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Resumo. As abordagens taxondmicas tradicionais, baseadas em caracteres morfol6gicos,
tém demonstrado uma série de limitagcBes para aplicacdo em exames periciais, 0 que tem
tornado promissoras as abordagens de identificacdo genética de espécies, em especial a
técnica DNA barcoding. Com base em uma ampla revisdo bibliografica, o objetivo desse
estudo foi caracterizar, utilizando parametros categorizados, os estudos forenses realizados
no Brasil relacionados ao DNA barcoding, com vistas a avaliagdo da realidade do pais no
gue se refere ao desenvolvimento dessa técnica. Foram consideradas as categorias
producao cientifica em funcdo do tempo, a partir do ano de 2003; métodos de extracdo de
DNA empregados; organismos analisados e marcadores utilizados; abordagem forense
empregada e unidades da federacdo onde os estudos foram conduzidos. Os resultados
demonstraram que foram mais frequentes os estudos envolvendo animais, principalmente
peixes, com foco na abordagem forense relacionada a fraude alimentar, com o uso
predominante do gene COIl como marcador. Tiveram destaque as producdes cientificas
conduzidas no Distrito Federal, Par4 e estados da regido sudeste do pais. Além disso,
apesar de haver espaco para um uso mais difundido da técnica no pais, ficou claro que as
instituicdes policiais e orgdos de fiscalizacdo brasileiros ja se beneficiam do uso dessa
abordagem.
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Abstract. Traditional taxonomic approaches for species identification, based on

morphological characters, have limitations for application in forensic casework, which have
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encouraged the use of genetic approaches for this purpose, especially the DNA barcoding
technique. Based on a wide bibliographic review, the objective of this study was to
characterize, using categorized parameters, the forensic studies carried out in Brazil related
to DNA barcoding, with a view to assessing the reality of the country regarding the
development of this technique. The following categories were considered: scientific
production over time, DNA extraction methods, organisms analyzed and genetic markers
used, forensic approach used and places where the studies were conducted. The results
showed that studies involving animals, mainly fish, focusing on the forensic approach related
to food mislabeling, using COI as the genetic marker were more frequent. The scientific
productions conducted in the Federal District, Para and states in the southeastern region of
the country stood out. Furthermore, although there is an opportunity for a more widespread
use of the technique in the country, it is clear that Brazilian police forces and other
institutions are already benefiting from the use of this approach.

Keywords: DNA barcoding; Forensic genetics; Genetic identification of species.

1. Introducéo

Embora sequéncias de DNA sejam utilizadas em estudos taxonémicos desde a
década de 1980, o emprego em larga escala dessa abordagem para fins de
identificacdo de espécies s6 ocorreu no ano 2003, com o lancamento do projeto
DNA Barcoding. Em ambito global, entre 2003 e 2018, mais de 3.700 artigos foram
publicados com a expressdo “DNA barcoding” no titulo®. Esses estudos incluiram
trabalhos experimentais e revisbes taxondmicas, nos quais o DNA barcoding foi
usado para distinguir espécies cripticas, em analises de amostras ambientais, para
avaliar a diversidade genética e variacbes de cunho biogeogréafico, em estudos
forenses e de conservacédo biologica. A maior parte dos estudos com DNA barcoding
foi dedicada a identificacdo de espécimes e a descoberta de novas espécies,
principalmente no inicio desse periodo, enquanto o0s estudos forenses
representaram uma proporcao de, aproximadamente, 10% do total encontrado,
embora com uma tendéncia geral crescente nos ultimos anos, alcangando cerca de
15% do total.

Acredita-se que o0 crescimento das aplicacbes forenses do DNA
barcoding, em ambito global, esteja diretamente relacionado ao
desenvolvimento da legislacdo, especialmente da ambiental, dado o atual
panorama de crise dessa agenda. Nesse sentido, as normas legais de muitos
paises tém proibido a caca, pesca, 0 comércio e a propriedade de produtos
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originarios de espécies protegidas. Desta forma, em casos de suspeita de
infracBes ambientais, analistas ambientais e peritos criminais sao solicitados a
analisar os materiais atribuidos ao corpo de delito. Isso significa, muitas vezes, que
se faz necesséria a identificacdo das espécies envolvidas nesses atos ilicitos?.
Portanto, essa necessidade crescente explica os grandes investimentos em
pesquisas forenses focadas em métodos de identificacdo de espécies baseados no
DNA barcoding®.

Considera-se que, além de alteracdbes em diferentes legislacdes, as
aplicacoes forenses do DNA barcoding também foram impulsionadas apds a
apresentacdo de estudos de validacdo para esse fim. Em um desses primeiros
estudos de validacdo, Danway et al. (2007) mostraram que o gene COI, marcador
escolhido para identificacdo animal pelo Projeto DNA Barcoding, consistentemente
idetifica especies quando existem sequéncias de referéncia autenticadas para
comparagao®.

Ja com relacdo a area de fiscalizacdo, outra aplicacao da técnica que pode se
confundir com a area forense, o crescimento se deu com a aprovacao de seu uso
por agéncias reguladoras importantes, como a Food and Drug Administration (FDA),
dos Estados Unidos®. O aumento da importancia do DNA barcoding como
ferramenta de controle e em investiga¢cdes criminais pode ser comprovado por meio
da literartura cientifica recente® 78,

Vale ressaltar que, antes mesmo do Projeto DNA Barcoding?, a identificacdo
genética de espécies ja vinha sendo usada, de forma isolada em diversas areas,
incluindo na entomologia forense®. Atualmente, as aplicacdes forenses do DNA
barcoding se dao principalmente nos casos envolvendo o comércio ilegal de
espécies e a composicdo de produtos comerciais (por exemplo, alimentos),
especialmente quando outras evidéncias sao deficientes e a analise morfolégica é
impossivel?.

O objetivo desse estudo é apresentar, caracterizar e discutir, com base em
parametros categorizados, os estudos forenses realizados no Brasil relacionados ao
DNA barcoding, permitindo que se faca uma avaliacdo da realidade do pais no que

se refere ao desenvolvimento dessa técnica.
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2. Materiais e métodos

O escopo principal desse estudo consistiu no levantamento de artigos cientificos
baseados em pesquisas realizadas no Brasil relacionadas as aplicacdes forenses da
técnica DNA barcoding. Parte da busca bibliografica relacionada a esse escopo
principal foi feita manualmente em periddicos nacionais com foco em ciéncias
forenses, quais sejam: 1) Revista Brasileira de Criminalistica (RBC, da Associacdo
Brasileira de Criminalistica - v. 1, n. 1, 2011, até v. 12, n. 3, 2023); 2) Brazillian
Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics (BJFS, do Instituto Paulista
de Estudos Bioéticos e Juridicos - IPEBJ - v. 1, n. 1, 2011, até v. 12, n. 1, 2022); 3)
Revista Criminalistica e Medicina Legal (CML - v. 1, n. 1, 2016, até v. 7, n. 1, 2022);
e 4) Revista Pericia Federal (Pericia Federal, da Associacdo dos Peritos Criminais
Federais, edi¢cdo 47 - julho de 2021 - até a edicdo 50 - dezembro de 2022).

Outra parte do levantamento bibliogréafico relacionado a esse escopo principal
foi feita mediante buscas nas bases de dados internacionais de trabalhos cientificos
Scielo (https://www.scielo.br/) e Science Direct (https://www.sciencedirect.com/),
bem como buscas complementares na ferramenta Google Scholar
(https://scholar.google.com.br/).

A partir de buscas realizadas com a combinacdo dos termos: “DNA
barcoding”, “barcoding”, “barcode”, “Brasil”’, “forense”, “forensic”, “forensics”, “illegal”,
“‘identificacdo de espécies”, “species identification”, foram separadas producdes
cientificas com esses escopo, cujas pesquisas foram realizadas no Brasil. Em
seguida, mediante analise criteriosa, foram selecionados somente artigos cientificos
publicados em periédicos que empregaram claramente a abordagem do DNA
barcoding, ou seja, que descreveram as etapas de extracdo, amplificacao,
sequenciamento e comparacao das sequencias obtidas com sequéncias de bancos
de dados publicos.

Nesses artigos selecionados, foi feita a compilacdo e anélise de informacdes,
a fim de identificar padrdes e caracterizar os trabalhos cientificos que vém sendo
desenvolvidos no Brasil no tocante a referida técnica, aplicados as ciéncias
forenses. As informacdes foram compiladas em relagdo as seguintes categorias: ano
de publicacdo, método de extracdo, marcador(es) utilizado(s), grupo(s) de
organismos analisados, abordagem forense relacionada e local onde o estudo foi

conduzido (unidades da federacéo).
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3. Resultados

ApoOs buscas nos periodicos e nas bases de dados foram separadas 87 producdes
cientificas. Considerando os critérios descritos anteriormente, foram selecionados 42
artigos cientificos contendo a abordagem DNA barcoding, com pesquisas realizadas
no Brasil e aplicacbes forenses. Apesar dessa técnica ter ganhado impulso em
ambito mundial a partir do ano de 2003, a producédo de artigos no Brasil nessa area
teve inicio no ano de 2008. A partir dai, notam-se oscilagdes entre crescimento e
queda nessa producéo, até o final dessa série, com picos de 6 artigos nos anos de
2017 e 2020 (Figura 1).
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Figura 1. Estudos forenses sobre DNA barcoding no Brasil (n = 42 artigos).

Em relacdo a finalidade dos estudos, foi observado que a principal delas foi a
fraude alimentar, representada por 18 artigos (42,9%)°2?7. Na sequéncia das
abordagens forenses mais prevalentes estavam 16 estudos (38,0%) com foco em
crimes contra a fauna (caca, pesca e comeércio ilegais de espécimes). Oito (19%)
deles eram relacionados a caca e comércio ilegais®®3 e outros oito
(19%)relacionados a pesca e ao comércio ilegais®-+3 (Figura 2).

Foi observado que 37 artigos (88,4%), representando a grande maioria dos
estudos analisados, teve foco na analise de animais, e os 5 restantes (11,6%), em
vegetais. Quanto aos grupos de organismos estudados, a grande maioria dos artigos
(26) teve foco na andlise de peixes (59,5%), seguida de sete artigos com foco em
mamiferos (15%) (Figura 3).

Em relagdo aos métodos de extracdo de DNA utilizados, 10 deles, (23,8%)
usaram o “Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega)”’, oito (19,0%) usaram
meétodos organicos, cinco (11,9%) usaram protocolos do tipo salting-out, quatro

(9,5%) usaram o “kit PrepFiler Express™ (Applied Biosystems)”, entre outros com
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frequéncias menores que 7%. Alguns métodos se destacaram em estudos com foco
em determinados grupos de organismos, como € o0 caso de 10 dos 25 estudos com
foco em peixes (40,0%), que usaram o Kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega) e cinco deles (20,0 %) usaram o Protocolo salting-out; bem como de trés
dos cinco estudos com foco em plantas (60,0%), que usaram o Kit Mini DNeasy

Plant (Qiagen).
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Figura 2. Finalidade dos estudos forenses sobre DNA barcoding no Brasil (n = 42 artigos).
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Figura 3. Grupos de organismos analisados nos estudos forenses sobre DNA barcoding no
Brasil (n = 42 artigos).
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Quanto aos marcadores utilizados nos 37 estudos com animais, 27 utilizaram
o gene COIl (73,0%), quatro estudos fizeram o uso combinado de COI e CytB
(10,8%), trés usaram CytB (8,1%), e ndmeros menores para outros marcadores
(Figura 4A). Nos estudos com vegetais, 0 marcador mais prevalente foi rbcL, usado

em trés dos cinco estudos (60%) (Figura 4B).
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Figura 4. Marcadores genéticos utilizados nos estudos forenses sobre DNA barcoding no
Brasil. A) Marcadores utilizados em estudos com animais (%) (n = 37 artigos). B)
Marcadores utilizados em estudos com vegetais (%) (n = 5 artigos).

Em relacdo aos locais onde os estudos (DNA barcoding) foram conduzidos,
as maiores frequéncias observadas foram oito artigos (19,0%) desenvolvidos no
Distrito Federal e Pard. Também tiveram destaque os estados do Rio de Janeiro,
com 7 artigos (16,7%) e Minas Gerais e Sdo Paulo, cada um com 4 artigos (9,5%)
(Figura 5).

Além disso, no caso das unidades federativas com maior destaque citadas
anteriormente, foi observada, de modo geral, uma diversificagdo dos tipos de casos
e de grupos taxonémicos analisados, exceto o Estado do Pard, para o qual foi
observado que os oito artigos relacionados a esse Estado (100%) trataram de fraude
alimentar e da andlise de peixes. Também se destacou o fato do Estado do Rio
Janeiro ter incluido os dois Unicos artigos relacionados a estudos de identificagédo e
determinacdo da origem de entorpecentes (28,6%). Vale destacar ainda que todos
0s quatro artigos relacionados ao DNA barcoding vegetal foram realizados nesse

grupo de unidades federativas que se destacaram.
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Figura 5. Local onde os estudos (DNA barcoding) foram conduzidos (%) (n = 42 artigos).

4. Discusséo

De modo geral, foi verificada uma tendéncia de oscilagdes entre crescimento e
queda na producao cientifica de estudos forenses relacionados ao DNA barcoding
no Brasil, entre os anos de 2008 e 2020. A baixa producdo de estudos dessa
natureza verificada nos ultimos dois anos da série analisada (2021-2022) pode estar
relacionada aos impactos da pandemia de COVID nas pesquisas realizadas no pais.
Esses estudos, em sua maioria, trataram da identificacdo de animais, ou suas
partes, em diferentes contextos, incluindo fraude alimentar, caca ou pesca ilegal,
acidentes aeronauticos e entomologia forense. Além disso, essa producéo cientifica
usou, de forma majoritaria, abordagem baseada no barcode do gene COlI, utilizando
pares de primers ja utilizados em estudos anteriores com sucesso.

A predominancia de estudos conduzidos no Distrito Federal poderia ser
explicada pelo pioneirismo do Instituto Nacional de Criminalistica, da Policia Federal,
no desenvolvimento de pesquisas aplicadas relacionadas ao DNA barcoding, sendo
gue essa técnica ja esta consolidada na rotina de exames do laboratorio de genética
forense dessa instituicdo. JA o destaque observado para o Pard poderia ser
explicado pelo namero significativo de estudos de fraude alimentar de pescados
realizados nesse estado. Nesse sentido, com base em um estudo que analisou
dados de boletins de ocorréncia da policia militar ambiental**, foram constatados
nameros expressivos de apreensdes de pesca ilegal para os estados da amazbnia
legal, bem como problemas importantes em relagéo a identificacdo de espécies de

peixes, que, em geral, ou ndo era realizada, ou era feita somente com o uso de
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nomes populares. Portanto, essa demanda importante na regido amazonica poderia
explicar a o numero de estudos de DNA barcoding no Para.

Foi observada uma miriade de métodos de extracdo de DNA, para animais e
vegetais e, embora alguns tenham se mostrado mais frequentemente usados, n&o
parece haver uma prevaléncia entre eles. Além disso, os métodos se apresentaram,
em geral, adaptados para os diferentes materiais biologicos. Como exemplos, para a
extragcdo de DNA em materiais de origem vegetal (folhas), um estudo utilizou um Kit
comercial de extracdo, empregando uma estacdo de trabalho robdtica
automatica*®, enquanto, para madeiras, outro estudo*® testou um método
semiautomatico de extracdo associado a tecnologia magnética para isolamento do
DNA, utilizando uma série de adaptacfes para esse tipo de material.

Dos 42 estudos forenses sobre DNA barcoding realizados no Brasil que foram
levantados, a grande maioria tratava de fraude alimentar, sendo quase todos
envolvendo a identificacdo de peixes. A fraude alimentar é considerada a
adulteracao intencional para mascarar as condi¢cdes do produto, ou ocultar requisitos
que ele ndo atende, como caracteristicas nutricionais e preco*’. No caso dos
pescados, o sabor, valor e até mesmo o risco de extingdo ndo sdo 0S mesmos para
todas as espécies, constituindo, em muitos casos, as motivacdes para as fraudes na
rotulagem desses alimentos*’. Uma forma comum de processamento de pescados é
a filetagem. Esse processo resulta na remoc¢do de muitas estruturas morfoldgicas,
dificultando o reconhecimento das espécies e permitindo substituicbes acidentais ou
intencionais e rotulagem incorreta de produtos comercializados'>72°, Mais do que
prejuizos econbmicos para consumidores e pescadores ndo envolvidos na fraude,
tais substituicdes podem representar um risco potencial a seguranca alimentar e a
salde humana*® e tém implicacGes ecoldgicas, podendo afetar o estado de
conservacdo de espécies ameacadas e vulneraveis®.

Além de possibilitar a identificagdo de pescados processados, a
identificacdo molecular também se presta a identificar muitas espécies de peixes
em seus diferentes estagios do ciclo de vida, incluindo ovos, alevinos e
adultos!!. De uso ainda restrito no Brasil, o DNA barcoding parece estar se
tornando mais popular, inclusive com a sua adogédo por 6rgaos de fiscalizagdo
oficiais. Para facilitar a regulacédo do mercado de pescados no Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) publicou a Instru¢do Normativa n° 29,

de 23 de setembro de 20154, estabelecendo a técnica, com o uso de segmento de
R. H. Alves & C .B. V. Carvalho



312 Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 12(4):303-326 (2024)

650 pb do gene COI, como um método padronizado, integrante de um programa
nacional de regulamentacéo sistematica e rotineira de produtos do mar processados.
Os trabalhos mais relevantes sobre a identificagcdo de pescados por DNA
barcoding no Brasil abordaram a autenticacéo de produtos relacionados a diferentes
espécies pesqueiras, tendo sido encontradas, em geral, altas taxas de substituicdo
de espécies de maior valor comercial por outras espécies menos valorizadas, o que
caracteriza fraude econdmica. Entre essas espécies, estavam a “dourada”
(Brachyplatystoma rousseauxii; 26% de substituicdo) e a “piramutaba”
(Brachyplatystoma vaillantii; 9% de substituicdo)?°. No caso da “pescada-amarela”
(Cynoscion acoupa) foi observado 45,4% de substituicdo (tendo ainda sido
desenvolvido um ensaio de PCR multiplex para identificar essa espécie)?:. Para
surubim ou pintado (Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum)
foi constatado 80% de substituicdo, incluindo espécies marinhas como
substitutas!!. No caso de bacalhau, foi verificado 70% de substituicdo, incluindo
espécies distintas das indicadas nos rétulos?® e, para linguado (Syacium sp. e
Paralichthys sp.), 50% das amostras analisadas apresentavam rétulos incorretos?s.

Alguns estudos relacionados a fraudes econdémicas avaliaram amostras de
pescados oriundos de peixarias e restaurantes!®, outros, além desses locais, de
feiras livres e supermercados??226 e de portos comerciais!. Como resultados,
Staffen et al. (2017) relataram 30% de erros de rotulagem em peixarias e 26% em
restaurantes, valores semelhantes aos encontrados em outro estudo que reportou
38% de erros em peixarias e 22% em supermercados, porém detectando erros mais
altos em feiras livres (61%) e restaurantes (82%)%6. Além da fraude econdmica,
também foram identificados crimes ambientais, como a venda ilegal de espécies
ameacadas de extingcdo, a partir de erros de rotulagem. Exemplos disso foram as
vendas de tubardo-martelo-recortado (Sphyrna lewini) rotulado como cacgéo,
garoupa-do-crepusculo (Epinephelus marginatus) rotulada como garoupa'?, e de
peixe-serra de dentes (Pristis perotteti) rotulado como cacgédo.

Embora a maioria absoluta dos estudos relacionados a rotulagem incorreta de
itens alimentares tenha tido foco na analise de pescados, um desses trabalhos
analisou hamburgueres bovinos vendidos em supermercados brasileiros?*. Com o
uso do DNA barcoding o autor ndo constatou a existéncia de fraudes nos produtos
analisados.

A pesca ilegal tem resultado na superexploracdo de diversos recursos
R. H. Alves & C. B. V. Carvalho
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pesqueiros no Brasil, tendo grande relevancia para as politicas de conservacgéao, de
modo que o0 gerenciamento das atividades pesqueiras € essencial para evitar o
colapso desses recursos®. No caso de ocorréncias envolvendo pesca ilegal,
realizadas por 6rgdos ambientais e de segurancga publica, a correta identificacdo de
espécimes apreendidos € muito importante, porém ainda € realizada de forma
precaria no Brasil. Dessa forma, é importante que sejam estabelecidos protocolos
simplificados, como técnicas de biologia molecular, que permitam a correta
identificacdo dos peixes apreendidos, a fim de fortalecer as agbes de fiscalizagéao e a
prova técnica, no meio juridico®:.

A segunda utilizacdo mais frequente entre os estudos de DNA barcoding
selecionados esteve relacionada com os crimes contra a fauna. A cacga ilegal é
uma das maiores ameacas as populacdes de vertebrados em regides tropicais?®.
Os animais cacados se tornam alimentos, racdes, roupas, ferramentas e ainda sao
utilizados para fins médicos, culturais e religiosos®?. Essa atividade, aliada ao
comércio ilegal de espécies silvestres, nas florestas nativas brasileiras,
caracterizados como ecossistemas fragmentados e antropizados, tém resultado em
niveis de exploracdo da fauna silvestre insustentaveis, levando a extincéo local de
varias populacdes®3. Essas atividades ilegais sdo, em geral, estimuladas pela
crenca na impunidade e nas altas taxas de lucro alcancadas®*. Assim, é de suma
importancia agdes eficazes para o combate a esses crimes.

As aves estdo entre os alvos preferidos dos cagcadores e comerciantes para
uso no comércio de animais de estimacédo. Assim, o combate ao comércio ilegal de
espécies silvestres, em niveis nacional e internacional, é essencial para a protecao
da avifauna brasileira. Mamiferos também s&@o alvos comuns da caca e comércio
ilegal no Brasil, geralmente para o consumo de sua carne. Para grupos especificos,
como os felinos, que inclui a onga-parda, a onca-pintada e a jaguatirica, o interesse
dos cacadores pode estar na pele desses animais, que possui alto valor comercial®®.
Ha ainda o uso de subprodutos de animais em medicamentos tradicionais com valor
comercial®®. Esses dados poderiam explicar o grande nimero de artigos que trata da
identificacdo de aves e mamiferos na area forense.

A identificacdo de espécies esta entre as andlises forenses mais solicitadas
envolvendo crimes contra a fauna, sendo essencial em apreensdes de carne de
caca, comeércio ndo regulamentado de espécies protegidas ou de seus produtos e

subprodutos, além de situacdes em que ha introducdo desautorizada de espécies
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exobticas no pais34. Nesses casos, as evidéncias disponiveis para o trabalho de
identificacdo costumam ser pedacos de carne, pele, sangue, Ou 0SS0S,
inviabilizando ou tornando extremamente dificil a identificacdo morfolégica3?>’.

O marcador genético COI tem sido comumente utilizado em outros paises
para identificar carcacas de animais domésticos e silvestres®’. Desde a proposicdo
do projeto DNA Barcoding, estudos demonstraram que as sequéncias do gene COI
séo eficazes para discriminar muitas espécies de vertebrados, especialmente aves e
mamiferos!. De fato, a maior parte dos estudos avaliados para identificacdo de
fauna e pescados no Brasil utilizou esse barcode.

Os estudos selecioados mostraram que o DNA barcoding foi utilizado em
situagcdes que envolviam animais da fauna silvestre brasileira, como anta
(Tapirus terrestris)®°, aves, principalmente da familia Psittacidae®'??, aves e
mamiferos??, tubarées3%2°, além de espécimes domésticos®3. A técnica foi utilizada
também para identificar produtos e subprodutos do golfinho do rio Amazonas, ou
boto (Inia geoffrensis), espécie considerada em perigo de extincdo®®. Andlise de
amostras de olhos de boto, oriundos de mercados de algumas capitais da regiao
Norte do pais?®, usando o marcador CytB, mostrou que amuletos, quando de
golfinhos, foram da espécie marinha S. guianensis, considerada vulneravel®?;
entretanto, em muitos casos as amostras eram olhos de porco ou ovelha.

Outro estudo utilizou CytB para identificar ovos apreendidos pela Policia
Federal em um aeroporto, em um caso tipico de trafico internacional de animais
silvestres®!. Os resultados obtidos em ovos e juvenis recuperados mostraram que a
maior parte das espécies identificadas pertencia a familia Psittacidae. Isso
corroborou a informacao de que membros dessa familia séo alvos importantes para
0 comeércio ilegal de aves silvestres no pais.

De modo geral, os estudos forenses com o0 uso de DNA barcoding
aplicados a caca ilegal no Brasil indicaram a utilidade dessa técnica para esse
fim. A identificagcdo genética de espécies utilizada em estudos investigativos foi
adequada para diagnosticar as espécies mortas e solucionar as investigacoes
criminais, sendo, inclusive, Uteis como provas em processos criminais®3°,

Quanto as producdes cientificas nacionais relacionadas a pesca e ao
comércio ilegais, foram realizadas analises por DNA barcoding em taxons
especificos de peixes?, arraias*® e tubardes®63°, A técnica também foi usada para

identificar espécies de determinados grupos ou comunidades, como peixes
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ornamentais relacionados ao comércio ilegal, inclusive com a identificacdo de uma
nova espécie®’, para identificar Actinopterygii do litoral nordestino do Brasil®® e
comunidade de peixes recifais*?.

Em um desses estudos relacionados a pesca ilegal®®, o DNA barcoding foi
utilizado para identificar espécies relacionadas a barbatanas de tubarbes
apreendidas, 0 que se mostrou uma ferramenta util no combate ao comércio ilegal
desses produtos. Outro estudo relacionado a pesca ilegal utilizou marcadores
genéticos para identificacdo de espécies do género Prochilodus, conhecidos como
“curimba”, comumente alvos desse crime*’. Em outro estudo*’, o DNA barcoding foi
usado para rastrear o comeércio ilegal de trés espécies de tubardes pertencentes ao
género Squatina, conhecidos como tubarbes-anjo, vendidas como se fossem
“cacao”. Essas trés espécies sdo consideradas como ameacadas de extincdo na
Lista Vermelha da IUCN e atualmente séo protegidas pela legislagédo brasileira®®.

Alguns estudos tém procurado também ampliar a representacdo de
sequéncias genéticas da ictiofauna brasileira nos bancos publicos para aplicacdes
forenses. Um desses estudos forneceu a primeira biblioteca de DNA barcoding
baseada em COI para Actinopterygii do litoral da regido nordeste, com 78 taxons,
incluindo espécies cripticas®®. Com um propésito semelhante, em outro estudo*?, foi
realizada a identificacdo por DNA barcoding de uma comunidade de peixes recifais
da Baia de Todos os Santos, na Bahia, a fim de construir um banco de dados de
referéncia para identificacdo molecular dessas espécies.

Outra questao importante € o fato de que alguns grupos taxondémicos,
como determinados géneros de peixes, ainda ndo foram devidamente
identificados em nivel de espécie, devido a pouca variacdo interespecifica em
sequéncias de COI, ou aos altos niveis de variacéo intraespecifica associados
a esse marcador®?. Para esses casos, outros genes podem ser usados como
barcodes, j4 tendo sido apontados alguns com potencial para esse fim, mas
ainda pouco explorados®. Diante disso, no estudo citado anteriormente, foram
projetados e validados novos barcodes, a partir da regido da regido do D-loop
do genoma mitocondrial*®. As sequencias obtidas dessa regido foram
comparadas com as obtidas no GenBank® e os resultados demonstraram alta
resolucdo em nivel de espécie para o género analisado por esses autores.

Um dos estudos forenses nacionais sobre DNA barcoding levantados tinha

foco em investigacdo de acidentes aeronduticos®l. Acidentes dessa natureza
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envolvendo animais, normalmente aves, podem resultar na perda de vidas e
prejuizos econdmicos relevantes. De modo geral, nesses acidentes sdo encontrados
apenas vestigios dos animais envolvidos, como sangue, penas e partes de tecidos
biolégicos. Isso faz com que, quase sempre, ndo seja possivel fazer a identificacdo
morfolégica das espécies envolvidas. Para esses casos, a aplicacdo do DNA
barcoding pode ser muito Gtil, uma vez que, apds identificadas as espécies
envolvidas, podem ser desenvolvidas acdes para prevenir outros acidentes dessa
natureza, melhorando a seguranca dos voos®l. Utilizando COI como marcador,
esses autores analisaram amostras biolégicas de aves (penas, plumas e tecidos
bioldgicos) envolvidas em 97 eventos de colisbes com aeronaves, sendo possivel
identificacdo da espécie ou género em 91,7% dos casos.

A determinacdo do intervalo post morten, por meio do relacionamento dos
estagios de decomposicdo dos cadaveres com a analise de diferentes estagios da
entomofauna cadavérica € uma das aplicagbes mais importantes da entomologia
forense, sendo que a identificacdo precisa de espécimes de insetos € geralmente
um passo crucial®?%3. Das 42 producdes cientificas relacionadas a DNA barcoding
levantadas, somente duas delas tinham foco na entomologia forense®%4. Em um
desses estudos, foi investigado o potencial de COI para discriminar espécies de
Oxysarcodexia, importancia médica, veterinaria e forense, em comparacdo com 0s
critérios de identificacdo morfolégica®*. A resolucdo de COI em nivel de espécie foi
bem-sucedida para esse grupo, podendo ser Util para o processamento de vestigios
entomoldgicos coletados em locais de crimes contra a vida no Brasil. Em outro
estudo, um fragmento COIl foi usado para identificar espécies de Diptera de
importancia forense no estado do Espirito Santo®. Foi possivel identificar apenas
35,7% das amostras analisadas por DNA, provavelmente devido a falta de amostras
depositadas em bancos de dados. Portanto, mais esforgcos devem ser feitos para
depositar uma maior variedade de dipteros em bancos de dados para permitir o uso
desta técnica na rotina forense.

O DNA barcoding vegetal vem sendo usado com frequéncia regular no
exterior, para diversos fins na area forense, principalmente em casos de suspeita de
fraudes em medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais®®, bem como em crimes
ambientais®. No Brasil, porém, as aplicacGes na area forense do DNA barcoding
vegetal ainda sao restritas e, de modo geral, recentes, estando representadas por

apenas cinco trabalhos dentro daqueles levantados neste estudo.
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A identificacdo genética de espécies vegetais no Laboratorio de Genética
Forense da Policia Federal do Brasil teve inicio no ano de 2012%. Associados a
esses trabalhos realizados pela Policia Federal, foram identificados dois estudos de
DNA barcoding vegetal*>#6. Os autores desses estudos relataram que um dos
problemas principais continua sendo a escassez de informacdes sobre sequéncias
genéticas de espécies vegetais nos bancos de dados. Além disso, se faz necessaria
a adaptacdo de métodos de extracdo de DNA para os diferentes tecidos vegetais?®.
Isso ocorre porque essa extracdo € significativamente mais dificil em materiais
lenhosos do que em tecidos como folhas e flores.

Quanto as finalidades do DNA barcoding vegetal, entre as aplicacfes
forenses dessa abordagem estd a identificacdo de produtos e subprodutos de
origem vegetal oriundos de crimes contra a flora, nos casos em que a identificagao
baseada em caracteres morfolégicos é bem dificil ou mesmo quase impossivel. I1sso
decorre da vasta plasticidade fenotipica dos taxons, ao alto grau de processamento
desses materiais e ao elevado nivel de especializacdo exigido na identificacao
morfoldgica de espécies vegetais®’.

Os medicamentos fitoterdpicos sdo compostos por produtos industrializados
oriundos de espécies de plantas medicinais, sendo também um assunto das ciéncias
forenses. Isso decorre do fato de que, além de se caracterizar como uma fraude nas
relacbes de consumo, o emprego de vegetais de espécies incorretas nessas
formulacbes é uma ameaca a seguranca dos consumidores, podendo chegar a
causar fatalidades®®. Erros de identificacéo e substituicdes sdo uma realidade nesse
campo e ja foram confirmados, inclusive, no Brasil, de acordo com um estudo de
20145%°. Além disso, ainda segundo os autores desse estudo, a colheita excessiva de
determinadas plantas medicinais em areas naturais para fins comerciais representa
uma ameaca a biodiversidade.

Em um dos estudos selecionados, foram analisadas amostras de folhas
secas, flores e raizes de 257 amostras de 8 espécies distintas, aprovadas pela
OMS para a producao de ervas medicinais, adquiridas no Mercado Central de Belo
Horizonte, MG’°. A técnica DNA barcoding, usando as regides matK, rbcL e ITS2,
revelou 71% de rotulagens incorretas, com substituicbes por outras espécies,
géneros ou familias de plantas.

A necessidade de identificacdo de espécies de plantas de uso proibido € outra

demanda na area forense. No Brasil, a abordagem tradicional para a identificacao
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dessas plantas, como Cannabis sativa, consiste na analise morfolégica e quimica
dos vegetais. Todavia, a maior parte dos materiais apreendidos esta degradada,
dificultando essas analises. Somado a isso, a idade, o tamanho da planta e as
condi¢bes ambientais do local de cultivo dessas plantas podem afetar a quantidade
de canabindides, o que, em tese, pode resultar em resultados enganosos’!. Diante
disso, técnicas genéticas, como o DNA barcoding, também podem ser usadas para
a identificacdo desses materiais’?.

Nesse sentido, plantas vivas e vegetais secos séo frequentemente
apreendidos ante a suspeita de conterem drogas ilicitas ou produtos quimicos
controlados. As analises quimicas, muitas vezes, podem detectar essas
substancias, porém ndo costumam ser eficazes nos casos de produtos altamente
processados e materiais em quantidades muito pequenas. Além disso, esses
métodos podem identificar determinadas substancias associadas a um determinado
grupo de plantas, mas néo identifica a espécie. Para esses casos, a associacao dos
métodos quimicos com o DNA barcoding parece ser uma abordagem promissora®.

Dois estudos empregaram um segmento do gene rbcL como ferramenta de
identificacdo e como assinatura genética de amostras de C. sativa apreendidas no
Rio de Janeiro/RJ’>73, As sequencias obtidas foram comparadas com outras
sequencias obtidas do GenBank e os resultados mostraram que esse barcode foi
eficiente na identificacdo de 100% das amostras de C. sativa e na discriminacao
genética das amostras apreendidas. Além disso, esses autores relataram a
ocorréncia de polimorfismos encontrados no gene rbcL, entre as amostras do Rio
de Janeiro, Estados Unidos, Reino Unido e China. Esses polimorfismos
poderiam ser usados como uma assinatura genética, sendo Util na caracterizacao

de de rotas de trafico de drogas em investigacdes policiais dessa natureza.

5. Considerac0es finais

Os constantes avancos tecnolégicos no campo da biologia molecular tém propiciado
o aperfeicoamento gradual da identificacdo genética de espécies, incluindo o
progresso da técnica DNA barcoding. Em geral, foi observado que essa técnica se
caracteriza como um método pratico, de custo relativamente baixo e que ndo exige
especialistas em taxonomia para o0s diversos grupos de organismos. Essas

caracteristicas conferem ao DNA barcoding um elevado potencial para mitigar os
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problemas relacionados a identificacdo morfolégica de espécies nos oOrgaos de
pericia oficial do Brasil.

De modo geral, a producdo cientifica relacionada a conducdo de estudos
forenses relacionados ao DNA barcoding no Brasil caracteriza-se por uma tendéncia
crescente de desenvolvimento de pesquisas nessa area. A maior parte dessa
producdo teve foco na identificacdo de animais, seus produtos e subprodutos em
situacOes envolvendo fraudes alimentares, caca ou pesca ilegal. Para esse escopo
principal, foi observado majoritariamente o emprego o uso de COl como marcador.
Foi observado o destaque do Distrito Federal, Para e dos estados da regido sudeste
do pais em relacéo a essa producéo cientifica.

O detalhamento de varios estudos mostra que, apesar de ainda haver espaco
para um uso mais difundido do DNA barcoding, instituicdes policiais e de fiscalizacao
brasileiras ja se beneficiam dessa técnica. Nota-se também que a ciéncia brasileira
porcura dar respostas aos problemas locais, adaptando protocolos e técnicas.
Dentre as aplicacbes do DNA barcoding, podem ser mencionadas o auxilio a
investigacBes sobre fraudes alimentares e medicamentosas; caga, pesca e comércio
ilegal de espécies da fauna e da flora silvestres; casos envolvendo espécies
consideradas em risco de extingdo ou protegidas; identificacdo de espécies para
caracterizacao de fitofisionomias e biomas; identificacdo da fonte de tecidos e fluidos
biol6gicos encontrados em locais de crime de maus tratos a animais ou de carcagas
associadas a mortes suspeitas; auxilio em trabalhos de entomologia forense; e na
avaliacao de acidentes aeronauticos, entre outras situacoes.

Por fim, ressalta-se que mesmo quando o DNA barcoding ndo propicia a
identificacéo até o nivel de espécie, como relatado por diversos autores, podem ser
obtidos dados como a familia ou género do espécime. Em muitos casos, a
indicacdo de niveis taxondmicos superiores pode ser suficiente para caracterizar o
crime ambiental ou a fraude alimentar. Isso se d& pelo fato de que intrumentos
juridicos apontam, em muitos casos, por exemplo, géneros inteiros de organismos
em alguns status relacionados ao risco de extincdo®8, ou géneros inteiros de peixes
que podem receber uma mesma denominacédo vernacular®®. Outra possibilidade é
que as sequéncias obtidas sirvam apenas para descartar a presenca de
determinadas espécies, 0 que poderia confirmar ou descartar a possibilidade de

cometimento de algum crime.
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