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1. Introdução 

O relatório proposto foi redigido no âmbito do Estágio Curricular do Mestrado 

Integrado em Ciências Farmacêuticas (MICF), durante o período de 9 de janeiro a 28 de abril 

de 2023 na Farmácia Gaspar (FG), sob a orientação da Dra. Ana Sofia Sousa e completando 

670 horas. A Farmácia Comunitária (FC), devido à sua proximidade com a população, 

desempenha um contributo fundamental como uma das principais entradas para o Sistema de 

Saúde, daí revelar-se fulcral para a aprendizagem do estudante, inserção no mundo profissional 

da FC e compreender o papel do farmacêutico. Na FC são realizadas atividades direcionadas 

para os medicamentos e os produtos de saúde, bem como atividades dirigidas aos utentes. 

Cabe ao farmacêutico aplicar o seu conhecimento teórico e teórico-prático previamente 

adquirido, de forma ética, competente, eficaz, autónoma e responsável. 

O objetivo do presente relatório de estágio destina-se a descrever os conhecimentos 

retidos, as tarefas realizadas, os desafios enfrentados e descrever alguns casos práticos 

experienciados durante o estágio curricular que destacaram o meu percurso na FG. A 

avaliação do estágio estrutura-se em Forças, Fraquezas, Oportunidades e Ameaças (Strengths, 

Weaknesses, Opportunities and Threats - SWOT), dividido por aspetos positivos (Forças e 

Oportunidades) e negativos (Fraquezas e Ameaças) 

2. Farmácia Gaspar 

A FG localiza-se na Rua Carlos Seixas, n.º102, Coimbra, Portugal. Próxima do Vale das 

Flores, do Coimbra Shopping e do bairro Norton de Matos, a FG interage sensivelmente com 

estas zonas da cidade de Coimbra, moradores da rua da FG e vizinhança. A diretora técnica é 

a Dra. Ana Filipa Couto, responsável por dirigir, coordenar e planear todas as atividades da 

FG. A farmácia possui dois gabinetes, entrada, balcões e zona de atendimento, onde se 

encontram alguns produtos Over The Counter (OTC), casa de banho, espaço comum do 

backoffice, onde são guardados os Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM), 

dispositivos médicos e os excessos dos OTCs. O horário de funcionamento da farmácia é das 

8:30 às 20:30 horas, de segunda a sábado, efetuando serviço permanente de 20 em 20 dias, 

definido pela Administração Regional de Saúde do Centro, I.P. (ARSC). Além do mais, esta 

farmácia de oficina trabalha, maioritariamente, com os fornecedores diários Alliance 

Healthcare, S.A., Empifarma, Plural – Cooperativa Farmacêutica, CRL, Botelho & Rodrigues, 

LDA e pontualmente com encomendas diretas aos laboratórios, como por exemplo os 

produtos de cosmética. 
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A nível de plano de estágio, a cada estagiário é associado um orientador que se 

encontra responsável pela sua aprendizagem, correspondendo no meu caso à orientadora do 

estágio curricular. Apesar de não ter um protocolo de estágio escrito, foi objetivo do estágio 

aprender primeiramente como funciona a farmácia por de trás do balcão, nomeadamente na 

receção de encomendas, arrumação das mesmas, devoluções, entregas ao domicílio e 

atendimento telefónico, entre outras atividades típicas de backoffice. Mais tarde, numa fase 

posterior quando o estagiário se encontra preparado, o estagiário avança para o atendimento 

ao balcão. Este sistema apresenta ao estagiário a oportunidade de se familiarizar com os 

métodos de funcionamento da farmácia, como por exemplo a disposição dos medicamentos 

não sujeitos a receita médica (MNSRM), dos MNSRM, mas de venda exclusiva em farmácia e 

dos MSRM, o software de computador SIFARMA®, através das atividades de backoffice 

efetuadas neste programa e observação do atendimento sem intervenção do estagiário. 

 

3. Análise SWOT 

No seguinte esquema, sumarizam-se os aspetos destacados na Análise SWOT. 

 

 

3.1. Forças 

3.1.1. Reuniões Kaizen  

A palavra japonesa kaizen semanticamente significa mudar(kai) para melhor(zen) e 

filosoficamente expressa-se de acordo com o lema “Hoje melhor do que ontem, amanhã 

melhor do que hoje”. A ideologia nasceu no Japão depois da II Guerra Mundial, de modo a 

Figura 1- Diagrama da análise SWOT referente ao estágio na FG 
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reerguer a economia. A sua evolução dinamizou o mundo como o pilar do sucesso para a 

gestão de qualquer negócio, não surpreendendo que este método esteja a ganhar popularidade 

na FC. Na FG as reuniões semanais de equipa regem-se pelos princípios kaizen de organização, 

produtividade, eficiência operacional e melhoria contínua. O objetivo das reuniões é discutir 

problemas, procurar soluções, ouvir opiniões, definir metas, analisar o progresso das vendas, 

com o propósito de melhorar o rendimento e a qualidade do atendimento. Este ambiente de 

crítica construtiva e de evolução é claramente um bom modelo a seguir1; 2.  

 

3.1.2. Marketing 

No âmbito das atividades da FC, a vertente de comunicação e marketing mereceu 

destaque em várias reuniões kaizen, convergindo-se na importância da discussão de ideias 

sobre a promoção de eventos, comemoração de feriados e festividades, através de decorações 

alusivas aos mesmos ou de uma interação nas redes sociais da farmácia, a fim de aumentar a 

afluência da FG. 

 

3.1.3. Proximidade ao Cliente 

Ao contrário das grandes farmácias, as farmácias de bairro procuram manter a 

fidelidade dos seus utentes, conhecendo o seu nome e estilo de vida. Esta afinidade com utente 

possibilita assegurar a sua confiança e fidelização. Avalio de forma positiva esta experiência 

porque pude adquirir e melhorar competências sociais no contacto com os utentes. 

 

3.1.4. Organização do Stock 

O sucesso de uma farmácia é regido pela sua eficiência e, aplicando a metodologia 

kaizen, conclui-se que a organização dos produtos de uma farmácia é um fator crucial de 

eficiência. A organização do stock prossegue-se pela regra first expired, first out, uma medida 

que prioriza a saída da farmácia de produtos por ordem de validade a expirar, unido à 

exposição dos artigos, de modo a atrair o cliente e facilitar o acesso do farmacêutico aos 

mesmos. 

 

3.2. Fraquezas 

3.2.1. Equipa Reduzida 

A FG possui um número reduzido de colaboradores. Em situações de férias e de baixas, 

por exemplo por doença, a carga de trabalho é extenuante, dificultando a rotina na farmácia.  
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3.2.2. Plano de Estágio 

A reduzida oportunidade dada ao estagiário para atendimento de forma independente 

impactou negativamente o percurso do estágio. A gestão de atividades do estagiário é 

maioritariamente realizada pela orientadora, tal como o atendimento.  Em situações de falta 

de colaboradores, a atenção da orientadora de estágio centrou-se essencialmente no pedido 

de encomendas, penalizando a minha aprendizagem. Para futuros períodos de estágio 

constituiria uma substancial melhoria ter toda a equipa mais disponível para acompanhar o 

estagiário, não havendo um foco tão direcionado num único orientador. 

 

3.3. Oportunidades 

3.3.1. Localização 

A proximidade ao centro de saúde comunitário Norton de Matos favorece a FG, 

promovendo a sua atividade. Num atendimento ao balcão um utente da farmácia que requer 

apoio complementar de serviços médicos pode ser direcionado ao centro de saúde e o mesmo 

pode acontecer em sentido inverso.  

 

3.3.2. Prestação de Serviços  

Os serviços da FG incluem a medição de pressão arterial, glicémia, colesterol e 

uricemia e sessões de podologia, fisioterapia e nutrição EasySlim®, Preparação Individualizada 

da Medicação (PIM) e Monitorização Ambulatória da Pressão Arterial (MAPA). Os serviços 

mencionados são atividades relevantes associadas à proximidade ao cliente, na qual considerei 

o PIM e o MAPA particularmente importantes no meu estágio na FG. 

 

3.3.2.1. MAPA 

A MAPA destina-se a medir a pressão arterial do utente de hora a hora durante um 

período de 48 horas. Esta ferramenta para além de garantir uma medição mais rigorosa da 

tensão arterial, permite avaliar possíveis riscos para a saúde no quotidiano do doente, mais 

concretamente o estudo do tratamento anti-hipertensivo e respetivos sintomas, suspeitas de 

hipertensão arterial da “bata branca” (pressão arterial elevada apenas no consultório) e 

normotensão da “bata branca” (pressão arterial normal no consultório e elevada fora deste)3; 

4. Para a farmácia é uma oportunidade de fidelizar o utente, através de um cuidado mais 

personalizado do mesmo.  
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3.3.2.2. PIM 

A PIM é um serviço que integra a organização de formas farmacêuticas sólidas, soluções 

orais e selos transdérmicos para a sua administração consoante a posologia prescrita. A sua 

estrutura enquadra múltiplos compartimentos posteriormente selados por estanque na 

farmácia. O facto de a medicação ser preparada semanalmente por um farmacêutico assegura 

a sua qualidade e segurança, além de facilitar a identificação das tomas e do transporte. A 

tarefa referida, embora seja um trabalho que acarreta uma responsabilidade suplementar à FG, 

simplifica o processo da toma terapêutica do utente, por vezes debilitado e polimedicado. Os 

benefícios da PIM na redução do esquecimento ou de consumo incorreto da medicação, 

melhor organização, controlo de doenças crónicas e comunicação entre o farmacêutico, 

utente e outros profissionais de saúde promovem um serviço mais interveniente e específico 

que permite um acompanhamento aprimorado do utente, inclusive na revisão e identificação 

de interações relacionadas à medicação. 

 

3.3.3. Sistema Informático 

O SIFARMA® é um software de gestão desenvolvido pela Glintt - Global Intelligent 

Technologies amplamente implementado na FC. Na FG, grande parte das tarefas de 

atendimento e receção de encomendas que realizei foram praticadas no software SIFARMA® 

atualizado, mais concretamente nos novos módulos de atendimento e encomendas. No 

domínio mais recente da plataforma SIFARMA®, o último módulo mencionado, em 

comparação a outras FCs, é relativamente pouco reconhecido no panorama atual da FC, sendo 

um ponto diferenciador do meu estágio curricular.  

 

3.4. Ameaças 

3.4.1. Parafarmácias e Vendas Online 

O progresso de vendas online por meio de plataformas digitais e a emersão de 

parafarmácias são meios de saúde cada vez mais populares. Os benefícios associados a preços 

mais baixos e melhor acessibilidade aos MNSRM e outros produtos ligados à saúde são mais 

atraentes em relação à FC. A vertente empreendedora da FC é afetada, pois parte dos lucros 

de uma FC provem dos artigos mencionados acima, onde a margem de lucro é, na maioria das 

vezes, flexível. Afora este assunto, a FC emprega uma missão de informar o utente sobre os 

aspetos do produto, saúde e outras dúvidas que possam surgir no desenrolar do atendimento, 

díspar das plataformas de saúde destacadas.   
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3.4.2. Vendas Sem Receita  

No decorrer de um atendimento, de vez em quando, ouve-se o utente afirmar “na 

outra farmácia davam-me sem receita” ou outra frase semelhante, procurando pressionar o 

farmacêutico. No entanto, uma farmácia, antes da sua vertente comercial, é um 

estabelecimento de saúde e deve ter essa diretriz profissional como primordial. O crescimento 

exponencial do marketing farmacêutico deve progredir concomitantemente com a ética 

profissional farmacêutica e conciliar a satisfação do cliente com estes valores, como decorre 

da sua função principal de serviço de saúde. Esse equilíbrio é um desafio que um bom 

farmacêutico deve gerir e que exige a perseverança dos colaboradores da FG de modo a 

cumprir o seu dever profissional e ético, onde a influência negativa de outras FC impacta 

consideravelmente a relação com os utentes. 

 

3.4.3. Medicamentos Esgotados 

Corolário da recente pandemia e do período de guerra atual, episódios de uma extensa 

quebra de stock na FC revelaram-se uma preocupação predominante do utente. Situações 

extremas como pandemias e guerras alteram drasticamente fatores sociais, políticos e 

económicos. A inflação e o aumento do custo das matérias-primas adjacentes a esses fatores 

aumentam o custo de produção do medicamento que limita a sua aquisição. A preocupação 

do utente sobre estes assuntos gera receio de falha de stock da sua medicação causando a 

alteração da sua frequência na compra de medicamentos e procura de alternativas. De facto, 

um efeito “bola de neve”, no qual o receio de falta de stock de um género de produto ou 

marca impulsiona a aquisição de bens de forma alarmada que, apesar dos limites impostos de 

unidades adquiridas, continua a contribuir para o seu défice.  

 

4. Casos Práticos 

Caso I  

Utente masculino de 60 anos entra na farmácia com uma criança de 7 anos, referindo 

que o seu filho apresenta tosse persistente e, portanto, solicita um xarope para resolver a 

situação. Perante o caso apresentado questionei se tinha tosse seca ou produtiva, se 

apresentava dor de garganta, cefaleias ou febre, a duração da presente tosse e, também, o 

peso do menor. O utente declarou tratar-se de uma criança de cerca de 30kg, não observar 

expetoração ou similar, que a tosse surgiu há dois dias, expressou haver uma leve dor de 

garganta e negou outros sintomas associados. Posteriormente, inquiri se a criança apresentava 
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antecedentes patológicos nomeadamente diabetes ou asma, tendo o pai negado. Através do 

questionário anterior, pude concluir que a tosse era seca e irritativa, não associada a crises de 

asma. Em seguimento, dispensei Levotuss®, um antitússico de ação periférica próprio para o 

tratamento da tosse seca e irritativa com princípio ativo levodropropizina, na posologia de 

5ml de xarope três vezes ao dia5. Mais aconselhei que a duração da terapêutica fosse de 3 a 5 

dias e após esse período deveria consultar o médico se não houvesse melhoria ou ocorresse 

agravamento dos sintomas. Aliado à medicação, sugeri a prática de medidas não 

farmacológicas, tais como consumo de líquidos para promover a hidratação e de bebidas 

quentes como chá de camomila com limão e mel para um efeito anti-inflamatório e lubrificante 

da garganta, aliviadores da irritação. 

Os pontos abordados na segunda pergunta são pertinentes porque a tosse no contexto 

de asma ou Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) requer adequada avaliação e 

tratamento destas doenças. Por outro lado, sendo a sacarose um dos excipientes da 

formulação do xarope Levotuss® será desaconselhável a sua utilização em doentes com 

Diabete Mellitus, devendo recorrer-se em alternativa a medicação sem açúcares5. 

 

Caso 2  

Mulher de 63 anos chegou à farmácia e comunicou que não se sentia bem. Ofereci-lhe 

uma cadeira para se sentar. No desenrolar da situação decidi medir a pressão arterial da 

senhora, estando com os valores de 160/100mmHg, apesar de se tratar de uma utente 

hipertensa medicada. Segundo as Guidelines de Hipertensão Arterial de 2018 da Sociedade 

Europeia de Hipertensão/Sociedade Europeia de Cardiologia, a utente apresenta valores no 

limiar do grau 2 de hipertensão4, sugerindo uma hipertensão não controlada. 

Alertado por estes valores altos aconselhei que a utente contactasse o seu médico. 

Passado uma semana a família da utente entrou em contacto com a FG e constatou-se que 

andava a esquecer-se de tomar a medicação para a pressão arterial, Coveram® de dosagem 

10mg + 5mg de comprimidos de perindopril arginina (Inibidores da Enzima de Conversão da 

Angiotensina - IECA) e besilato de amlodipina (Bloqueadores dos Canais de Cálcio - BCC), 

respetivamente6. Além do mais, verificou-se, mais tarde, a troca de Coveram® pela prescrição 

anterior Coversyl® 10mg de comprimidos revestidos por película de Substância Ativa (SA) 

perindopril arginina, um IECA7. Para esclarecer o assunto, a senhora fez uma consulta com o 

seu médico e chegou-se à conclusão que tinha indícios de Alzheimer, explicando a confusão 
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na toma de medicamentos e as alterações de memória. De modo a evitar recorrências, a 

farmácia passou a estar responsável pela PIM. 

 

Caso 3  

Utente do género feminino de 31 anos vai à farmácia com um bebé no carrinho e pede 

um comprimido anti-histamínico para aliviar o pingo do nariz. De modo a confirmar a origem 

da rinorreia da senhora pergunto se apresenta secreções nasais líquidas de cor ténue. Após 

um retorno positivo, declarou tratar-se de uma alergia sazonal e sucessivamente interroguei 

se apresentava dores de cabeça, congestão nasal ou tosse, tendo negado esses sintomas. 

Perante a situação, questiono se amamenta e, tendo-o confirmado, questiono se o bebé tem 

uma alimentação praticamente exclusiva de leite materno. A senhora afirma que o bebé tem 

7 meses e, por essa razão, faz já uma alimentação variada complementar ao leite materno.  

No aconselhamento, visto corresponder a uma rinorreia alérgica, indiquei a Cetirizina 

Aurobindo® 10mg de comprimidos revestidos por película, um anti-histamínicos H1 não 

sedativo. A posologia proposta à utente foi um comprimido por dia até 5 a 7 dias8. No caso 

de mulher a amamentar, os fármacos de primeira escolha são os anti-histamínicos de segunda 

geração, como a cetirizina. Apesar da informação publicada ser limitada, este composto 

demonstra uma excreção no leite materno relativamente reduzida, um perfil de efeitos 

adversos aprimorado e uma vasta experiência de administração durante a amamentação, tendo 

sempre em conta uma dispensa ponderada. Portanto, nas doses terapêuticas normais, que 

neste caso são reduzidas (10mg/dia), é improvável que os anti-histamínicos afetem a produção 

de leite materno e, aliado a uma alimentação diversificada e ao peso considerável de um bebé 

de 7 meses, a segurança na administração da Cetirizina Aurobindo® é substancial9.  

 

Caso 4 

Uma jovem de 21 anos aproximou-se do balcão afirmando ter tido relações sexuais no 

dia anterior e que gostaria de adquirir a pílula do dia seguinte. No decorrer da entrevista foi 

estabelecido que a pílula Azalia® (Desogestrel 0,075mg) era a única medicação que tomava, 

mas, no entanto, estava incerta de ter efetuado a última toma e que o ato sexual tinha 

decorrido, aproximadamente, há 3 dias (72h) atrás, ausente de qualquer meio contracetivo de 

barreira. Inclusive, a utente afirmou que o seu ciclo menstrual é regular e estar no 14º dia do 

mesmo na altura da atividade sexual de risco, além de negar possuir algum problema de saúde 

como tabagismo, tromboses e problemas cardiovasculares e ser a primeira vez a pedir o 

Contracetivo Oral de Emergência (COE). Diante de um risco considerável de gravidez 
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indesejada, o mais indicado é um COE. Em Portugal, existem dois mecanismos COE acessíveis 

na FC, o comprimido contendo 1,5mg de Levonorgestrel na forma farmacêutica de 

comprimido e o comprimido de SA de Acetato de Ulipristal na dosagem de 30mg. O Acetato 

de Ulipristal atua na fase pré-ovulatória precoce e tardia por meio do bloqueio temporário da 

ovulação, abrangendo em média 5 dias. Já o Levonorgestrel somente atua na fase precoce, 

compreendendo em média 3 dias10. Face à incerteza observada no testemunho da utente, 

recomendei a opção mais segura de Acetato de Ulipristal (EllaOne®) indicado até 120 horas 

(5 dias)11. Além do mais, notifiquei a utente que nas 3 horas seguintes à ingestão do 

comprimido único, no caso de vómito, se torna necessário tomar outro comprimido e, 

também, informei sobre a eventualidade de atraso ou adiantamento da menstruação, 

ocasionalmente, associado à medicação. Adicionalmente, dado que o método contracetivo 

oral habitual não apresenta a SA levonorgestrel possivelmente redutora da eficácia do COE, 

indiquei que poderia continuar o consumo de Azalia® concomitante a métodos barreira até à 

próxima menstruação, e, assim que a menstruação ocorresse, a utente poderia utilizar 

singularmente a pílula10; 11. 

 

Caso 5 

Senhor de 55 anos vem à farmácia e queixa-se de uma dor moderada no estômago, 

sensação de estômago pesado e diarreia ligeira. Mediante estes sintomas, aferi se o utente 

tinha vômitos, fezes negras e febre e, além disso, se estes sintomas eram recorrentes. 

Resultante da interação farmacêutico/utente, pude determinar não serem estes últimos 

sintomas habituais e estar omisso de indícios fortes de outras complicações como 

gastroenterite, intoxicação alimentar, gastrite, refluxo gástrico, úlcera no estômago, entre 

outros. Face ao problema representado de dispepsia e possível disbiose intestinal, recomendei 

um dispositivo médico, o NeoBianacid® Acidez e Refluxo, um a três comprimidos por dia, 

para tomar depois das refeições e uma cápsula por dia, durante pelo menos um mês, do 

suplemento probiótico Symbiosys Alflorex® 12; 13. 

O NeoBianacid® Acidez e Refluxo é um dispositivo médico à base de complexos 

moleculares vegetais e minerais que forma uma película protetora da mucosa. Esta barreira é 

constituída pelo Poliprotect, um complexo molecular com propriedades mucoadesivas. A 

molécula inovadora mimetiza o efeito protetor do muco fisiológico protegendo do contacto 

de sucos gástricos e de substâncias irritantes13. Além do NeoBianacid® para gerir o 

desconforto do estômago e auxiliar na dispepsia, o suplemento alimentar contém probióticos 

que são microrganismos vivos que ajudam na digestão e protegem o organismo contra as 
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bactérias nocivas, nomeadamente promoção do trânsito intestinal regular, prevenção e 

tratamento da diarreia e da prisão de ventre. O suplemento Symbiosys Alflorex® apresenta 

várias células bacterianas, inclusive do género Bifidobacterium, um probiótico típico na 

suplementação alimentar intestinal12; 14. 

Por fim, salientei o consumo de alimentos mais leves e baixos em gorduras para facilitar 

a digestão no estômago e, ainda, se confrontado com o agravamento dos sintomas atuais ou 

desenvolvimento dos outros sintomas já mencionados, deveria consultar um médico. 

 

5. Considerações Finais 

Atualmente, o espetro de atividades exercidas pela FC é, efetivamente, muito amplo. 

As competências técnico-científicas obtidas e tarefas cumpridas na vigência do estágio 

demonstram a importância do papel do farmacêutico para o nosso Serviço Nacional da Saúde 

(SNS) na acessibilidade ao medicamento e equidade na prestação de cuidados de saúde. A FC 

é deveras um meio de saúde alargado que confere um contacto com os utentes singular, 

aliviando a sobrecarga existente no SNS, através da abordagem de transtornos de saúde de 

menor gravidade, reforço da literacia em saúde e compreensão do sistema de saúde numa 

configuração mais personalizada e próxima. 

A minha experiência na FG permitiu aprofundar competências profissionais de 

comunicação e de interação com os utentes, bem como desenvolver aptidões de organização 

e pensamento crítico durante as várias componentes de trabalho do backoffice, especialmente 

em contexto de atendimento. O trabalho dinâmico na FG inclui várias vertentes de saúde para 

prevenir e tratar doenças, com intervenção mínima de outros serviços de saúde e, por 

conseguinte, expandiu o meu domínio de multitasking e versatilidade para aprender e 

implementar de forma correta os vários serviços inseridos na FG. São estes importantes 

fatores da minha realização e desenvolvimento pessoal, enquanto futuro profissional de saúde. 
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1. Introdução 

O presente relatório expõe e avalia sucintamente as atividades praticadas durante o 

estágio curricular realizado no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses 

(INMLCF) no Serviço de Química e Toxicologia Forense (SQTF) inserido no plano de estudos 

do Mestrado Integrado de Ciências Farmacêuticas (MICF) da Faculdade de Farmácia da 

Universidade de Coimbra (FFUC). O estágio referido foi orientado pela Dra. Suzel Costa e 

compreendeu o período 2 de maio a 28 de julho de 2023, com a duração total de 420 horas. 

A estruturação do documento engloba a apresentação do tema, a contextualização do 

INMLCF, SQTF, estrutura do estágio e a apreciação do estágio efetuado no modelo Forças, 

Fraquezas, Oportunidades e Ameaças (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats - 

SWOT) dividido por aspetos positivos (Forças e Oportunidades) e negativos (Fraquezas e 

Ameaças).  

A área das ciências farmacêuticas abrange diversas disciplinas como a toxicologia. Na 

área das ciências forenses, denominamos de investigação toxicológica o conjunto de processos 

analíticos que visam o isolamento, identificação e, quando possível, a determinação quantitativa 

de substâncias tóxicas, tanto no vivo como no cadáver, permitindo assim o diagnóstico da 

intoxicação e o esclarecimento dos factos. A toxicologias forense, uma ciência multidisciplinar, 

dispõe de várias aplicações analíticas para pesquisa de inúmeras substâncias químicas diversas 

tais como medicamentos, pesticidas e drogas de abuso, em diversas matrizes biológicas post 

mortem e in vivo, como por exemplo sangue, urina e cabelo. A componente analítica incluída 

no SQTF é uma oportunidade importante no meu percurso académico como estudante de 

ciências farmacêuticas, na medida em que a disciplina mencionada exerce e lida com práticas 

de laboratório e de instrumentação analítica equiparável ao praticado em MICF, incorporando-

se adequadamente no meu estágio curricular. 

2. INMLCF – SQTF 

2.1. Contextualização 

O INMLCF, reconhecido como uma instituição de destaque a nível nacional, apresenta 

o carácter de laboratório do Estado. Esta instituição encontra-se integrada na administração 

indireta do Estado, dotada de autonomia tanto administrativa quanto financeira, além de 

possuir um património próprio. A sua missão compreende o desempenho de funções e 

responsabilidades inseridas no escopo do Ministério da Justiça1. 

Ao Serviço de Química e Toxicologia Forenses compete assegurar, a nível nacional, a realização 

de perícias e exames laboratoriais químicos e toxicológicos, no âmbito das atividades das delegações 
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e dos gabinetes médico-legais, bem como a solicitação das autoridades e entidades para o efeito 

competentes (e.g. Tribunais, Polícia de Segurança Pública - PSP, a Autoridade Nacional de 

Segurança Rodoviária - ANSR e a Guarda Nacional Republicana – GNR), ou do presidente do 

conselho diretivo, de acordo com a Portaria n.º 19/2013, de 21 de janeiro2.  

O SQTF do INMLCF, Delegação Sul, situa-se na Rua Manuel Bento de Sousa 3, 1169-

201, Lisboa. O SQTF é constituído pelo serviço administrativo, Controlo de Qualidade (CQ), 

receção e armazenamento de amostras, setor analítico constituído por quatro equipas 

laboratoriais e o diretor do serviço, o Dr. João Miguel Franco. Os grupos de trabalho 

distribuem-se em: (1) triagem de drogas de abuso por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA), (2) Confirmação e Quantificação de drogas de ação no Sistema Nervoso Central 

(SNC) por Gas Cromotography (GC) e Mass Spectometry (MS), (3) Triagem, Confirmação e 

Quantificação de medicamentos e drogas de ação do SNC via Liquid Cromotography (LC) 

acoplado a MS, (4) quantificação de álcool do sangue por GC/ Headspace (HS) com Flame 

Ionization Detector (FID) e determinação de carboxihemoglobina por método 

espetrofotométrico. 

A receção, o primeiro interveniente na cadeia de custódia interna do SQTF, dá a 

entrada dos kits de recolha de amostras biológicas assegurando que todos os procedimentos 

são cumpridos segundo as normas do INMLCF e, posteriormente, o(s) processo(s) analítico(s) 

solicitados(s) é/são adicionado(s) à plataforma STARLIMS®, um software de gerenciamento de 

dados que garante a logística do SQTF no registo de amostras, armazenamento e 

conhecimento do tipo de amostra biológica e volume de trabalho. Aliás, a plataforma é crucial 

para atribuir os resultados analíticos, emitir relatórios e obter dados estatísticos sobre o 

funcionamento do laboratório. Por fim, as amostras rotuladas são armazenadas no congelador 

a -10ºC. 

O serviço administrativo verifica a conformidade dos vários documentos e 

reencaminha, via STARLIMS®, os procedimentos analíticos a efetuar consoante os requisitos 

específicos, como pesquisa de drogas de abuso, álcool, medicamentos, pesticidas e 

carboxihemoglobina, entre outros. Por fim, são emitidos os relatórios para as entidades 

requisitantes. 

Associado a cada processo é-lhe atribuído um código com a seguinte formatação 

2023/001969/LX-T, ou seja, dividido por ano, número sequencial do processo, região (área 

metropolitana de Lisboa e gabinetes médico-legais da sua área de atuação) e tipo de processo 

(Toxicologia). Concomitantemente, para cada amostra é associado o(s) processo(s) de análise 

da amostra, com um ou mais códigos específicos, por exemplo PE-STF-S-403 de determinação 
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espetrométrica de carboxihemoglobina, descrevendo o tipo de procedimento (Procedimento 

de Ensaio - PE), departamento do instituto (Serviço de Toxicologia Forense), delegação do 

INMLCF (Sul) e género de pedido analítico, respetivamente. 

 

2.2. Estruturação e Descrição do Estágio 

A organização do estágio curricular foi separada em duas partes. A primeira parte 

consistiu numa abordagem teórica e observacional das componentes abordadas anteriormente 

do SQTF, bem como, leitura de bibliografia e da drive do Sistema de Gestão (SG) de qualidade 

incluindo PE, procedimentos gerais, procedimentos operacionais e registos técnicos, lista de 

padrões, instruções de kits, equipamento analíticos, entre outros. O objetivo previa fornecer 

conhecimento preliminar dos métodos de análise e entender melhor o funcionamento geral 

do SQTF e, inclusive, visava a interpretação de resultados de casos práticos.  

A segunda parte, envolvia a componente prática, nomeadamente extração do analito 

da amostra através de PE distintos. Os PE realizados de confirmação por GC/MS 

compreenderam a pesquisa de opiáceos e cocaína. A descrição sucinta do procedimento 

laboratorial de confirmação de drogas de abuso no sangue por GC/MS pode ser visualizada na 

Figura 2, desde a remoção da Amostra Laboratorial (AL) e do sangue branco do congelador 

até à transferência do(s) analito(s) de interesse para o vial.  

No decorrer da atividade laboratorial, vários erros podem acontecer, quer sejam erros 

sistemáticos ou aleatórios O procedimento analítico possui Controlo de Qualidade Interno 

(CQI) que confere melhor desempenho do mesmo e é composto por: controlos positivos, 

controlo negativo e o Branco de Reagentes (BR). O controlo negativo de branco de sangue 

avalia, em cada sequência analítica, o efeito da matriz e o BR que deteta contaminações 

provenientes dos reagentes utilizados, entre outros. Nos procedimentos de confirmação são 

definidos 3 controlos positivos: um controlo baixo no Limite de Deteção (LD) do PE que 

permite confirmar a sensibilidade do método e dois controlos na gama baixa e alta de 

concentrações que permitiu confirmar a presença do analito na amostra, através da 

confirmação dos rácios iónicos conforme os critérios da World Anti-Doping Agency 

(WADA), Tempo de Retenção (TR) e Tempo de Retenção Relativo (TRR) do analito e Padrão 

Interno (PI) e, ainda, permite uma estimativa da concentração do analito na amostra. Por outro 

lado, nos PE quantitativos são definidos quatro controlos positivos na gama de trabalho, alta, 

média e baixa concentrações e no Limite de Quantificação (LQ) do PE. Deste modo, é 

assegurada a exatidão do método. A precisão do método analítico é avaliada em cada série 

analítica mediante a análise de replicados ou mesmo triplicados dos controlos. 
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A extração dos analitos de interesse da amostra biológica mais especificamente da 

Toma de Ensaio (TE), ou seja, a alíquota obtida a partir de uma AL e sobre a qual se realiza o 

ensaio, foi efetuada por colunas da WATERS® de Extração de Fase Sólida (Solid Phase 

Extration - SPE) que contêm partículas monodispersas de resina de poliestireno-divinilbenzeno 

ligadas a grupos de ácido sulfónico aromático, designadas por Oasis MCX (Mixed-Mode Cation 

eXchange) como representado na Figura 1. Este adsorvente polimérico de caráter misto 

incorpora os princípios da retenção de fase reversa (fase estacionária apolar) e da permuta 

catiónica forte (MCX), o que resulta numa capacidade superior para reter compostos de 

maneira eficiente3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O passo final engloba a derivatização química que é um passo crucial à GC-MS dado à 

capacidade do agente derivatizante de transformar as substâncias químicas de interesse em 

compostos mais voláteis e de polaridade distinta inerentes a uma melhor resposta do detetor 

e eficiência cromatográfica que se reflete na separação dos picos cromatográficos mais 

apropriados aos critérios pré-definidos do SQTF. 

 

Figura 1- Molécula constituinte das Colunas MCX de poliestireno-divinilbenzeno, 

representando a azul um grupo hidrofóbico e a verde uma ligação de ácido 

sulfónico aromático promotora de trocas catiónicas, adaptado de (3). 
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Figura 2 – Diagrama de fluxo de trabalho do procedimento de um PE de confirmação de drogas de 

abuso no sangue por GC/MS separado por: homogeneização da AL e do sangue branco; preparação 

da TE, adição do PI e Preparação do CQI; SPE e derivatização química.  

 



29 

 

A seguir ao procedimento laboratorial ocorre a análise instrumental por GC-MS, em 

modo SIM (monitorização seletiva dos fragmentos iónicos) e split (1:5) cujas condições 

cromatográficas se ilustram na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O cumprimento dos critérios previamente estabelecidos é crucial durante a obtenção 

dos dados e na avaliação dos resultados analíticos, por exemplo, durante a confirmação 

qualitativa, na identificação do composto na amostra, a razão Sinal/Ruído (S/R) para picos 

cromatográficos de baixa intensidade ou com elevado ruído nas proximidades, o TR e o TRR 

do analito por comparação com o PI, a presença dos 3 fragmentos iónicos definidos, e os 

critérios de aceitação admitidos para as suas intensidades relativas. 

No plano de estágio também foi introduzido o PE de quantificação de cocaína e 

metabolitos por GC/MS que é um procedimento laboratorial mais complexo, devido à 

elaboração de uma curva de calibração com 6 pontos e a exigência de duplicados nos controlos 

e amostras biológicas para aferir a precisão e exatidão do PE. Estes critérios associados a 

cartas de CQ são pormenores a ter na avaliação da qualidade dos resultados para chegar a 

conclusões válidas, com elevado grau de confiança.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Representação gráfica das condições do forno do GC 
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3. Análise SWOT 

A análise SWOT é uma ferramenta de gestão útil para identificar as caraterísticas e 

fatores que influenciaram a minha experiência no estágio no SQTF. A sua representação é 

ilustrada na Figura 4.  

 

3.1. Forças 

3.1.1. Familiarização de Conteúdos 

O contacto com as disciplinas do MICF centradas em métodos instrumentais analíticos 

(Métodos Instrumentais de Análise I e II), de contexto laboratorial de isolamento de 

compostos, identificação e quantificação (Química Analítica I, Química Farmacêutica I e II, 

Farmacognosia, Química Orgânica I e II) facilitaram o acompanhamento da rotina do SQTF, 

desde o manuseamento preciso de pipetas, cálculos de diluição, concentração e interpretação 

gráfica, como curvas de calibração. Uma área importante a destacar é a Estatística, importante 

na validação e controlo de resultados e métodos analíticos. A sua aplicação na avaliação da 

linearidade das curvas de calibração, CQI e determinação da incerteza da concentração dos 

analitos é fundamental na área das perícias toxicológicas.  

 

 

 

 

 

Figura 4 - Diagrama da análise SWOT referente ao estágio no SQTF do INMLCF 
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3.1.2. SG 

Ao longo do curso no MICF, apreendi através de cadeiras como Assuntos 

Regulamentares do Medicamento e Gestão de Processos Regulamentares, a importância do 

CQ para garantir a segurança e qualidade do medicamento. Os mesmos princípios são 

aplicados no INMLCF no formato de SG. O SG reúne um conjunto de elementos relacionados 

entre si, com o fim de estabelecer objetivos, políticas e processos para alcançar as metas 

definidas e em última instância, a satisfação do Cliente, a Justiça. O SG implementado no SQTF 

integra as normas do INMLCF e, também, considera os requisitos gerais para a competência 

de laboratórios de ensaio e calibração, inseridos na Norma Portuguesa (NP) já adotada na 

European Norm (EN) e essa norma, por sua vez, foi aprovada previamente pela International 

Organization for Standardization (ISO) e a International Electrotechnical Commission (IEC), 

ou seja, a NP EN ISO/IEC 17025. A NP EN ISO/IEC 17025 estabelece regras pelas quais os 

laboratórios podem demonstrar a sua competência técnica para a realização dos PE e 

evidenciar a garantia de qualidade dos resultados analíticos fornecidos. A nível internacional, 

facilita a colaboração entre laboratórios e outras entidades, o que contribui para uma maior 

harmonização dos resultados analíticos entre diferentes países, legitimando-os em territórios 

estrangeiros, eliminando a necessidade de os refazer4.  

Além disso, o laboratório do SQTF segue os critérios de confirmação qualitativa da 

organização WADA nos métodos de confirmação de drogas de abuso, medicamentos e 

pesticidas. As auditorias internas e externas ao SQTF, asseguram boas práticas laboratoriais 

compatíveis com as agências de acreditação, tal como o Instituto Português de Acreditação 

(IPAC), garantem ainda conformidade com a NP EN ISO/IEC 17025, comunicando os 

resultados das auditorias a toda a equipa, de forma proativa, e estabelecendo as correções e 

ações corretivas consideradas apropriadas, num sistema de melhoria contínua dos processos.  

 

3.2. Fraquezas 

3.2.1. Equipa Reduzida 

O SQTF apresenta uma quantidade elevada de pedidos de análises toxicológicas em 

amostras biológicas diversas para o número de elementos inseridos nas equipas laboratoriais 

e há limitação diária no número de análises efetuadas imposta pela capacidade de resposta dos 

instrumentos analíticos utilizados. Estas limitações são responsáveis por atrasos nos tempos 

de resposta do SQTF.  
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3.2.2. A Transição para o Digital 

A Implementação do SG Documental no INMLCF, visando a desmaterialização e a 

tramitação eletrónica de sistemas e procedimentos baseados em papel é recente. Deste 

modo, numa fase inicial, o acesso à drive do SG de qualidade foi difícil. A primeira fase do meu 

estágio requeria a leitura da documentação existente no SG, o que atrasou a aprendizagem 

das bases de operações do SQTF importantes para o meu estágio. 

 

3.3. Ameaças 

3.3.1. Rotatividade com periodicidade alargada 

O SQTF faz a rotação dos Especialistas Superiores nas quatro equipas laboratoriais 

para garantir a versatilidade da equipa na execução dos PE, porém, com uma periocidade 

alargada. A introdução de um novo instrumento analítico ou novo método analítico exige a 

sua validação, como sucedido com a introdução do LC-MS há 14 anos para a confirmação e 

quantificação de canabinoides e benzodiazepinas. No entanto, procedimentos como a triagem 

de medicamentos e drogas de abuso utilizando esta tecnologia apenas começaram há um ano, 

primeiro no grupo dos medicamentos e mais tarde no grupo das drogas de abuso, não tendo 

ainda alcançado todos os membros da equipa nestas duas vertentes. O problema exposto 

revela a necessidade de períodos de rotação mais curtos que permitem ao analista estar mais 

ciente de todo o trabalho praticado no SQTF. 

 

3.3.2. Manutenção de Equipamento 

Um atributo importante de um toxicologista forense é a análise crítica dos resultados 

analíticos. Durante o período de estágio, foi possível constatar a rejeição de alguns controlos 

de qualidade dos PE por falha humana e ou problemas técnicos nos equipamentos analíticos. 

Este género de problemas instrumentais atrasam o fluxo de trabalho, obrigando à repetição 

de todo o PE, e exigem, por vezes, manutenção corretiva externa que requer técnicos 

especializados no equipamento, o que pode demorar algum tempo até o equipamento analítico 

voltar a estar operacional.  

Nas minhas próprias atividades laboratoriais a ausência na troca do liner (câmara de 

aquecimento para injeção GC-MS) foi um fator limitante da qualidade do meu resultado. O 

plano de manutenção preventiva interna do GC-MS define que o liner deve ser trocado após 

cerca de cem análises, por causa de acumulação de resíduos, ou sempre que haja mudança do 
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reagente de derivatização química, para não haver misturas e contaminação de uma pesquisa 

prévia no GC-MS.  

 

3.4. Oportunidades 

3.4.1. LC-MS 

O LC-MS fornece, em comparação ao GC-MS, melhor sensibilidade, seletividade e 

simplicidade do procedimento de extração (precipitação proteica versus SPE) e é mais 

vantajoso para análise de substâncias termolábeis. Aliás, PE requer pouco volume de amostra 

(100uL) devido ao seu potente LD. A introdução desta tecnologia requer validação. Durante 

o meu estágio, os procedimentos de triagem de drogas de abuso e medicamentos por LC-MS 

estavam sob validação do PE e, por isso, tive a oportunidade de compreender a sua 

importância para garantir a veracidade, linearidade e precisão do método analítico.  

 

3.4.2. Setores do SQTF e Serviço de Genética e Biologia Forense (SGBF) 

A passagem pelos diferentes setores do SQTF, em particular a visualização dos vários 

PE praticados pelas quatro equipas de trabalho e a oportunidade de visitar o SGBF deram-me 

uma perspetiva mais abrangente do INMLCF e da área forense. 

 

3.4.3. Ensaios Interlaboratoriais  

Na periocidade de um ano são realizados vários ensaios interlaboratoriais, com o 

intuito de avaliar o desempenho dos métodos analíticos, dos participantes e comparar com 

outros laboratórios, evidenciando a capacidade do SQTF em fornecer resultados analíticos 

fiáveis e o estabelecimento de ações corretivas, num sistema de melhoria contínua do Serviço. 

Este ensaio pode ainda auxiliar a estimar parâmetros laboratoriais, como a incerteza da 

medição associada a um resultado analítico. 

 

3.4.4. Metodologia Prática 

No decorrer do estágio pude fortalecer estratégias para prevenir erros sistemáticos, 

bem como analisar diferentes perspetivas de trabalho. Cada funcionário do serviço possui 

diferentes formas de melhorar a performance. Os procedimentos do SQTF recorrem muitas 

vezes a várias amostras em série no mesmo suporte em eppendorfs/tubos, ligado a um 

trabalho, por vezes, monótono, que aumenta o risco de cometer lapsos na pipetagem e troca 

na ordem das diversas amostras. A prevenção desses erros evita contaminação, perda de 
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soluções e confusão na origem das amostras.  Por outro lado, os pormenores críticos 

observados no decorrer do procedimento laboratorial assim como bolhas na ponta da pipeta 

ou no vial, inconsistência de medição na pipeta e micropipeta e a perspicácia na validação, 

confirmação e quantificação de resultados, tais como integração correta e uniforme das curvas 

gaussianas e uso do controlo apropriado para apreciar a conformidade de determinado analito, 

foram habilidades difíceis de regular e que só pela repetição fui capaz de melhorar. A junção 

de todas estas competências permitiu alcançar resultados mais fiáveis e consistentes.  

 

4. Considerações Finais 

O âmbito das atividades do INMLCF, SQTF abrange o seu relevante serviço de perícia 

forense química e toxicológica em cooperação com tribunais, órgãos de polícia criminal e 

outros serviços e entidades intervenientes nos sistemas de administração da justiça. O apoio 

prestado a estas autoridades judiciárias e judiciais deve respeitar as normas éticas e legais, 

salvaguardando os direitos do cidadão e a segurança pública. O correto exercício da função 

de um toxicologista forense permite esclarecer a causa e o efeito de um determinado evento, 

no contexto atual dos comportamentos aditivos e dependências de substâncias psicoativas de 

uso ilícito, alcoolismo, distúrbios mentais e polimedicação. A elevada mortalidade associada a 

acidentes rodoviários, mortes por overdose, suicídios e violência em geral, atestam a enorme 

importância social da toxicologia forense. Além disso, o conhecimento adquirido no estágio 

em análise toxicológica de drogas de abuso, álcool, pesticidas e medicamentos e o seu 

enquadramento histórico tornaram-se essenciais no meu percurso académico, pelo seu 

interesse farmacológico, toxicológico e extensão laboratorial. 

A minha integração no SQTF do INMLCF expandiu o meu domínio laboratorial, 

químico e toxicológico, permitindo-me o contacto com práticas e conhecimentos numa 

grande variedade de PE e interpretações de dados analíticos. A partir deste estágio consegui 

experienciar e captar a importância de boas práticas laboratoriais consequentes a um 

excelente CQ, agilidade laboratorial e pensamento crítico durante todos os procedimentos e 

análises de resultados executados, especialmente numa área tão ligada à justiça e à saúde 

pública. Deste modo, praticando e repetindo métodos analíticos validados submetidos a um 

bom CQ interno e externo, consegui implementar corretamente boas práticas de laboratório 

e expandir a minhas bases no ramo da toxicologia e química, determinantes para a boa 

formação de um toxicologista forense. 
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Abreviaturas 
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NIST - National Institute of Standards and Technology  

PCR - Polymerase Chain Reaction  
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Q1- Quadrupolo 1  
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QQQ - Triplo Quadrupolo  

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism 

RNA - Ácido ribonucleico  

RNAg - RNA guia  

RNAr - RNA ribossómico 

SAAPs - Single Amino Acid Polymorphisms  

SNPs - Single-Nucleotide Polymorphisms  

STR - Short Tandem Repeats  

tracrRNA - RNA de CRISPR de ativação em trans 
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Resumo 

A Ciência Forense é uma área interdisciplinar que desempenha um papel-chave no 

sistema legal. As tecnologias forenses crescem em passos consideráveis e, cada vez mais, 

conseguem oferecer resultados mais precisos. A ciência aliada à investigação pericial, por meio 

da evidência de DNA (ácido desoxirribonucleico), contribui com a Justiça para esclarecer a 

verdade. Atualmente, a recolha e análise de provas vestigiais é muito mais acessível e 

frequente, levantando várias questões e incertezas sobre a fiabilidade dos resultados, visto que 

os dados obtidos, por vezes, provêm de amostras de qualidade reduzida. Na história do DNA 

num contexto forense houve inúmeros casos de injustiças associadas à sua aplicação 

desadequada para a identificação humana. Face às limitações do DNA e às consequências 

provenientes das mesmas, torna-se imperativa a procura e investimento de soluções dentro 

da genética forense como a Genotipagem Probabilística (GTP) e o sequenciamento paralelo 

massivo (Massively Parallel Sequencing - MPS), mas também fora, tal como a Proteómica e 

Comunidades Microbianas. A evolução recente da tecnologia permitiu vários avanços nessas 

áreas, possibilitando o desenvolvimento de métodos com valores de repetibilidade, veracidade 

e incerteza aprimorados, com o intuito de alcançar os critérios de conformidade exigidos na 

vertente judicial. O estudo da Proteómica, que oferece múltiplas aplicações úteis, em particular 

na identificação da origem de um fluido ou tecido corporal, e da Comunidade Microbiana, 

promissora em várias vertentes, nomeadamente na identificação humana, apresentam uma 

relevância substancial. A abordagem deste tema tem o fim de melhorar a perceção comum 

sobre a perícia forense, além de apresentar tecnologias emergentes muito promissoras nas 

Ciências Forenses e de indiscutível pertinência em sociedades contemporâneas. 

 

Palavras-chave: Ciência Forense, Impressão Digital de DNA, Misturas de DNA, Erros 

Forenses, Microbioma Forense, Proteómica Forense, Espectrometria de Massa. 

 

 

 

 

 

 



40 

Abstract 

The discipline of Forensic Sciences plays an important role in the legal system and the 

deoxyribonucleic acid (DNA) is a fundamental Gold Standard (GS) criminal expertise tool in 

this field. Nowadays, the collection and analysis of trace evidence is much more accessible and 

frequent, raising various questions and uncertainties about the reliability of the results, since 

the data obtained sometimes comes from samples of reduced quality. In the history of DNA 

in a forensic context, there have been numerous cases of injustice associated with its 

inappropriate application for human identification. Faced with the limitations of DNA and the 

consequences they entail, it has become imperative to look for and invest in solutions within 

forensic genetics such as Probabilistic Genotyping (GTP) and Massively Parallel Sequencing 

(MPS), but also beyond it, such as Proteomics and Microbial Communities. The recent 

evolution of technology has led to several advances in these areas, making it possible to 

develop methods with improved repeatability, veracity and uncertainty values, in order to 

achieve the compliance criteria required in the judicial practice. The study of Proteomics, 

which offers multiple useful applications, particularly in identifying the origin of a body fluid or 

tissue, and of the Microbial Community, which is promising in several areas, particularly in 

human identification, that is of substantial relevance. Addressing this topic is intended to 

improve the common perception of forensics, as well as presenting promising emerging 

technologies in Forensic Sciences relevant to the modern society. 

 

Keywords: Forensic Science, DNA Fingerprinting, DNA Mixtures, Forensic Errors, Forensic 

Microbiome, Forensic Proteomics, Mass Spectrometry. 
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1. Introdução 

O DNA e justiça são uma conformidade recorrente na medicina legal, nas autoridades 

criminais e no sistema judicial, inerente à sua aptidão para libertar os inocentes e condenar os 

culpados. A técnica de impressão digital de DNA revolucionou o campo das ciências forenses 

desde a sua descoberta em 19841 e o seu primeiro caso criminal em 19872; 3; 4; 5. Ao longo das 

últimas três décadas, a genética forense tem testemunhado avanços significativos em termos 

de poder de discriminação, velocidade e sensibilidade dos métodos de perfil de DNA2; 3; 4; 5. 

Desde há muito instituído com o estatuto de GS, a sua credibilidade acarreta muita influência 

na decisão das entidades jurídicas, especialmente quando associado a um perfil presente no 

banco de dados de DNA ou gerado a partir de um suspeito2; 3; 4; 5; 6. No entanto, muitas vezes 

as provas forenses e de DNA são caraterizadas como infalíveis, ou de simples análise, 

associadas aos dramas policiais de televisão, também conhecido como o efeito “CSI”7; 8.  

Díspar das evidências biológicas preliminares, a nova geração consegue chegar ao 

resultado, empregando DNA demasiado degradado, amostras de quantidade reduzida e 

misturas complexas de DNA, onde o perfil Short Tandem Repeats (STR) tradicional pode sofrer 

limitações2; 3; 4; 5. Os analistas face a amostras de baixa qualidade, difícil interpretação e 

danificadas são suscetíveis a uma leitura e perceção por vezes duvidosas que aumentam a 

incerteza relacionada às conclusões tiradas pelo perito forense6. Ligado a estes desafios, o 

desenvolvimento de novas tecnologias, como é o caso de microbioma e proteomas, para o 

auxílio da investigação criminal, bem como, dentro do DNA, compreender as suas limitações 

e procurar soluções, tornam-se áreas de interesse. Nas situações em que o DNA isoladamente 

não é suficiente para aplicar uma sentença sem a mínima dúvida, deve-se assegurar a justiça no 

tribunal e ir além do GS atual e promover outros GS, para, assim, obter um nível de confiança 

inquestionável. 

 

2. Provas Forenses 

A manipulação, transferência e análise de provas biológicas são elementos essenciais 

na ciência forense, e garantir um registo preciso e completo da cadeia de custódia assegura 

que as provas apresentadas em tribunal são exatamente aquelas coletadas no local do crime 9. 

A análise dessas provas desempenha um papel fundamental no processo, pois tem o poder de 

identificar um indivíduo, estabelecer o seu paradeiro e associá-lo a um objeto. Essas evidências 

da ação criminal são geralmente classificadas em três componentes principais: engenharia 

informática, física e química, e identificação humana e biologia (Figura 1). As provas físicas são 
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frequentemente cruciais para as investigações criminais, complementando os depoimentos das 

testemunhas, vítimas e suspeitos 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vestígios são a prova residual de uma ocorrência ou ação anterior de algum 

acontecimento ou agente e, também, se definem como uma quantidade muito reduzida de 

substâncias que incluem ordens de grandeza muito baixas para serem medidas 11. Este género 

de prova é, atualmente, muito comum, e é bem justificado pelo crescimento da indústria 

tecnológica analítica. O DNA e as impressões digitais têm a vantagem de poderem ser 

recolhidos em muitos suportes diferentes 10, no entanto a gama vestigial de provas abordada 

acima pode complicar o processo subsequente de análise forense de DNA. 

 

 

 

Figura 2- Gráfico circular representando algumas provas físicas do âmbito da física 

química e biologia e provas digitais possíveis recolhidas da cena do crime. 
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3. DNA 

3.1. Revolução Científica 

A 28 de fevereiro de 1953 Francis Crick disse “We have discovered the secret of life”12 

e, de facto, essa descoberta mudou a perspetiva científica para gerações futuras. O DNA 

envolve quatro propriedades essenciais, segundo o modelo Watson–Crick: DNA é uma 

macromolécula informativa, explica a replicação do material genético, clarifica a especificidade 

genética do DNA e elucida a sua capacidade de modificação, como as mutações12.  Em 1958, 

o modelo de replicação semiconservativa foi comprovado pelos americanos Matthew 

Meselson e Franklin W. Stahl, demonstrando que o DNA é uma estrutura de dupla hélice e 

que o processo de replicação surge com a separação das duas fitas que formam a molécula de 

DNA. Em seguida, verifica-se a ligação dos nucleotídeos livres no núcleo a um nucleotídeo 

correspondente em uma das fitas. Concretamente, duas moléculas de DNA constituídas por 

uma fita antiga, pertencente à molécula original, e uma fita nova sintetizada12; 13.  

 

3.2. Genoma Humano 

O genoma humano é a sequência completa de moléculas de DNA dentro dos 23 pares 

de cromossomos nos núcleos das células humanas, descrito num “alfabeto” de ácidos 

nucleicos A, C, G e T. A codificação deste sistema permite rastrear ancestrais, distinguir 

indivíduos e mapear doenças 8. Além disso, o genoma humano é constituído por 95% de DNA 

não codificante e 5% codifica regiões proteicas. Dentro da região não codificante, está o 

segredo da elevada variabilidade genética. Disperso por todo o genoma humano existem locais 

genéticos (loci) constituídos de curtas secções de DNA repetidas várias vezes no gene. No 

âmbito forense há dois géneros de sequências principais a ter em consideração, os 

minissatélites e os microssatélites. Os minissatélites são sequências curtas de 10 a 60 pares de 

bases de DNA repetidas, enquanto os microssatélites, ou STRs, são mais curtos que os 

minissatélites, geralmente com dois a cinco pares de bases de comprimento. Ambas as 

sequências se repetem muitas vezes no genoma humano, por exemplo 'TATATATATATATA'. 

Esses polimorfismos de DNA alteram o comprimento dos fragmentos de DNA produzidos 

através de enzimas de restrição1; 8; 14, um processo crucial para a descoberta do perfil de DNA.  
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Diante das quatro variedades de ácidos nucleicos, o número de combinações seria 

limitado, mas, por causa de sequências como o STR é, assim, explicada a extensa variabilidade 

genética humana. O segmento STR, inserido no locus, varia de comprimento na população, 

obtendo alelos diferentes no gene determinantes na expressão genética do indivíduo, ou 

genótipo e, assim, identificá-lo. Quanto maior for a diversidade de alelos num locus STR, maior 

serão as possibilidades de combinações de pares de alelos de genótipos.  Realmente, a 

probabilidade de existirem duas pessoas com a mesma impressão digital de DNA, perante uma 

população aleatória e diversificada, poucos gémeos idênticos, baixo grau de parentesco e 

poucas situações de consanguinidade, é muito reduzida1; 8; 15 . 

Portanto, é possível gerar um perfil genético único para cada indivíduo, altamente 

improvável de ser compartilhado por outra pessoa, a menos que haja um vínculo familiar 

próximo, corroborando a legitimidade do uso de DNA para a identificação de suspeitos em 

casos criminais.  

Figura 2 - Ilustração da dupla hélice de DNA e estrutura molecular de quatro 

tipos de bases nitrogenadas de Adenina a vermelho, Timina a laranja, Citosina a 

azul e Guanina a verde. Adaptado de freepick.com. 
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3.3. Impressão Digital   

3.3.1. Contextualização na Área Forense 

A impressão digital, conhecida também por perfil de DNA ou genética forense, é a 

base das ciências forenses para a deteção do contribuidor de uma amostra biológica16. Aliás, 

o DNA fornece, mais do que uma impressão digital física latente, um perfil único e específico17.  

Sobretudo, é um método que extrai o DNA do genoma de um indivíduo e reconhece os sinais 

únicos do mesmo1; 14.  Via esta estratégia, é possível identificar o contribuidor das provas 

recolhidas no local do crime, resolver disputas jurídicas como testes de paternidade e 

questões de herança e, ainda, confirmar vítimas de catástrofes e pessoas desaparecidas a partir 

de restos mortais14; 16.  

Ao longo do tempo, os métodos de análise de polimorfismos genéticos para fins 

forenses têm passado por constantes alterações e aprimoramentos, chegando a alcançar alta 

sensibilidade2; 16.  Exemplo disso é a reação em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction 

- PCR), um procedimento automatizado que gera várias cópias de uma sequência específica de 

DNA, quer seja DNA parcialmente degradado, ou uma pequena porção1; 2. O progresso da 

indústria destaca-se, igualmente, pela mudança da técnica de polimorfismo de comprimento 

de fragmentos de restrição (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP) pelo STR. No 

início da década de 1990 os métodos de colheita de impressões digitais de DNA usando RFLP 

foram gradualmente substituídos por métodos baseados no PCR, devido à maior sensibilidade, 

rapidez e precisão da genotipagem3; 18. O RFLP comparativamente aos outros métodos, 

revelou-se limitado pela qualidade e quantidade de DNA disponível e com dificuldades em 

comparar de forma fidedigna perfis genéticos de diferentes fontes, técnicas e laboratórios. A 

alteração de minissatélites do RFLP para microssatélites do STR, mostrou-se tão adequada 

para estudos forenses que o STR é uma das técnicas mais utilizadas em casos criminais, 

definitivamente, um GS. Os atributos que frisam o seu estatuto são a sua sensibilidade 

suplementar, retenção bonificada quando confrontado com sistemas de número variável de 

repetições tandem (Variable Number of Tandem Repeats - VNTR) e mais discriminante que 

outros meios de tipagem para PCR 3; 19; 20. 

De facto, o nível de qualidade de recolha de provas é tão eficiente que deteta as mais 

pequenas quantidades de DNA, levantando questões de: transferência secundária de DNA da 

natureza sujeito para objeto, sujeito para sujeito e objeto para objeto; momento de deposição 

de DNA e sua contaminação que põe em perspetiva o que é realmente necessário para chegar 

à origem cronológica e biológica de uma amostra de DNA vestigial. Perante estes problemas, 



46 

é necessário compreender as complexas implicações causa/efeito presentes que a impressão 

digital traz ao panorama forense21; 22.  

 

3.3.2. Metodologia 

Contrariamente ao método antigo que exigia enzimas de restrição para cortar o DNA, 

marcação de minissatélites com sondas e a exposição a uma película de raios X 14, neste 

momento, usam-se processos mais automáticos e eficientes. Primeiramente, (1) o DNA é 

retirado de uma amostra biológica, como saliva, sangue e cabelo. De seguida, (2) utiliza a PCR 

para produzir muitas cópias de sequências STR específicas através de primers (pequenos 

fragmentos de DNA marcados por fluorescência). Isto facilita a identificação e o registo das 

sequências STR após a PCR que se ligam a sequências complementares de DNA de interesse, 

neste caso STR. Posteriormente, (3) é aplicado eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis - 

CE) para separar os fragmentos por tamanho. Após a fragmentação, (4) cada fração de DNA 

passa por um laser obtendo fluorescência que brilha num espetro específico, (5) visível no 

formato de uma série de picos coloridos que expressam a cor e o comprimento de cada 

sequência STR. Por fim, o sinal obtido permite determinar o perfil genético, aferir a qualidade 

do teste e as caraterísticas observadas. Os alelos de um locus fazem parte desse perfil que é 

Figura 3 - Modelo de uma sala comparando os vestígios de DNA expectável de uma cena do crime 

com a realidade. A verde estão representados os vestígios provocados pelo residente habitual da sala. 

As restantes cores (azul, amarelo e cinzento) marcam os vestígios de DNA de entidades estranhas a 

este ambiente. A transferência de DNA por meio de fluidos corporais, descamação de células mortas 

da pele, tosse, conversa, espirros e transferência secundária de DNA são eventuais fontes de 

contaminação e dispersão de partículas de DNA causadores da discrepância observada entre a 

expetativa e a realidade. Adaptado de (21). 

 



47 

guardado numa base de dados. A precisão deste procedimento é proporcional ao número de 

STR testadas, influenciando a identificação de um determinado sujeito1; 23; 24; 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3. Entidades Jurídicas e Interpretação de Provas 

Nos últimos anos da genética forense, a análise de DNA está cada vez mais complexa. 

A compreensão de provas por parte das entidades jurídicas, desde correlações de deposição 

de DNA com a hora de ocorrência do crime, probabilidade de falsos positivos e transporte 

de DNA do local encontrado para uma origem distinta, são importantes para ter uma opinião 

bem fundamentada sobre o caso. Um estudo da Universidade da Califórnia avaliou como os 

estudantes universitários interpretavam dados estatísticos na forma que seriam apresentados 

em tribunal pelos advogados de acusação e de defesa e concluíram que a maioria é incapaz de 

detetar erros nos argumentos, aceitando falácias para fundamentar as suas decisões26. O 

conhecimento que temos sobre a tecnologia associada ao DNA tem sempre evoluído, mas é 

necessário um pensamento crítico sobre a veracidade de todos os dados apresentados em 

Figura 4 - Ilustração sucinta dos passos a seguir durante o procedimento de perfil de DNA via STR, 

PCR e CE. 
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tribunal27. De facto, o conceito de realidade e ficção é muitas vezes distorcido pela 

dramatização em notícias e policiais, iludindo a população geral, nomeadamente pelo efeito 

“CSI”. Numa investigação criminal, o DNA não é um detetive, pode estar no local mesmo que 

o arguido nunca tenha estado, por isso, relacionado ao DNA, tem de haver um caso 

corroborado por outras evidências independentes das provas de DNA 7; 8; 21. 

 

3.3.4. Mistura e Degradação de DNA  

A interpretação de misturas de DNA é um desafio para qualquer perito. O mesmo 

perito pode ter conclusões opostas de outros analistas forenses qualificados e, até, dentro do 

mesmo laboratório28 . Em circunstâncias de recolha de amostras de tamanho reduzido, aliado 

ao aumento exponencial da sensibilidade dos instrumentos analíticos, a probabilidade de 

encontrar misturas de DNA e/ou degradadas é substancial. A examinação do perfil de DNA 

com múltiplas origens é mais complexa do que a análise de perfis de fonte única (Figura 5), 

onde ocasionalmente, nenhuma correspondência é encontrada na mistura2; 29. Esta dificuldade 

depende do número de fatores associados, como perfis de baixa qualidade, artefactos e 

caraterísticas cromossómicas, mais concretamente, amplificação adicional de alelos, alelos 

nulos ou não detetados e outros fatores que possam afetar o equilíbrio cromossómico 2.  

 

 

Figura 5 - Eletroferograma de um perfil de DNA misto de quatro loci STR. Adaptado de Haddrill. (2021). 
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Um exemplo de mistura de amostras biológicas são os casos que envolvem abuso 

sexual. Por meio de PCR seguido de CE, foi provado o quão desafiante é a separação/extração, 

resultando às vezes numa separação incompleta. Os rácios quantitativos de uma amostra 

biológica correspondem a concentrações de DNA distintas, resultando em diferentes áreas 

de picos obtidos a laser do loci do alelo distribuído segundo um determinado marcador. A 

extrapolação de resultados de picos sobrepostos de alelos idênticos é difícil quando os 

produtos do PCR têm as mesmas caraterísticas de eletroforese, limitando uma leitura clara 

do perfil de DNA 24; 30.  

Por conseguinte, num ambiente exposto a temperaturas extremas, a humidade, 

acrescido de misturas de DNA, entre outras condicionantes, restringindo o número de 

marcadores viáveis, os peritos forenses geram um perfil parcial. Os riscos desses perfis criam 

situações de enquadramento estatístico desadequadas que podem afetar a fiabilidade dos 

resultados apresentados em tribunal.  

 

3.3.5. Análise Estatística 

3.3.5.1. Dados e Estudos  

O estudo estatístico de perfis parciais de DNA e da probabilidade do DNA em análise 

obter um resultado exato deve ser bem validado e comprovado. Estatisticamente, a própria 

sequência de DNA é 99,9% idêntica e 0,1% é única para cada indivíduo. A probabilidade de 

duas pessoas não relacionadas por sangue terem o mesmo perfil de DNA é de 1 em 594.1 

biliões (x1012) 1; 22; 31. Coincidentemente, a 15 novembro de 2022 a população mundial atingiu 

os 8 mil milhões(x109) de pessoas e é espectável 9 mil milhões em 2037 32.  Ao alargar a 

perspetiva para um espetro mundial, fica evidente a singularidade do DNA e a sua relevância 

no uso forense. 

Em 1999 o ramo da cibernética começou a desenvolver programas de estatística para 

decifrar misturas de DNA 33. Desde métodos relativamente simples, que consistiam em 

determinar se um indivíduo podia ser excluído como o potencial contribuinte para uma 

mistura, por exemplo a Probabilidade Combinada de Inclusão (Combined Probability of Inclusion 

- CPI), até à utilização de fórmulas mais complexas de rácio de probabilidade (Likelyhood Ratio 

- LR). Assim sendo, o LR estima as combinações genotípicas mais prováveis dos contribuintes 

para uma mistura. Modelos LR mais avançados incluem informações da altura dos picos dos 

perfis, número presumido e conhecido de fontes de DNA2; 26; 34; 35. 
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O LR é das equações estatísticas binárias com mais sucesso e comparado com o seu 

precedente, a CPI, é mais informativo e relevante 36. De um estudo com o objetivo de testar 

o sistema TrueAllele®, um software de GTP, e o método FBI não validado CPI, foi concluído 

ter uma falha de informação colossal 37.  A CPI demonstra seguir a Law of Large Numbers (LLN) 

que indica que com o aumento do tamanho de uma amostra vai tender cada vez mais para a 

média populacional, em vez de medir a informação para identificação de um suspeito. Portanto, 

em média, quanto mais loci houver maior será a estatística CPI, independentemente do 

conteúdo na amostra38. Outro estudo do National Institute of Standards and Technology 

(NIST) envolvendo 109 laboratórios criminais norte-americanos, apoia estudos anteriores que 

mostram que métodos comuns, como a CPI, incluíram injustamente pessoas inocentes como 

uma das fontes das misturas de DNA, e inclusivamente apenas um único laboratório, que 

utilizou GTP, a TrueAllele® da Cybergenetics, chegou à conclusão correta 28. Por fim, o 

relatório de 2016 dos EUA do Conselho de Conselheiros do Presidente para a Ciência e 

Tecnologia afirmou: “Em resumo, a interpretação de misturas complexas de DNA com a 

estatística CPI tem sido um método inadequadamente especificado e, portanto, 

inapropriadamente subjetivo. Como tal, o método não é claramente válido em termos de 

fundamentos”39. A partir destes recursos podemos articular a desadequação do método CPI 

para auxiliar na determinação de correspondência de DNA, e a relevância da GTP no ofício 

de ciências forenses 28.   

 

3.3.5.2. GTP 

Diante da necessidade de usar quadros probabilistas mais avançados para analisar dados 

complexos, iniciou-se o desenvolvimento de software de interpretação de misturas de GTP 

semicontínua, que não consideram a altura do pico, nem artefactos e contínua, que o faz. No 

entanto, há dúvida quanto à variação dos resultados nos métodos, decorrente de decisões 

subjetivas como escolher o loci depois de ter observado o genótipo do réu, e do próprio 

método2; 40. Diversos debates sobre o uso da GTP em tribunal questionam a sua 

admissibilidade, mas a implementação mundial em laboratórios forenses apoia esta técnica 2. A 

GTP é, evidentemente, uma ferramenta chave para corrigir erros do passado. Através do novo 

software é possível rever facilmente casos antigos, e uma vez que são recomendados por 

comissões internacionais, torna-se imprescindível os laboratórios adotarem novas políticas 

para remediar a situação 28. 
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Apesar das questões apresentadas, a GTP reflete uma importância considerável na área 

forense, ao revelar-se bastante promissora para a avaliação de dados de MPS, uma tecnologia 

pertinente para perfis mistos complexos e para diferenças de sequências entre alelos 

indistinguíveis pelo comprimento (Figura 6) 2.  

 

 

3.2.6.   MPS 

As tecnologias de MPS, também conhecidas como tecnologias de sequenciamento de 

próxima geração (Next Generation Sequencing - NGS), têm sido amplamente adotadas no 

campo forense nos últimos anos. Essas tecnologias revolucionaram o sequenciamento de 

DNA, permitindo a geração rápida e eficiente de milhões de leituras de sequenciamento numa 

única execução2; 41; 42; 43; 44. O âmbito do MPS é vasto e, além de realizar a pesquisa de 

marcadores forenses “clássicos” de DNA (STRs controladas pelo banco de dados de DNA e 

da região de DNA mitocondrial), apresenta potencial para outros marcadores de DNA menos 

explorados na área criminal, por exemplo, novos STRs, polimorfismos nucleares de 

nucleotídeo único (Single-Nucleotide Polymorphisms - SNPs), marcadores de inserção/deleção e 

toda a sequência de DNA mitocondrial do genoma43; 45; 46; 47; 48.  

A plataforma MPS possui múltiplas vantagens, tais como incorporar num único fluxo 

de trabalho a análise simultânea de centenas ou milhares de diferentes marcadores de DNA, 

a deteção e confirmação da variação da sequência de nucleótidos nos marcadores 

predefinidos, incluindo as variantes nas regiões de repetição de STR e nas sequências 

adjacentes2; 43; 49  e melhora os resultados de amostras de DNA de baixo nível e degradadas, 

afiliado a amplicons (secções de DNA ou ácido ribonucleico (RNA) resultantes da amplificação 

e/ou replicação) mais curtos em comparação com o STR normal 50; 51.   Estes atributos 

aumentam o poder discriminatório e são particularmente relevantes nos ensaios de DNA 

condicionados por amostras forenses de difícil compreensão52.  

Embora o MPS tenha permitido o sequenciamento de alto rendimento de todos os 

genomas de diversos organismos, a abordagem forense é, por vezes, mais específica incluindo 

Figura 6 - Sequência de nucleótidos de três alelos detetados no locus vWA. A classificação 

dos três alelos de igual comprimento corresponde ao mesmo alelo, o 14, mas a determinação 

da sua sequência permite fazer a sua distinção. Adaptado de Haddrill et al. (2021). 
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uma amplificação inicial por PCR de um conjunto de marcadores alvo, submetendo 

posteriormente os amplicons oriundos do PCR por MPS 2; 53.  

Díspar do CE tradicional, o MPS consegue, portanto, analisar simultaneamente um 

maior número de loci com maior diversidade de alelos STR e poder discriminatório e, também, 

usar amplicons mais curtos, convergindo numa análise mais eficaz das provas biológicas 

degradadas e/ou de baixa quantidade. Sendo assim, esta tecnologia proporciona a distinção de 

alelos que seriam, frequentemente, indistinguíveis utilizando CE, método atualmente mais 

utilizado num contexto forense, demonstrando que o MPS é mais vantajoso na interpretação 

de perfis mistos complexos2; 43; 54; 55; 56; 57; 58.  

Por um lado, há vários obstáculos que interferem com a adoção geral do MPS em 

aplicações forenses. Estes desafios incluem: (1) o desempenho oscilante de certos marcadores 

para determinados loci, (2) a suscetibilidade a inibidores do PCR em comparação com os kits 

convencionais de tipagem STR, (3) o elevado custo da tecnologia, (4) processos e etapas 

complexas e demoradas envolvidas na Biblioteca de DNA e preparação de moldes de DNA, 

indispensáveis para que a automação de procedimentos STR-MPS seja de alto rendimento e 

reprodutibilidade, (5) tecnologia MPS que requer ferramentas bioinformáticas mais potentes 

para o alinhamento de milhões de sequências STR, bem como a disponibilidade de servidores 

de armazenamento de dados MPS com maior capacidade para o armazenamento de uma 

grande quantidade de arquivos de dados de sequência, (6) algumas limitações para obter 

resultados de sequenciamento reproduzíveis de certos STRs forenses devido a complexidades 

de alinhamentos de sequência STR43; 59; 60; 61; 62. Um desafio particular é o desenvolvimento de 

um sistema de nomenclatura padronizado que seja capaz de capturar a variação das sequências 

dos alelos STR gerados por MPS, mantendo a compatibilidade com os dados STR baseados 

em CE existentes nas bases de dados nacionais de DNA 61; 63; 64.  

Por outro lado, o banco de dados sobre a frequência dos alelos detetados através de 

MPS está a aumentar graças ao conjunto de publicações no mundo55; 65; 66. Paralelamente, os 

custos das MPS estão constantemente a diminuir e, com o desenvolvimento de ferramentas 

bioinformáticas capazes de processar grandes volumes de dados, a implementação de 

tecnologias MPS em fluxos de trabalho forenses está cada vez mais acessível 2. Os sistemas 

STR-MPS comerciais correntes que examinam diferentes conjuntos de STRs autossómicos, Y-

STRs e X-STRs e são confiáveis, reprodutíveis, sensíveis e abundantemente concordantes com 

o CE em inúmeros estudos de validação forense. Estes estudos confirmam a conformidade do 

MPS com as diretrizes forenses de validação de DNA55; 62; 67; 68; 69. 
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4. Novas Técnicas de Aplicação Forense 

4.1. Proteómica Forense 

O proteoma é descrito como o conjunto total de proteínas de um organismo ou tecido 

articuladas em condições fisiológicas ou ambientais específicas70. As proteínas, tipicamente um 

elemento dominante nas provas de casos criminais, são a matriz de muitas biomoléculas 

forenses relevantes, em particular o DNA que é uma molécula modelo no estudo forense71. 

Portanto, a Proteómica é o estudo do proteoma e das suas alterações, e uma disciplina deveras 

capaz de gerar uma extensa capacidade de dados e de aprofundar conhecimentos sobre os 

processos biológicos70, que quando direcionado às ciências forenses, se designa Proteómica 

Forense.  

Outrora, as proteínas eram a principal fonte de dados para a identificação71 e, 

equiparável à sequenciação completa do genoma, a proteómica oferece uma elevada 

especificidade molecular para um largo espetro de alvos numa única medição70. No entanto, 

as proteínas presentes nas amostras recolhidas para prova são altamente complexas, contendo 

quantidades significativas de informação, difíceis de extrapolar corretamente com a tecnologia 

disponível na época70; 71. Além do mais, grande parte dos ensaios biológicos dependem do 

reconhecimento biomolecular, tal como anticorpos e sequências de oligonucleótidos 

complementares, para alcançar especificidade, sendo demoroso e dispendioso70.  

A partir da dissolução da matriz proteica e da sua extração é realizada a sua análise. 

Os produtos da extração são mais abundantes e mais estáveis que o DNA e associados a 

semelhanças no percurso do DNA e do desenvolvimento tecnológico, pode-se aferir a 

adaptabilidade da tecnologia proteómica aos desafios contestados na implementação 

bioforense70; 71. Numa amostra, onde o DNA já não está acessível aos investigadores num 

estado ótimo, mas sim, razoavelmente degradado, a maior durabilidade proteica é favorável71. 

Os proteomas contêm polimorfismos de aminoácidos que remetem ao código genético 

do contribuidor da amostra, e, também, têm informações sobre a fonte tecidular, pertinente 

para uma investigação criminal71. Os progressos tecnológicos, sobretudo a espetrometria de 

massa, ultrapassou muitas das barreiras iniciais e melhorou o fluxo de trabalho para análises 

de marcadores e de varrimento, e a quantidade de informação requerida contextual e de 

identificação71, exigida para fins forenses. Este rigor na área proteómica é mesmo necessário, 

pois uma cautela acrescida na taxa de erro é fundamental na admissibilidade em tribunal, de 

acordo com a decisão do Supremo Tribunal dos EUA em Daubert vs. MerrellDow 

Pharmaceuticals70. 
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4.1.1. Espetrometria de Massa Proteómica 

Sucintamente, há quatro grandes inovações técnicas que marcaram a proteómica: 

Cromatografia líquida de alta resolução (High-Pressure Liquid Chromatography - HPLC), 

Ionização ElectroSpray (ElectroSpray Ionization - ESI), Espectrometria de Massa (Mass 

Spectometry - MS) com detetor otimizado e Peptide Spectral Matching (PSM).  

 

4.1.1.1. HPLC 

HPLC é um método que aumenta o poder discriminatório de fracionamento de 

proteínas e peptídeos, derivados de pressões mais consistentes e elevadas e fluxos baixos a 

uma velocidade constante. Acoplado ao HPLC temos colunas de capilaridade de nano fluxo 

com diâmetros internos de 75µm que aumentam a sensibilidade71; 72. 

 

4.1.1.2. ESI 

Após eluição na coluna cromatográfica, está inserido o ESI, onde os péptidos são 

atomizados num campo elétrico forte com gases neutros sobreaquecidos. De seguida, o 

solvente ácido sublima as gotículas com os peptídeos que confere uma carga dentro dessa 

mesma gotícula. Por fim, o ião de peptídeo passa para o estado gasoso, ideal na manipulação 

de campos elétricos ESI. Esta volatilização é, deste modo, obtida por meios quimicamente 

suaves e sem degradação do péptido. Um feito que outrora seria impossível71; 72.  

 

4.1.1.3. MS com detetor otimizado 

Os espectrómetros de massa manipulam os iões de péptidos e, por avanços de 

engenharia no detetor de massa, a exatidão, precisão, frequência e sensibilidade foram 

melhorados. O mecanismo de separação iónica tem vários modelos, nomeadamente o 

quadrupolo. Essencialmente, seleciona e dirige os péptidos em gamas de massa distintos. Essa 

massa é posteriormente medida por meio de um orbitrap, ou seja, uma câmara colisão iónica 

de fragmentação71; 73. O detetor, neste momento mais otimizado, transforma o sinal biológico 

massa/carga (m/z) num sinal eletrónico, mais precisamente, num espetro de fragmentação 

altamente específico e reprodutível que expressa a sequência de aminoácidos na amostra. Este 

espetro inclui dados de iões visíveis, o respetivo rácio de intensidade, tempos de retenção, 

massa do péptido e padrão que são interpretadas pelo perito71; 72.  
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4.1.1.4. PSM 

A sequenciação do genoma humano impactou, não só a revolução do DNA, mas, 

também, delineou o proteoma humano. Efetivamente, o padrão de fragmentação do péptido 

é único para um péptido particular, contudo a aferição dessa correspondência espetral é 

sujeita a incertezas. A associação retratada é muito complexa e requer restringir o número 

de sequências peptídicas previsíveis numa amostra com o intuito de simplificar a interpretação 

e chegar a conclusões mais seguras, que a nível da proteómica e bio informação, reduz o limiar 

de pesquisa. A engenharia moderna descrita, PSM, avalia cada correspondência observada na 

espetrometria e atribui valores estatísticos entre a massa teórica da base de dados e a massa 

dos fragmentos proveniente do espetro da amostra. Da informação retirada, conclui-se o 

intervalo de incerteza. Em todo o caso, o rigor judicial pede uma certeza no método, sem 

margem para erros fora do intervalo, sendo indispensável a sua correta validação71. 

 

4.1.1.5. Shotgun Proteómica 

A combinação destes fatores acima mencionados denomina-se Shotgun Proteómica. 

 

Esta técnica é capaz de analisar proteoma com maior cobertura e capacidade de 

identificação, mas durante a digestão por tripsina, ocorrem milhões de variações de péptidos 

distintos, derivados de mais de 10.000 genes expressos em diversos tecidos. Esses péptidos 

apresentam abundâncias extremamente variadas, abrangendo mais de sete ordens de 

Figura 7 - Proteómica Shotgun. Na MS proteómica shotgun, as proteínas são digeridas com tripsina e tratadas 

quimicamente com redução e alquilação.  A mistura complexa de péptidos obtida é separada por 

cromatografia. De seguida, são volatilizados por ESI e depois manipulados por MS para obter tanto a massa 

do péptido (MS1) como a massa dos fragmentos do péptido (MS2) por injeção no orbitrap. Os espectros dos 

fragmentos MS2 são depois comparados com os espectros da base de dados de proteínas do projeto do 

genoma humano. Adaptado de Parker et al. (2021). 

 



56 

grandeza, acabando por ser inevitável ocorrer variação associada a diferentes execuções. Na 

abordagem de proteómica shotgun, a seleção de péptidos para a fragmentação é altamente 

aleatória, o que significa que alguns deles podem não ser detetados em todas as sequências 

analisadas. Essa variabilidade pode levar a resultados inconsistentes na deteção de certos 

péptidos durante a análise71; 74.  

A deteção de massa é um método dependente da concentração e como tal, limitada 

pela capacidade de aquisição do scanner que, em termos forenses, implica falta de provas por 

omissão. Uma estratégia eficiente para lidar com os efeitos estocásticos envolve utilizar a 

aquisição de dados focada para um conjunto conhecido de péptidos. A redução do espetro de 

análise, foca os recursos do instrumento convergindo numa maior sensibilidade de deteção, 

também conhecido por Targeted Proteomics 71; 72.  

A espectrometria de massa de triplo quadrupolo (QQQ) é a plataforma mais popular 

na emergência proteómica, amplamente utilizado em laboratórios de toxicologia clínica e 

forense. Nessa configuração, os péptidos são isolados com base nos valores m/z no 

quadrupolo 1 (Q1), posteriormente fragmentados no quadrupolo 2 (Q2) e, por fim, os iões 

de fragmentos específicos são selecionados para deteção no quadrupolo 3 (Q3)71; 75.   

 

4.1.2. Principais Aplicações 

4.1.2.1. Ossos 

O osso é composto por uma estrutura reticulada de colagénio protetora da matriz 

óssea intrinsecamente ligada à estabilidade das proteínas de colagénio. A proteómica óssea do 

colagénio, já aplicada em contextos arqueológicos e paleontológicos, tem vantagens nas 

ciências forenses, em particular na determinação da espécie dos fragmentos ósseos 

encontrados num local do crime70.  

A nível do Intervalo Post-Mortem (IPM), estudos consideravelmente recentes apontam 

para capacidade de datar a idade biológica no momento da morte, através da medição da 

extensão de desaminação dos resíduos de asparagina, uma propriedade natural da sua 

fisiologia, comparando a abundância de marcadores proteicos previstos e os perfis gerais da 

proteómica70. No caso de ossos humanos, Single Amino Acid Polymorphisms (SAAPs) de 

proteínas podem indicar o genótipo de um alelo SNP, bem como identificar a etnicidade de 

uma pessoa numa investigação criminal. Para além disso, também podem ser usadas na 

identificação de outras classes de amostras como, o cabelo70; 76.  
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4.1.2.2. Identificação proteica de fluido e tecido corporal   

As entidades criminais procuram compreender a cena do crime, e saber explicar e 

identificar os vestígios, líquidos e outras provas encontradas é fulcral. A informação da 

natureza do fluido corporal é um objeto pertinente a ser investigado e a classificação dos 

fluidos corporais humanos recorrendo à proteómica permite menos testes para uma única 

amostra, requer menor quantidade de amostras e maior rendimento do procedimento 

laboratorial, ao contrário dos métodos químicos e bioquímicos convencionais70.  

O grande potencial da proteómica converge na sua habilidade de rastrear todos os 

tipos de fluidos corporais e detetar múltiplos marcadores proteicos simultaneamente. Através 

de Untargeted Proteomics recorrendo a grupos de marcadores para diversos fluidos biológicos 

é possível avaliar a presença ou ausência das proteínas, desde que seja enquadrado um 

algoritmo adequado à complexidade proteómica. Este método de trabalho já mostra sucesso 

para detetar biomarcadores de doenças humanas, sendo promissor para futuras execuções 

forenses. Porém, um importante desafio a considerar remete ao facto de que uma proteína 

abundantemente expressa num fluido e caraterística desse fluido, mesmo assim, pode estar 

presente noutro. Este problema reflete uma questão oportuna em tribunal. De modo a 

resolver esta questão, estudos relacionados com a abundância das proteínas por meio de 

algoritmos, mostra resultados promissores na previsão de vários tecidos e órgãos70.  

 

4.2. Comunidade Microbiana  

O estudo do microbioma provocou grande impacto no contexto clínico de medicina 

personalizada de alta precisão, preventiva, diagnóstica e terapêutica, remetendo a vários 

estudos associando disbiose microbiana e o desenvolvimento patológico77. O fundamento da 

ciência forense microbiana é descrito na caraterização dos microrganismos numa amostra, 

estabelecendo uma associação entre as comunidades bacterianas presentes e o local ou tecido 

corporal referente. A finalidade é correlacionar a amostra derivada do local do crime ou de 

uma vítima e um suspeito, com o propósito de identificá-lo78. Porém, a ação prática deste 

princípio ainda não está bem sustentada no ramo da ciência forense.  

A nível criminal, o Federal Bureau of Investigation (FBI) efetuou as primeiras 

investigações microbiológicas nos ataques biológicos com Bacillus anthracis por meio de 

envelopes. Os mesmos foram entregues a senadores americanos e a gabinetes de imprensa 

nos Estados Unidos. Infelizmente, as tecnologias não estavam adaptadas e havia dificuldade na 
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base de dados de estirpes de referência e na avaliação do valor das provas, acabando a 

investigação em 201179; 80. 

O projeto Metagenomics of the Human Intestinal Tract relatou a presença de 3,3 

milhões (x106) de genes não redundantes apenas no microbioma intestinal humano, um facto 

concordante com outros estudos sobre a grande diversidade do microbioma77; 81. Aliás, a 

microbiota humana é constituída por 10-100 biliões (x1012) de células microbianas simbióticas 

exclusivas de um hóspede humano81; 82; 83, dispersas por várias comunidades bacterianas, 

distribuído por diferentes partes do corpo10. Exemplo disso, são a boca e o trato intestinal 

que possuem cerca de 200 e 400 espécies, respetivamente83. Ademais, a singularidade deste 

ecossistema é aproximadamente 1,3 vezes superior ao número total de células humanas84 . 

A microbiota humana é suscetível a uma panóplia de fatores, como idade, sexo, hábitos 

quotidianos, ocupação, localização geográfica e interações interpessoais, provando uma 

extensa diversificação capaz de distinguir países de origem, etnias e pessoas. De facto, a 

extensa série e a ubiquidade microbiana de cada indivíduo assinala uma caraterística notória 

para o fim criminal, agregado à sua competência de indicador geográfico, marcador temporal 

para determinação do IPM e conexão de animais, ambiente, pessoas e objetos ao suspeito. 

Para que tal método seja aplicado no contexto forense é importante desenvolver 

procedimentos operacionais harmonizados para a recolha, análise e interpretação de provas 

microbianas, bem como, criar uma base de dados robusta, de modo a auxiliar em processos 

criminais e esclarecer as causas de morte77.  

 

4.2.1. Aplicações  

4.2.1.1. Identificação do Suspeito 

Vários estudos apresentam resultados promissores sugerindo a identificação humana 

através de perfis microbianos autóctones, ou seja, indígena de um determinado ambiente. 

Apesar de os métodos ainda não terem a precisão e exatidão requeridos para tribunal, 

pesquisas no material genético microbiano, metagenoma, tem um impacto promissor nos 

casos de DNA humano insuficiente e de falta de pistas benéficas no decorrer da investigação, 

na qual a sua aplicabilidade é mais concordante com a realidade atual85; 86.  

 

4.2.1.2. Estudos do Projeto do Microbioma Humano  

Cientistas da Universidade de Harvard realizaram uma pesquisa envolvendo 242 

voluntários que participaram no Projeto do Microbioma Humano (Human Microbiome Project 
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- HMP). Nesse estudo, eles analisaram o microbioma presente na saliva, pele, fezes e outras 

partes do corpo desses indivíduos. O objetivo principal foi avaliar se o microbioma poderia 

ser uma ferramenta única e estável para identificar pessoas de forma distinta e efetivamente 

confirmaram características microbianas suficientes para identificar cada indivíduo de maneira 

singular. Além de que uma caraterística ao nível do gene é mais viável para identificação que 

um atributo remetente ao táxon, com poucas ocorrências de falsos positivos e, também, 

estabilidade superior de fezes microbianas (80% é identificável após um ano) 

comparativamente à pele e zonas vaginais, mais afetadas por interferentes. Contudo, 

superfícies corporais, tal como pele e cabelo, transmitem facilmente a sua microbiota a outros 

indivíduos ou à superfície de um objeto por contacto, uma qualidade desejável ao cenário 

criminal85; 86. 

 

4.2.1.3. Origem da Amostra 

Numa investigação forense, a formulação hipotética dos eventos que sucedem num ato 

criminal é crucial. A habilidade de correlacionar uma amostra a uma parte específica do corpo 

e ao seu contribuidor pode ser o segredo para desvendar o crime. O microbioma atesta a 

essa particularidade e até à data há vários estudos, cujo foco são as diferentes partes do corpo 

(pele, manúbrio, superfície palmar da mão, planta do pé), que relacionam ao sujeito 

corretamente85. Além disso, o crescente conhecimento da microbiota humana fortalece a 

correlação de uma determinada bactéria, ou série de bactérias ou outras naturezas de 

microrganismos, a um componente corporal (Tabela 1). 

Tabela 1 - Possíveis Indicadores Corporais 

Local Comunidade Microbiana 

Mãos (1) Micrococcus sp. e Staphylococcus sp./ Propionibacteria (2) / Firmicutes (3)  

Secreções vaginais  Lactobacillus sp.  

Fezes Firmicutes e Bacteroidetes  

Pelo púbico feminino Lactobacillus sp.  

Genitais Masculinos Corynebacterium sp.   

Esperma (4) Lactobacillus sp. e Staphylococcus sp.  

Cavidade Oral Streptococcus salivarius  

 

(1) Microbiota das mãos é sujeita a alterações por isso menos confiável que uma impressão digital. (2) 

Comum em adultos. (3) Comum em crianças. (4) Parâmetro não influenciado pela qualidade do esperma
 10

. 
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4.2.1.4. Microbioma Ambiental 

Os micróbios são intervenientes naturais e comuns de todos os espaços que habitamos 

e nós contribuímos para esse ambiente através da nossa “nuvem microbiana” que se propaga 

por meio de partilha microbiana no ar, ou através da pele por contacto, entre outras. Esta 

caraterística microbiana de transferência afeta o espaço habitado pelo seu hospedeiro e 

coabitantes do mesmo local. A microbiota pode estender-se a superfícies quer por contacto 

quer por via aérea e entre os próprios objetos, explicando a convergência cutânea frequente 

no mesmo agregado familiar87; 88.  A partir desta rede de partilha é possível comparar um perfil 

de uma casa, onde houve um assassinato, a um suspeito e se houver similaridades no 

microbioma cutâneo do mesmo, é inferida a sua presença no local do crime86. A par disso, o 

uso de objetos pessoais e usuais como telemóveis, computadores e sapatos tem, 

particularmente interesse, devido à ligação direta a um indivíduo e o habitat microbiano do 

objeto que pode identificá-lo e até, especialmente no último exemplo, rastreá-lo 89; 90. Assim 

sendo, o microbioma ambiental, principalmente os objetos inanimados albergam analitos 

importantes de cariz judicial.    

 

4.2.1.5. Abusos Sexuais  

A flexibilidade dos microrganismos no âmbito criminal abrange diferentes propósitos, 

até de natureza sexual, mais concretamente quando os recursos de outro género de prova 

são limitados77. Um estudo recente analisou o microbioma púbico de vítimas e constatou que 

10% provinha do transgressor91. Mediante esta noção, a presença de microbioma púbico da 

vítima no agressor sexual e vice-versa é sugestivo de transferência por contacto direto que 

pode vir a ser usado como prova num processo do tribunal. A aplicabilidade da microbiota 

genital na resolução de casos de abusos sexuais já emergiu no contexto policial. Efetivamente, 

alguns casos criminais já praticaram esta ideologia através de populações microbianas fecais e 

vaginais em situações de penetração anal, vaginal e digital que implicam culpabilidade no ato, 

permitindo a condenação pelo tribunal10. 

 

4.2.1.6. Métodos de Análise do Metagenoma  

4.2.1.6.1. Análise de fusão de alta resolução (HRM) 

A HRM é uma técnica poderosa para detetar distinções na sequência genética e estados 

de metilação 92. A tecnologia HRM é apropriada a amostras de esfregaços orais utilizando o 

gene 16S RNA ribossómico (RNAr). Desta forma demonstra o seu potencial na distinção 

entre indivíduos, porém, num tamanho amostral reduzido (n=5)85. 



61 

4.2.1.6.2. Shotgun acoplado a hidSkinPlex®  

Um novo método foi concebido para identificar indivíduos aproveitando o 

metagenoma. A abordagem inclui a sequenciação metagenómica shotgun que é utilizado para 

reconstruir genomas de organismos separadamente e gerar fragmentos aleatórios dos 

genomas do sistema microbiano ambiental, tudo de forma minuciosa, caraterizando uma 

comunidade93. Pelo recurso a esta tecnologia Shotgun, foi estudada a variabilidade nucleotídica 

dos microbiomas cutâneos como meio de identificação e introduzindo o hidSkinPlex®, um 

painel multiplex de sequenciação que utiliza marcadores específicos de clados do microbioma 

da pele para identificar um perfil específico86; 94. O recurso a clados específicos permite a 

identificação mais segura de um grupo taxonómico biológico relacionado a um ancestral 

comum 95. O resultado da atribuição do hospedeiro aos respetivos perfis gerados obteve uma 

exatidão de 92% a 100%. Numa outra técnica foi instituído o hidSkinPlex+® que contém 365 

polimorfismos de nucleotídeo único ou SNPs, alcançando um conjunto de marcadores 

aprimorado, nomeadamente, mais pequeno e mais robusto, e com exatidão de 95%86; 96. 

 

4.2.1.6.3. Repetições Palindrómicas Curtas Agrupadas e Regularmente 

Interespaçadas (CRISPR) 

A técnica CRISPR associado à endonuclease 9 (Cas9) representa uma abordagem 

inovadora e foi adaptada a partir do sistema imunológico natural das bactérias, usando a sua 

função fisiológica de proteção de procariotas de elementos genéticos móveis, nomeadamente 

vírus. A CRISPR-Cas9 utiliza uma única sequência de RNA guia (RNAg) e Cas9. A RNAg é 

uma combinação de RNA-CRISPR (crRNA), que é complementar à sequência de DNA alvo, 

e o crRNA de ativação em trans (tracrRNA). Este sistema trabalha em harmonia com o fim 

de completar o processo de edição genética, no qual o tracrRNA identifica as proteínas Cas9 

e liga-se a elas e, posteriormente, o RNAg dirige todo o complexo para o local alvo, onde é 

identificado e ligado o complexo ribonucleoproteína RNAg/Cas9 à sequência pretendida de 

DNA alvo. Por fim, a Cas9 permite quebras de cadeia dupla e, mais tarde, a reparação do 

DNA, através de sequências de DNA personalizadas ou pelo mecanismo natural do 

hospedeiro, finaliza o processo de manipulação genética. O método CRISPR-Cas9 é notável 

pela sua rentabilidade e capacidade de produção em grande escala, o que a torna útil numa 

ampla variedade de aplicações97; 98.  

A relevância destes marcadores é o do rastreamento da história de infeções 

bacterianas, chegando a conclusões sobre a sua filogenética eficazmente. Uma possível 

metodologia consiste na extrapolação de dados da análise de metagenómica shotgun da pele 
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humana de matrizes CRISPR com o propósito de definir a singularidade. A tipagem CRISPR 

atingiu uma exatidão de 95,2%, demonstrando um elevado polimorfismo 86. 

 

4.2.1.7. IPM 

Numa visão forense, os micro-organismos apresentam um papel imprescindível na 

decomposição de restos mortais77.  As alterações das comunidades microbianas podem ser 

analisadas para estimar o IPM. De facto, verifica-se que as comunidades microbianas mudam 

consoante a decomposição do cadáver, definindo um "relógio microbiano". Como já foi 

discutido, os seres humanos carregam uma extensa comunidade microbiana dentro e fora do 

seu corpo, que interage constantemente com o meio envolvente e o alteram77;
 

99. Sucintamente, 

há duas formas de decomposição microbiana: Tanatomicrobioma, que é o estudo dos 

microorganismo encontrados nos órgãos internos e nas cavidades após a morte e 

comunidades epinecróticas, que comportam a pesquisa de procariotas, fungos, protistas e 

eucariotas localizados na superfície humana. A degradação da matéria orgânica, incluindo a 

decomposição de cadáveres, é influenciada por fatores biológicos, tais como enzimas celulares, 

bactérias, fungos, protozoários, insetos e predadores, bem como por fatores não biológicos 

relacionados ao ambiente, como a humidade e as condições climáticas 10. 

A identificação das comunidades microbianas pode ser efetuada através de marcadores, 

como por exemplo moléculas do RNAr 16S. No decorrer de um estudo sobre a variação de 

padrões na comunidade bacteriana do intestino após a morte humana, foi utilizado a 

sequenciação do gene 16S RNAr. Os resultados observados permitiram concluir o decréscimo 

da população da ordem Bacteroidales ao longo do tempo, em contraste de um acréscimo da 

população da classe Clostridiales e Gammaproteobacteria associado às moscas. A utilização deste 

método em investigações forenses é limitada principalmente devido à ausência de um modelo 

preditivo com base num conjunto suficiente de amostras de cadáveres humanos 86.  

Nas primeiras 48 horas, o “relógio” microbiano é mais fidedigno em circunstâncias que 

o cadáver está fresco e não contaminado por microrganismos do solo. Ultrapassando esta 

faixa, a taxa de erro aumenta ao longo do tempo e conforme a evolução do estado do cadáver 

para uma fase de decomposição avançada, a incerteza do método muda para 5 a 7 dias. Nas 

ocasiões na qual só resta o esqueleto, os micróbios vinculados aos ossos podem ajudar a aferir 

o IPM 100. 

 



63 

O microbioma ambiental institui um forte recurso forense, proveniente do aumento 

de amostragem em diferentes escalas e orientações espaciais. O perfil microbiano tem 

reportado diferenças consideráveis entre residências, escritórios, cidades e países. 

Congruentemente, presumindo informação suficiente, algoritmos estatísticos apropriados e 

métodos mais rigorosos, o microbioma proporciona a previsão de localização espacial e 

temporal de uma amostra e rastrear a “pegada” biológica de um suspeito até às suas raízes, 

provando ser uma ferramenta cada vez mais concebível. Nessa mesma linha de pensamento 

são até verificados marcadores de altitude (Arthrobacter sp., Paenibacillus sp. e Carnobacterium 

sp) de acordo com um estudo feito no Tibete85. Decerto, um auspicioso “Global Positioning 

System (GPS)” orgânico forense.  

 

4.2.2. DNA VS Microbioma 

A análise do DNA, um dos procedimentos jurídicos predileto, destaca-se, muitas vezes 

unilateralmente, de muitas outras abordagens analíticas forenses. Não obstante, o DNA 

humano é mais afetado à degradação que o DNA bacteriano resultante da forma circular e 

membrana bacteriana. Paralelamente, o microbioma humano contém mais de um milhão de 

genes, que ronda um valor 500 vezes superior ao número de genes no genoma humano86 . 

Além de uma resistência e especificidade superior, o microbioma apresenta uma distribuição 

pelas diferentes partes do corpo única e estável por um tempo considerável. Incoerente com 

os progressos no DNA, ainda existem muitos casos criminais não resolvidos até à data. A 

necessidade de aprimorar os elementos de prova é crucial para conectar o autor do crime ao 

local onde ocorreu o delito e as tecnologias NGS podem auxiliar o estudo do microbioma 

humano em diferentes órgãos, como uma alternativa promissora aos métodos forenses atuais, 

dado que as bactérias estão presentes de forma ubíqua em todas as partes do corpo, e cada 

indivíduo possui seu próprio microbioma exclusivo10. 

 

5. Conclusão e Considerações Finais 

Em toda a história das ciências forenses, o momento mais impactante foi sem dúvida, 

a técnica de impressão digital do DNA. Aliado às inúmeras evidências científicas, o DNA 

revolucionou o sistema criminal moldando a realidade da justiça e as investigações criminais. 

Além do seu perfil único para identificação, nenhuma tecnologia na época era capaz de se 

comparar à sua relevância na ciência forense. O mesmo se verifica na atualidade, um 

verdadeiro GS. 

4.2.1.8.  Localização Geográfica 
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Contudo, o seu percurso não foi ideal. Situações onde são utilizados vestígios, 

requerem um pensamento crítico cauteloso. Vários casos de injustiças associados ao abuso de 

programas estatísticos não validados e irrealistas, como o CPI, para amostras de difícil 

interpretação com múltiplos contribuidores, quantidades reduzidas e contaminações, puseram 

em causa a confiança no perito forense. Apesar das novas tecnologias, como TrueAllele®, 

utilizarem enquadramentos estatísticos apropriados, a segurança nas conclusões tiradas de 

amostras vestigiais com baixa qualidade de DNA deve ser auxiliada de inovações na 

bioestatística e de métodos mais eficazes para a obtenção de leituras mais esclarecedoras do 

perfil de DNA, como os NGS, na qual um dos líderes tecnológicos é o MPS. 

Outra barreira, é a interpretação de provas pelas entidades da justiça. O quotidiano 

científico presente é muito mais complicado que o representado na televisão, bem como, 

causalidade e efeito não são obrigatoriamente correlações diretas. Facilmente o DNA pode 

depositar-se no local do crime a um instante diferente do previsto, bem como, pode “viajar” 

por transferência, acabando por ser incógnita a sua origem. Consequentemente, a habilidade, 

outrora difícil, de recolher e analisar amostras vestigiais, levantou estas novas preocupações. 

Numa perspetiva internacional, o conhecimento sobre as capacidades, limitações e implicações 

de provas periciais, especialmente de DNA, das entidades da justiça, devem ser corretamente 

estimadas, de modo a não serem iludidos por frases e discursos sobre dados estatísticos e 

científicos com conotações falaciosas. 

Para confrontar todos estes desafios, o ideal seria ter alternativas para auxiliar a 

investigação policial, perante amostras de DNA de qualidade reduzida ou quantidade nula. De 

facto, duas disciplinas se destacam: A Proteómica e o Microbioma.   

A abordagem da Proteómica já possui fundamentos nas ciências forenses, mas ainda 

exige um crescimento tecnológico alargado, especialmente na reprodutibilidade para ser 

instituído. Esta revolução iniciou-se maioritariamente por via do desenvolvimento do método 

Shotgun Proteómica, aprimorando a análise proteica. Os atributos desejáveis desta vertente e 

motivos para a sua importância, caraterizam-se pela abundância na matriz das amostras e 

estabilidade superior ao DNA, conjugado com as suas aplicações na datação e identificação de 

um indivíduo associado ao colagénio ósseo e identificação de fluidos e tecidos corporais.  

A nível do Microbioma, a sua emergência nas ciências forenses ainda é ténue. Contudo, 

o seu potencial como prova de distinção de indivíduos, surge da sua variabilidade e resistência 

superior ao DNA, e a sua utilização já foi constatada em investigações criminais, tais como 

abusos sexuais. A ubiquidade microbiana, acrescida da sua versatilidade para localização 
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geográfica, origem ambiental e corporal da amostra, identificação e IPM, ilustra a sua 

importância nas ciências forenses. Contudo, os métodos utilizados para a metagenómica 

precisam de um maior espetro amostral de estudos e de resultados mais precisos e exatos. 

Ambas as vertentes inovadoras apresentadas revelam ser promissoras e até num futuro 

mais próximo serem ferramentas mais relevantes no panorama forense para auxílio da 

investigação criminal. A possibilidade de aplicação real na metodologia forense provém dos 

novos meios de sequenciação, tal como o MPS, que acarreta ferramentas bioinformáticas mais 

sofisticadas capazes de processar grandes volumes de dados. No entanto, limitações 

bioinformáticas no alinhamento de múltiplas sequências e a dificuldade dos servidores de 

armazenamento de dados em processar níveis elevadíssimos de informação são problemas que 

as tecnologias MPS, DNA, microbioma e proteómica precisam de enfrentar. 

Na visão das ciências forenses, a gestão de qualidade de processos e procedimentos 

forenses devem ser corretamente validados e direcionados para investigação criminal, de 

modo a alcançar alta precisão e exatidão. Para chegar a esses critérios as semelhanças, 

conhecimentos e técnicas retiradas de uma disciplina são transponíveis para outras. A partir 

do aumento dos estudos, otimizações em bioinformática, sequenciamento e eficácia dos 

métodos desenhados para as ciências forenses, a possibilidade de ter grandes bases de dados, 

organizar sequencias complexas, ter um GPS biológico mundial e analisar amostras de difícil 

interpretação com múltiplas variáveis, aproxima-se cada vez mais da realidade.  

Por último, o foco do DNA para procedimentos forenses no sistema judicial e na 

investigação policial, “cega” a busca pela verdade, pois, a análise do DNA é um método, não é 

detetive, é apenas uma “peça do puzzle”. Inclusivamente, softwares estatísticos não incluem 

fatores desconhecidos como falsificações de provas. A todo um fundamento pericial deve ser 

aliado uma boa investigação criminal. Por conseguinte, o facto do DNA ser o GS atual e futuro, 

não invalida a procura de outros meios para identificação de indivíduos, especialmente nas 

situações em que o DNA se encontra limitado.  
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