momento: AUC de 0.91, 0.73 e 0.93
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para as categorias azul, intermedio e castanho respetivamente. Esta foi a investigacdo que
impulsionou todas as outras que levaram a producao dos kits de fenotipagem do ADN para a

cor dos olhos, entre eles o IrisPlex.

16



O SISTEMA IRISPLEX

Apbs os estudos de Liu et al.,” foi desenvolvido por Walsh et al.> um sistema
multiplex que usa seis SNPs anteriormente considerados como 0 numero minimo de SNPs
necessarios para a fenotipagem da cor dos olhos para chegar com elevado grau de
probabilidade a um fenotipo correto. Assim, surgiu o Irisplex, um sistema de genotipagem
multiplex baseado no fendtipo e gendtipo de 3804 individuos holandeses, que prediz se o
individuo & qual pertence a amostra biolégica tem olhos azuis, castanhos ou de cor
intermédia. Esta previsdo assenta na andlise dos SNPs: rs12913832 do gene HERC2,
rs1800407 do gene OCA2, rs12896399 do gene SLC4A4, rs16891982 do gene SLC45A2,
rs1393350 do gene TYR e o SNP rs12203592 do gene IRF4, considerados os SNPs mais
informativos relativamente a cor dos olhos, sendo os genes HERC2 e OCA2 os que mais
contribuem para este fenétipo.?

Apos a aplicacdo do sistema Irisplex ao ADN extraido de uma amostra biol6gica, séo
gerados trés valores de probabilidade de a amostra pertencer a uma das trés categorias ja
mencionadas: cor da iris azul, castanha ou intermédia. Estes valores sdo gerados através de

|.™° e usada por Walsh et al.? tendo em conta a presenca ou

uma férmula proposta por Liu et a
ndo na amostra de cada um dos seis SNPs acima referidos. A categoria que tiver a
probabilidade mais elevada é a assumida como a cor da iris do individuo ao qual a amosta
pertence.” Porém, para um resultado ser conclusivo, ndo basta existir uma categoria com o
valor de probabilidade mais elevado, esse valor tem de representar uma probabilidade igual
ou superior a um determinado valor cut-off. Tendo em conta 0 nimero de amostras que se
obtinham com o resultado acima dos varios valores que se testaram, a quantidade de
resultados corretos e incorretos obtidos com os varios valores, chegou-se a conclusdo que o

valor cut-off mais aceitavel para a interpretacdo dos resultados do IrisPlex € de 0.7. Isto

significa que para o teste ter uma resposta satisfatoria, o valor da categoria mais elevada tem
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de ser no minimo 70%, valor que minimiza 0s possiveis erros e maximiza o potencial de
analise do sistema Irisplex.*®*” Concluindo, uma amostra dir-se-a pertencente a um individuo
de olhos castanhos se o resultado do Irisplex atribuir um valor de pelo menos 70% de
probabilidade para a categoria olhos castanhos e os restantes 30 ou menos % distribuidos
pelas restantes categorias (azul e intermédio), prefazendo um total de 100%. Porém, este
limiar é proposto e ndo imposto, o que quer dizer que cada laboratério, ao usar o Irisplex pode
definir o valor de cut-off que lhe pareca mais ajustado consoante o caso.>*°

Desde que foi produzido, o design do IrisPlex sofreu algumas alteracbes com o
objetivo de conseguir analisar o ADN mesmo este estando presente em baixas concentracfes
(30pg), ndo alterando a precisdo do teste (superior a 94% para as categorias cor azul e
castanha).>*® Esta constitui uma grande vantagem deste sistema multiplex, pois muitas vezes,
a baixa quantidade e qualidade do ADN encontrado impossibilita a analise por STRs.

Outra vantagem do IrisPlex é a sua comprovada especificidade para a espécie humana,
tendo sido encontrado o perfil de SNPs codificantes da cor dos olhos mais parecido em
chimpazés. No entanto, a especificidade encontrada é suficiente para permitir que o IrisPlex
possa ser usado nas investigacdes forenses.®

Um dos aspetos importantes para a aplicacdo do sistema IrisPlex consistia em saber se
este podia ser usado por todos os laboratérios forenses e se 0s resultados seriam consistentes
entre laboratérios. Em 2013, o grupo EDNAP desenvolveu um estudo de validacdo do
IrisPlex com a colaboracdo de 21 laboratérios (18 europeus, dois australianos e um
americano) com o objetivo de verificar se o sistema era implementavel em laborat6rios com
diferentes niveis de experiéncia na fenotipagem do ADN. Com este ensaio multicéntrico
concluiu-se que o sistema IrisPlex produzia os mesmos resultados quer em laboratorios sem
qualquer experiéncia no uso de SNPs quer em laboratorios que ja tinham previamente

contactado com o sistema IrisPlex. Demonstrou, assim, ser um sistema robusto e de facil
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aplicacdo que pode ser usado em qualquer laboratdrio, estando pronto para ser usado no
quotidiano das investigacdes forenses.>® 8

Para além deste estudo em grande escala, outros estudos foram sendo realizados, tendo
sido testada a aplicabilidade do kit a diversas populacoes.

Um dos estudos foi realizado na populacdo alemd, em que a validade do IrisPlex foi
testada em 102 individuos. Usando o valor de cut-off recomendado, chegaram-se a resultados
bastantes plausiveis com a certeza de que este é um método bastante robusto e sensivel.*®

Na Nova Zelandia, o IrisPlex foi comparado com outro sistema multiplex (AEC) que
usava 19 SNPs. O estudo refere que o AEC, aplicado na populacdo neo-zelandesa, apresenta
uma taxa de erro superior (26%) a do IrisPlex, aplicado na populagéo europeia (6.1%).%°

O IrisPlex foi igualmente aplicado a 105 individuos da Eslovénia, onde se aferiram
valores bastante elevados de especificidade e sensibilidade, a excepcdo da categoria olhos
castanhos cuja sensibilidade chegou aos 58.1%, sendo 0% para a categoria de cor
intermédia.”

Inicialmente, todos os estudos foram elaborados em populacdes de origem europeia e
tornou-se imperativo saber se podiam ser aplicados a populacdes com outras etnias e com
perfis genéticos que resultassem de varias combinacgdes étnicas, situagdo muito comum nos
dias de hoje.?**

Um dos primeiros estudos usou o IrisPlex numa amostra de 64 individuos de origem
mista: europeia e asiatica. Apesar de apenas 50 dos 64 resultados ter satisfeito a condicdo de
haver uma categoria com mais de 70% de probabilidade, houve uma precisdo de 94%.
\erificou-se que o grau de precisdo diminuia nos individuos que pertenciam a uma geragédo
que resultasse de um maior nimero de cruzamentos entre etnias nas geragdes prévias. No

entanto, o IrisPlex conseguiu identificar corretamente todos o0s casos nas categorias azuis e

castanhas, apesar de nenhuma amostra da categoria intermédia ter sido classificada
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corretamente. Este estudo conclui que embora seja possivel aplicar este sistema de
fenotipagem a individuos com origem genética mista, hd sempre mais dificuldades quando
comparados com os estudos anteriores realizados em individuos com apenas uma origem
genética.?

Em 2013 o IrisPlex foi testado numa amostra de 200 perfis considerados bem
representativos de toda a populagdo dos Estados Unidos da América. Usando o cut-off de 0.7,
67% das previsdes feitas foram corretas, 18% inconclusivas e 15% incorretas, sendo que
nenhuma previsdo correta correspondeu a categoria de cor intermédia. Por ser uma populacéo
com origem em grandes misturas étnicas, o estudo concluiu que o IrisPlex nédo € tdo eficaz na
populacdo americana como é na europeia € gque mais estudos seriam necessarios para
esclarecer esta questdo.?* Posteriormente, Yun et al. também concluiram que os 6 SNPs
presentes no sistema IrisPlex poderdo nao ser os que melhor descrevem a cor dos olhos nas
populacdes ndo europeias e que por isso se deve ter mais atencdo na interpretacdo dos seus
resultados quando aplicados em individuos ndo europeus e de diversas origens étnicas.?

A principal limitacdo apontada pelos varios estudos, em relacdo a aplicacdo do
Irisplex, esta relacionada com a sensibilidade deste sistema para a categoria de cor intermédia.
Nesta categoria incluem-se os casos de heterocromia e dos olhos verdes, ou seja, de todas as
cores de olhos que ndo sdo claramente azuis nem castanhos. Apesar da elevada especificidade
para esta categoria, a sensibilidade do Irisplex ndo € tdo elevada como para as outras duas
categorias em que a sensibilidade excede os 94%.® Em amostras com maior nlimero de
individuos com olhos de cores ndo azuis e ndo castanhas, o IrisPlex apresenta taxas de erro
superiores. Este facto faz com que haja a necessidade de estudar melhor a influéncia dos
SNPs reslacionados com esta categoria, aferindo se existirdo mais genes para além dos

estudados que possam ter influéncia para a determinacéo deste fendtipo.>>*"224
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Outro problema colocado relativamente a aplicacdo do IrisPlex é se 0 género
(masculino e feminino) tem influéncia ou ndo na sensibilidade deste sistema em aferir a cor
dos olhos. Em 2013, apds dois estudos realizados na populacdo espanhola, Martinez-

Candenas et al.?

concluiram que os individuos do sexo feminino tém tendéncia a ter olhos
mais escuros (maior numero de resultados na categoria cor castanha e intermédia) que 0s
individuos do sexo masculino (maior numero de resultados na categoria cor azul). Perante 0s
resultados do estudo, suspeitou-se da existéncia de um fator relacionado com o género que
pudesse contribuir para a diferenca encontrada e pensou-se em ter em conta 0 género na
formula do IrisPlex. Posteriormente, Pietroni et al.?’ testaram esta hip6tese e decidiram avaliar
se a mesma se podia colocar tendo como base a populacdo italiana. \Verificou que o género
tinha uma influéncia de 4.9% na variacdo da saturacdo da cor da iris. Este valor mostrou-se
muito superior ao encontrado nos paises do norte da Europa como na Dinamarca e na Suécia
(0.09%) onde o fenémeno também foi estudado.’* Apés a analise de todos os estudos que
avaliaram o impacto do género nos resultados obtidos com o IrisPlex, concluiu-se que o facto
de termos conhecimento prévio do género do individuo em causa ndo melhora a sensibilidade
do IrisPlex em nenhuma das categorias. Perante resultados tdo diferentes em populacdes
distintas, admite-se que a influéncia do género podera ser um fendmeno populagédo
especifico.?’ No entanto, mais estudos serdo necessérios realizar em diferentes paises com
amostras mais significativas com o intuito de estudar esta questdo mais pormenorizadamente.
A partir da investigacdo levada a cabo em 2010 por Walsh et al.*® que tinha como
amostra 3804 holandeses, estando presente uma grande variedade de fendtipos, surgiu o
sistema Irisplex que foi posteriormente validado em variados individuos de diferentes
populacdes e origens geneticas. Para alem de ndo necessitar de qualquer tipo de informacao
prévia, seja a origem étnica ou o género do individuo, e de conseguir analisar ADN presente

em baixa quantidade e qualidade, o IrisPlex representa o Unico método de fenotipagem,
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disponivel até ao momento, suficientemente sensivel, confidvel e robusto para ser aplicado

rotineiramente nas investigacoes forenses.
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IMPLICACOES ETICAS DA FENOTIPAGEM DO ADN

Se os polimorfismos néo codificantes de todos os cidadaos nacionais fizessem parte de
uma base de dados nacional de perfis de ADN (e se Portugal fosse um pais em que néo
pudessem entrar pessoas), ndo se colocaria a necessidade de explorar e usar os marcadores
codificantes, uma vez que sempre que houvesse a necessidade de proceder a identificacdo
genética do ADN de uma amostra recolhida, a comparacdo com essa mesma base de dados
seria suficiente para ter um resultado. Em Portugal, segundo um estudo conduzido em 2013,
dos 628 individuos inquiridos, apenas 46.5% estavam recetivos a ideia de terem a sua
informacéo genética na base de dados nacional.”® Paralelamente, um estudo semelhante foi
realizado na Suica e apenas 29.2% dos inquiridos concordavam com a existéncia de uma base
de dados nacional com o perfil genético de todos os individuos residentes naquele pais.”®

Em 2007, o CNECV emitiu um parecer que referia que: “A criacdo de uma base de
dados alargada a populacdo em geral, para fins de identificacdo civil, é de muito dificil
justificacdo, dado o seu carécter excessivo, considerando a despropor¢do entre riscos e
beneficios, incluindo os seus custos econémicos.”*

Assim sendo, nos préximos tempos, dificilmente se conseguira elaborar uma base de
perfis genéticos de todos os cidaddos nacionais. Este facto contribui para a necessidade de
recorrer a marcadores codificantes e consequentemente ao debate das implicagcfes éticas que
dai advém.

Com a chegada da nova era do ADN inteligente surgiram desde logo vérias questes
que colocam em causa principios éticos como a liberdade, a privacidade e a igualdade.

Analisando o estudo j4 referido realizado na Suica em 2014,%° uma das perguntas do
questionario prendia-se com a recetividade ao uso de marcadores fenotipicos como ajuda nas
investigacOes forenses. Dos 284 inquiridos, 83.8% responderam que seriam recetivos a essas

praticas. Das respostas positivas, a maioria refere que a aceitacdo do seu uso iria depender da
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severidade do crime em causa, em que 0s crimes ameacadores da vida ou que colocassem em
risco a integridade fisica ou sexual (homicidios, violagdes) eram os que justificavam o uso da
fenotipagem do ADN. Dentro dos marcadores fenotipicos, dos apresentados aos inquiridos
(cor dos olhos, cor do cabelo, cor da pele e origem étnica/geogréafica), tiveram todos pelo
menos 70% de aceitacdo, sendo que a origem geografica foi o menos aceite. Analisando as
justificacOes das escolhas dos inquiridos, refere-se 0 uso destes marcadores apenas se as taxas
de erro forem baixas, mencionam-se preocupacOes relativamente aos custos elevados da
técnica e a preocupacdo com a possivel falta de cuidado na interpretacdo dos resultados que
possa levar a juizos e conclus@es erradas. As questdes éticas relacionadas com o uso destes
marcadores codificantes foram pouco mencionadas, contrariamente ao esperado.
Relativamente a fenotipagem do ADN, uma das questdes mais debatidas relaciona-se
com o direito a privacidade da informacdo codificada pelo material genético individual: até
que ponto o desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de fenotipagem do ADN
uma violacdo da privacidade? Para muitos dos investigadores,®*® esta quest&o
pode ndo ter legitimidade para ser colocada uma vez que atualmente sO se consegue obter
informacdo sobre as caracteristicas externas visiveis e, portanto, sendo informacao visivel por
toda a gente, ndo € considerada informacdo privada. Outro argumento a favor de que esta
técnica ndo constitui uma invasdo da privacidade é que os resultados obtidos ndo pertencem a
ninguém em concreto até se conseguir obter uma comparacdo positiva pelos polimorfismos
ndo codificantes (STRs). A partir do momento é que é feita uma correlagdo positiva entre a
amostra e um individuo, passando-se a ter conhecimento a quem pertencem as informacdes
obtidas pela anélise do ADN, essa informacéo passara a ser inutil. Assim sendo, ndo havera
nenhuma vantagem em ficar armazenada e portanto ndo se coloca a questdo da protecdo do

armazenamento de dados obtidos pela fenotipagem do ADN.
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Tendo tudo isto em conta, a questdo impde-se: qual a extensdo de ADN codificante
que ¢ entdo permitida analisar para fins forenses?

A maioria dos paises tem algum tipo de legislacdo no que concerne ao uso do ADN,
mas limita-se a fazer referéncia apenas ao uso de marcadores ndo codificantes, ndo se
manifestando acerca do uso de marcadores codificantes.® O pais mais atualizado em termos
legislativos no que a fenotipagem do ADN diz respeito é a Holanda. A Holanda, em maio de
2003, a par dos avancos das ciéncias forences, publicou uma lei que permitia 0 uso da
fenotipagem do ADN de uma amostra recolhida num local do crime. No entanto, esta lei
limita a fenotipagem a caracteristicas como 0 sexo e a etnia deixando aberta a possibilidade de
incluir outros marcadores, desde que sejam apenas relativos a caracteristicas fisicas que se
tenha a certeza que sdo visiveis. Refere ainda que s6 devem ser pesquisadas na fenotipagem,
caracteristicas relevantes para a investigacdo. Desta maneira, é salvaguardado o direito a
privacidade, uma vez que é proibida, por exemplo, a pesquisa de marcadores que sejam
indicativos da propensdo para certas doencas.®®

Tal como na Alemanha, em Portugal, unicamente é aferido o sexo do individuo ao qual
pertence a amostra bioldgica encontrada, sendo esta a Unica informacao de caracter fenotipico
que é transmitida a autoridade judiciaria. Por sua vez, trés estados nos Estados Unidos da
América (Indiana, Rhode Island e Wyoming) e a Bélgica tém legislacdo que restringe o uso
do ADN nas analises forenses aos marcadores ndo codificantes e exclusivamente para
identificagio pessoal. Muitos outros paises como Espanha, Australia e Africa do Sul onde a
prética se restringe ao uso de marcadores ndo codificantes ndo possuem legislagdo proibitiva
ou permissiva ao uso de marcadores codificantes. Contrariamente, o Reino Unido que a
semelhanca dos paises anteriores ndo possui legislacdo reguladora do uso dos marcadores

codificantes, integra-os na sua pratica quando necessario. **%
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Para além de ndo serem pesquisadas caracteristicas que ndo sejam visiveis, o risco de
violacdo da privacidade pode ser igualmente controlado arranjando a melhor forma de
transmitir a informacéo para a autoridade judiciaria. O objetivo é transmitir exclusivamente 0s
dados relevantes para a investigacdo, fazendo uma correta interpretacdo dos resultados,
evitando o acesso da policia e de outros membros da investigacdo para alem da equipa
laboratorial a informacéo genética do individuo.

Outra dificuldade que podera surgir com o avango dos estudos da fenotipagem do
ADN sera encontrar o equilibrio entre a necessidade que existe em realizar mais investigacdes
e apurar as técnicas do ADN codificante e a tendéncia que poderad haver no abuso deste tipo
de polimorfismos, evitando que o conhecimento adquirido seja usado para fins menos éticos.

Um dos riscos do excessivo conhecimento e evolucdo da fenotipagem do ADN serd o
uso desta ferramenta para empresas e seguradoras poderem obter informac6es acerca do perfil
genético dos seus futuros trabalhadores ou clientes, respetivamente, sob o perigo de
discrimina-los. Por exemplo, seria com certeza uma tentacdo uma empresa de aviacdo saber se
um dos futuros pilotos a contratar tera mais probabilidade de desenvolver um enfarte agudo
do miocéardio que a populacdo em geral, tendo por base a analise de marcadores que possam
codificar essa propensao.

Como referido, € temido pela sociedade que as técnicas de fenotipagem evoluam de
maneira a que nao se fiquem apenas pelas caracteristicas externas visiveis e passem a
conseguir predizer que certo individuo tenha mais tendéncia para ter certa doenca com 0s
riscos de discriminacdo que dai possam advir.

No entanto, a CNECV emitiu um parecer em 2007 no qual defende que: “Caso seja
encontrada uma associacdo entre um marcador ndo codificante e uma doenca ou um traco
comportamental, esse marcador devera ser retirado do painel; todos os dados que tenham sido

obtidos anteriormente com esse marcador deverdo ser eliminados.”.** A legislacdo portuguesa
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também refere claramente que é proibida qualquer forma de discriminacdo em funcdo do
patrimonio genético. Mais precisamente, salienta que é proibida a realizacdo de testes com o
objetivo de selecionar os trabalhadores a contratar ou basear a escolha em resultados de testes
genéticos ja realizados. Refere ainda no que respeita as companhias de seguros gque néo
podem utilizar qualquer tipo de informacédo genética ou pedir testes genéticos para recusar um
seguro ou estabelecer prémios mais elevados.*®

O problema da discriminacdo nédo estd apenas relacionado com marcadores genéticos
associados a maior probabilidade de desenvolvimento de certas doencgas, mas também com os
marcadores associados a caracteristicas visiveis externas. N&do se imagina tanto a
discriminacdo tendo como base a cor dos olhos, mas podera ganhar importancia do
momento em que se conseguir aferir a cor da pele ou a provavel etnia do autor do crime.
Imaginemos o caso de uma amostra encontrada num local de um crime revelar que o
individuo procurado pela policia é de etnia afroamericana. Se esta informacéo for divulgada
numa localidade onde as pessoas da respetiva origem étnica constituem uma comunidade
minoritaria, esta pode ser alvo de discriminacdo por parte dos restantes habitantes da
localidade. Esta situacdo ndo é de todo diferente quando comparada com casos em que a
mesma informacéo é fornecida por testemunhas oculares e ndo pelo ADN, cuja fiabilidade é
suportada por valores percentuais. Pelo contrario, € mais provavel que um testemunho ocular
possa ser distorcido por crencas que a testemunha possa ter em relagdo a certas minorias na
comunidade onde reside. No entanto, ha que ter em consideracao que a fenotipagem do ADN
ndo servird s6 para afirmar as caracteristicas fisicas de um individuo, mas pelo contrério,
atraveés desta técnica poderdo ser excluidas algumas caracteristicas que por sua vez poderdo
excluir certas minorias da autoria de um crime e consequentemente evitar a sua

discriminacao.®*!
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Pessoalmente considero que a Holanda € um exemplo a seguir pelos restantes paises
principalmente se forem encontrados mais marcadores, melhores Kits que se provem
necessarios as investigacdes. Considero também que nunca é demais informar a sociedade em
geral do que é concretamente a fenotipagem do ADN, que informag6es se podem obter com
esta técnica, quando pode ser aplicada e o que é que até agora é possivel ou ndo saber através
dos marcadores fenotipicos. So através da massificacdo deste tipo de informacéo se estimula o
debate e a discussdo nestas matérias e se consegue legislar e controlar estas técnicas

inovadoras, tdo importantes na ciéncia forense dos dias de hoje.
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DESAFIOS FUTUROS

Como se percebe, a fenotipagem do ADN ainda esta a dar os primeiros passos como
ferramenta de uso rotineiro nas investigacbes forenses, havendo ainda muito para
desenvolver, investigar e debater.

Como ja referido, uma das limitagdes do IrisPlex e de outros kits de fenotipagem para
a cor dos olhos é a pouca sensibilidade para a categoria de cor intermédia. Espera-se que
proximamente se comecem a explorar novos genes e SNPs codificantes para que seja
percebida a codificacdo para esta gama de cores tdo vasta e tdo pouco precisa entre 0 azul e o
castanho. Seria igualmente interessante melhorar o IrisPlex no que respeita a especificidade
da informacéo dada, procurando que o resultado se expresse em cores mais concretas (olhos
azuis claros, azuis escuros, verdes, castanhos claros,...). O que é facto € que estas trés
categorias, perante a quantidade de fendtipos existentes se tornam um pouco vagas e
subjetivas para quem interpreta um resultado.®

Foi igualmente estudada a precisao do IrisPlex em populacdes com origens genéticas
mistas, etnicamente falando, e como referido, embora seja possivel a sua aplicacdo, mais
estudos sdo esperados, com maiores amostras para perceber melhor esta questdo. Espera-se
gue o sistema evolua no sentido de poder ser aplicado sem condicionantes a nivel global,
chegando-se a uma precisao tdo elevada quanto a obtida em populacBes de origem genética
exclusivamente europeia.???*%

Como ¢ admitido, embora em pequena escala, a cor dos olhos pode ser influenciada
por alguns fatores externos ao genotipo. Quando se souber mais acerca destes marcadores
fenotipicos e desta interacdo gendtipo/ ambiente / fenotipo seria relevante estudar a influéncia
de algumas patologias, de alguns farmacos ou mesmo da prépria idade na cor dos olhos.*

Para uma fenotipagem mais completa e informativa, a partir do desenvolvimento do

IrisPlex outros SNPs foram estudados. Atualmente ja existe um sistema de fenotipagem do
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ADN que junta num unico kit os SNPs usados no IrisPlex com SNPs informativos da cor do
cabelo, dando origem ao HlirisPlex.*® Este sistema pemite saber simultaneamente a cor dos
olhos e do cabelo mais provaveis para o individuo da amostra estudada, constituindo mais um
avango na genética forense. Tal como para a cor do cabelo, muitas outras investigacGes se
esperam para que com um so Kit se consiga obter o maximo de informacéo possivel acerca do
individuo ao qual a amostra pertence. Acredita-se que a Genética Forense se ira desenvolver
no sentido de se chegar a um sistema que permita tracar um retrato robot bastante completo e
informativo, tornando o ADN uma verdadeira testemunha bioldgica.

No entanto, para que todos estes ensaios e estudos déem frutos e para que a
fenotipagem possa ser usada como método corrente de investigacdo, € fundamental informar a
sociedade, debater os mitos e preconceitos existentes, elaborando leis que deixem claro quais
as fronteiras e limites éticos da fenotipagem do ADN e com que objetivos e em que

circunstancias € que esta se pode realizar.
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CONCLUSAO

Pela reviséo e leitura dos diversos artigos que serviram de base a este trabalho,
conclui-se que a fenotipagem do ADN é uma ferramenta em crescente desenvolvimento e
interesse na area da Genética Forense. Esta mostra-se particularmente Gtil quando o uso dos
marcadores ndo codificantes se torna inconclusiva ou impossivel. E neste contexto que surge
a oportunidade de dar continuidade as investigacdes através da implementacdo dos
marcadores genéticos codificantes.

Tendo em conta todos 0s avangos até agora ocorridos, a caracteristica mais estudada,
apesar da sua complexidade, é a cor dos olhos, tendo sido desenvolvido um kit especifico para
o aplicar: o IrisPlex. Este kit consiste num sistema multiplex que através da analise de seis
SNPs pertencentes a seis genes diferentes consegue predizer com elevado grau de certeza a
qual categoria pertence a cor dos olhos do individuo procurado: olhos azuis, de cor intermédia
ou olhos castanhos. Apds a sua avaliacdo e validagdo em varios paises e populagdes, este
sistema multiplex mostrou-se bastante robusto e sensivel, apresentando resultados coerentes
entre diferentes laboratérios com niveis de experiéncia na fenotipagem do ADN muito
distintos. Apesar da necessidade de mais estudos para apurar a sua fiabilidade em populagdes
com origens genéticas mistas e para melhorar a sua sensibilidade para identificar a cor
intermédia, pode-se afirmar que o IrisPlex estd pronto para a imediata aplicacdo nos
laboratérios forenses a nivel mundial.

Tal como a cor dos olhos, espera-se que as investigagdes prossigam para que outros
marcadores fenotipicos possam ser usados e aplicados, permitindo uma fenotipagem mais
completa.

No entanto, como referido no trabalho, a sua aplicacdo dependera de uma validacéo
ética por parte da sociedade que assume uma possivel incompatibilidade desta nova era do

ADN inteligente com os direitos de liberdade, privacidade e igualdade, podendo desencadear

31



atitudes discriminatdrias perante minorias. Enquanto que paises como a Holanda ja possuem
legislacdo especifica para esta nova realidade cientifica, paises como Portugal, Espanha,
Australia ainda nao regularizaram o uso destes marcadores fenotipicos, ndo 0s usando na sua
rotina forense.

Apdls uma andlise critica deste tema, consideramos a era do ADN inteligente uma era
promissora que abrird portas para um exponencial desenvolvimento da Genética Forense que
tantos beneficios trara ndo so a nivel de conhecimento bioldgico e cientifico como também a
nivel pratico, dando uma nova esperanca a todas as investigaces que ficaram sem pernas para
andar. Pessoalmente, penso que ainda ha um longo caminho a percorrer, na perspetiva de que
Portugal necessita de uma sociedade mais informada e esclarecida sobre o que é a
fenotipagem do ADN, as vantagens que tem, os limites que serdo necessarios impor para que
seja uma técnica eticamente correta. SO assim, se conseguird que haja debate, evolucdo e
consciencializacdo com o objetivo de ter uma legislacdo direcionada para o uso dos
marcadores fenotipicos. Talvez num futuro préximo seja possivel através de uma amostra

bioldgica tracar um verdadeiro retrato robot.
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