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RESUMO

Genotipagem obtidas da analise da sequencia de DNA pelas mais diversas metodologias, os
perfis de DNA, tem sido utilizadas frequentemente como ferramentas de investigacao
criminal e producdo de provas periciais. Esses perfis tem sido cada vez mais solicitados as
pericias, mesmo em situagdes onde a quantidade de DNA presentes nas amostras ¢ muito
pequena. Este ¢ o caso de amostras produzidas por contato, o fouch DNA, onde objetos
manipulados ou que entraram em contato com a pele humana apresentam pequenas
quantidades de células depositadas em sua superficie, que podem ser alvos de pesquisa de
material genético. Neste tipo de amostra, uma grande dificuldade ¢ identificar as melhores
regides para coleta, uma vez que o material depositado por contato ndo ¢ visualmente
destacado. A pesquisa de impressdes digitais utiliza pds reveladores com a finalidade de
revelar impressdes digitais latentes, ou seja, possibilitam identificar as areas de um objeto que
entraram em contato com a pele humana. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagao de
pos reveladores como ferramentas de triagem para coleta de material biologico deixado por
contato com a finalidade de obtengdo de perfis genéticos. Em primeiro lugar foi avaliada a
quantidade de p6 aderido a impressdes deixadas por diferentes partes das maos e a correlacao
entre a quantidade de pd aderido e a quantidade de DNA recuperado em uma amostra
produzida por contato. A seguir foi avaliada a influéncia do p6 revelador nos procedimentos
laboratoriais envolvidos em uma analise de DNA. Para tanto, foi observado o efeito inibidor
dos pods reveladores sobre a reagdo de PCR, a capacidade de diferentes métodos de extracao
em diminuir essa inibi¢ao e o resultado de um procedimento de purificagdo sobre o efeito
inibitorio. Finalmente, foi feita a pesquisa de DNA em cinco objetos relacionados a
ocorréncias criminais: arma de fogo, cartucho de munig¢do, faca de cozinha, volante de veiculo
¢ alavanca de cambio. Os resultados mostraram que a quantidade de p6 aderido variou
conforme a regido da mao que produziu a impressao e que foi diretamente relacionada com a
quantidade de DNA presente na amostra. O pd revelador apresentou um importante efeito
inibidor sobre a reacdo de PCR. Os métodos de extragio de DNA diminuem o efeito
inibitorio, porém este continua relevante. O procedimento de purificagdo nio eliminou
totalmente o efeito inibitério, porém o reduz a uma intensidade em que ndo comprometeu
totalmente a obtengdo de perfis genéticos. Nos cinco objetos testados foi possivel coletar
DNA em grande quantidade no volante de veiculo e em quantidades razoaveis na arma de
fogo, alavanca de cambio e faca de cozinha. O cartucho de muni¢do apresentou uma

quantidade de DNA recuperada muito baixa, insuficiente para a producao de perfis genéticos



de qualidade. Portanto, podemos concluir que pds reveladores podem ser utilizados como
ferramentas para a elei¢dao das regides de coleta de material biolégico produzido por contato.
Mesmo considerando o seu efeito inibitorio sobre a reacdo de PCR, amostras coletadas
juntamente com pds reveladores sdo capazes de produzir perfis genéticos com qualidade

suficiente para analise genética.

Palavras-chave: Ciéncias forenses; Genética forense; Perfis genéticos; Touch DNA.



ABSTRACT

DNA analysis has been used as a tool of criminal investigation and for producing forensic
evidence. This kind of exam has been increasingly requested, even in situations where the
amount of DNA present in the samples is very small. For example, samples of touch DNA,
which consists of objects manipulated or touched by human skin that have small amounts of
cells deposited on its surface, potential targets to DNA analysis. In this kind of sample, a great
challenge is to identify the best locations for sample collection, since the biological material is
not easy to identify. The fingerprint revelation technique uses fingerprint powders to reveal
latent fingerprints allowing the identification surfaces touched by human skin. The aim of this
study was to evaluate the possibility of using the fingerprint powders as screening tools for
collecting biological material in touch DNA samples, obtaining good quality genetic profiles.
The first step was to study the amount of powder adhered to the impressions produced by the
different parts of the hands and the correlation between the amount of powder and the amount
of DNA recovered. Next, the influence of fingerprint powder on laboratory procedures
involved in DNA analysis was evaluated. The inhibitory effect of fingerprint powder in the
PCR reaction was tested followed by the effect of different extraction methods on the
inhibition. One DNA purification step was even included to improve the results. Finally, five
different objects related to crimes: firearms, ammunition cartridge, kitchen knife, steering
wheel and gear shift were proceeded to DNA analysis. The results showed that the amount of
fingerprint powder recovered differed according the region of the hand which produced the
fingerprint and the amount of adhered powder was directly related to the amount of DNA
obtained. The fingerprint powder had a significant inhibitory effect on the PCR reaction. The
methods of DNA extraction decreases the inhibitory effect, but it remains relevant. The
purification procedure does not completely eliminate the inhibitory effect, but reduces an
intensity that does not completely compromise the obtaining genetic profiles. In the five
tested objects, it was possible to collect good amounts of DNA in the steering wheel, and in
reasonable quantities in the firearms, gear shift and kitchen knife. The cartridge ammunition
was the only object which was not possible to recover DNA in sufficient amount to produce
quality genetic profiles. Therefore, we conclude that fingerprint powders can be used as tools
for choosing the right regions to collect biological material in touch DNA samples. Even
considering its inhibitory effect on the PCR reaction, samples collected along with fingerprint

powders are able to produce genetic profiles with sufficient quality for genetic analysis.
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1 INTRODUGAO

1.1 DNA E GENETICA FORENSE

A genética forense € um ramo das ciéncias forenses que utiliza ferramentas de
genética e biologia molecular no estudo de materiais biolégicos com a finalidade de
resolver conflitos legais. O alvo desses estudos sdo as moléculas de acidos nucleicos,
presentes em quase todos os seres vivos, que apresentam variabilidade tanto entre as
diversas espécies quanto entre os diferentes individuos da mesma especie. A
variabilidade dessa molécula associada a hereditariedade da mesma faz com que a
analise de DNA seja propicia para a resolu¢ao de disputas na area legal (1).

A molécula de DNA ¢é formada por duas longas cadeias de polinucleotideos, as
quais sdao compostas pela combinag¢ao de quatro nucleotideos diferentes. A sequéncia e
combinagdo desses nucleotideos ao longo das moléculas de DNA armazena as
instrucbes genéticas basicas para o desenvolvimento e funcionamento de todos os seres
vivos, que sao transmitidas ao longo das suas geragdes (2).

Em células humanas, o DNA encontrado dentro dos nucleos celulares é
organizado em estrutura conhecidas como cromossomos, que consistem em uma
associagao de DNA e proteinas histbnicas e ndo histonicas. O genoma nuclear humano &
formado por 22 pares de cromossomos autossOmicos e um par de cromossomos sexuais.
A maioria dos exames de DNA relacionados a identificagdo humana é realizada com
marcadores genéticos localizados nos cromossomos autossdmicos e a determinagao de
género utiliza marcadores genéticos presentes nos cromossomos sexuais (3). Os
marcadores genéticos sao regides gendmicas em que se observa variagdo quando se
compara individuos de uma mesma espécie e que essas regides sejam polimérficas ao
menos em parte das populagbes da espécie. Uma regido genbmica € considerada
polimdrfica quando existem ao menos dois alelos, sendo que um dele apresente uma
frequéncia populacional de no maximo 99%.

Grande parte do genoma humano, € composto por sequéncias nao codificantes
(2). Embora ainda ndo se compreenda inteiramente as fungdes dessas regides nao

codificantes, elas possuem uma utilidade muito grande para a genética forense. Sao
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nessas regides que se localizam grande parte da variabilidade genética entre os
individuos, e a partir das suas analises que se iniciaram as técnicas de identificacédo
humana (4).

Nas regides nao codificantes do genoma humano sdo encontradas diversas
sequéncias de repeticobes em tandem, chamadas de minissatélites. Os marcadores
microssatélites possuem um motivo de até seis pares de base que se repetem em
sequéncia. Esses marcadores geralmente apresentam um alto numero de alelos,
denominado na literatura como alto grau de polimorfismo. Através da identificacdo e
analise das diferengas nos numeros de repeticdes, € possivel identificar e diferenciar o
material genético pertencente a individuos distintos (5).

O perfil genético relativo a diversas regides polimorficas do DNA, obtido com a
finalidade de identificagao, foi inicialmente chamado de “Impresséao digital de DNA”. Esse
nome relaciona a singularidade da informacdo genética de um individuo com a das suas
impressdes digitais, o método mais tradicional e estabelecido de identificagdo (6). Em
1985, Alec Jefreys iniciou a efetiva aplicagdo das técnicas de genética molecular na
identificacdo de polimorfismos em regides hipervariaveis do genoma humano. As técnicas
desenvolvidas por esse autor se mostraram eficientes na resolugdo de um caso de
imigracdo, em que foi realizada a analise de vinculo genético, e em um caso criminal
envolvendo violéncia sexual (5). A partir da resolugcdo desses casos a genética forense

passou a ser largamente empregada na rotina de investigagao de diversos crimes (7).

1.2 TECNICAS DE OBTENCAO DE PERFIS GENETICOS

Para se obter a informacédo presente no DNA proveniente de qualquer tipo de
material biolégico sdo necessarias varias etapas laboratoriais. Na maioria das vezes, é
necessario extrair o DNA do interior dos nucleos das células que compdem o material
analisado. Para tanto, é necessario tratar o vestigio bruto coletado em um local de crime,
retirando o material biolégico presente no suporte coletado, como por exemplo, 0 sangue
presente em uma faca ou o sémen em uma roupa intima. A seguir as membranas
celulares devem ser submetidas a uma lise de membrana plasmatica, liberando o seu

conteudo plasmatico em solugcdo. Todo o material composto por restos celulares,
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proteinas, lipideos e outras macromoléculas sao retirados e as moléculas de DNA sao
isoladas e recuperadas (8).

A seguir os fragmentos de interesse onde estdo os marcadores de interesse sao
amplificados através de reacao de PCR. Essa reagao visa produzir diversas copias de um
fragmento especifico de DNA originalmente presente na amostra, as sequéncias que séo
do interesse para a identificacdo humana, descartando a possivel influéncia de moléculas
de DNA exdgenas, como de outros seres. Apos a amplificagcdo do DNA, o perfil genético é
obtido a partir da genotipagem, que tem sido realizada, na maioria dos laboratoérios, por
eletroforese capilar. Neste tipo de eletroforese, os fragmentos de DNA amplificados sao
submetidos a uma diferenga de potencial elétrico e migram através de um fino capilar
metalico. Os fragmentos maiores tem mais dificuldade para percorrer o trajeto no capilar e
demoram mais tempo, que os fragmentos menores. Através dessa diferenca de tempo é
possivel identificar o tamanho dos fragmentos amplificados na amostra e,
consequentemente, identificar os diferentes alelos presentes em uma populagéo (9).

Atualmente, o tipo de marcadores genéticos mais utilizado em identificagcao
forense € o STRs (short tandem repeats). Esses marcadores sao constituidos de
pequenas sequencias de DNA, variando de duas até seis pares de bases, que se repetem
um determinado numero de vezes em sequéncia em uma determinada regi&do do genoma.
Nessas regides, que apresentam um alto grau de polimorfismo, individuos distintos
apresentam diferentes numeros de copias nas sequéncias repetitivas do material
genético. Esse polimorfismo produz um grande poder de discriminagdo entre individuos
nao relacionados e possibilita até mesmo a diferenciagdo de parentes préximos (10).

A grande vantagem dos marcadores do tipo STR em relagdo aos minissatélites
anteriormente utilizados em genética forense esta na sua combinagdo com a reacao de
PCR. A associagao entre uma técnica de amplificagdo e essa caracteristica do genoma
permite a deteccdo de DNA em quantidades muito pequenas ou em alto estado de
degradacgao, duas condi¢gdes muito frequentes quando da analise de amostras forenses.
Além disso, a possibilidade de aplicagdo de métodos de automacao e deteccédo por
fluorescéncia, acrescentam sensibilidade e escala a genotipagem de DNA. O resultado
reportado na forma de alelos discretos ainda torna os resultados da genotipagem de
STRs mais faceis de serem analisados e torna viavel o desenvolvimento de bancos de

dados de perfis genéticos de uma forma simples e em grande escala (3).
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1.3 APLICACOES DE DNA FORENSE

Dentre as diversas aplicagbes da utilizagdo do DNA como ferramenta forense
podemos citar (3):

e Obtencdo de perfis genéticos a partir de material biolégico encontrado em
vestigios;

e Confronto de perfis genéticos de suspeitos com o obtido de vestigios;

¢ |dentificagdo de cadaveres e restos humanos

¢ |dentificacdo de pessoas desaparecidas;

e Exames de vinculos genéticos entre pessoas suspeitas de serem relacionadas;

¢ |dentificacdo de vitimas de desastres de massa;

¢ InvestigacOes de carater historico.

Todas essas aplicagbes sao possiveis devido as caracteristicas inerentes a
molécula de DNA, como a hereditariedade e ubiquidade. O fato do DNA estar presente
em todas as células nucleadas de um organismo, e de que ele é idéntico em todas elas,
proporciona um leque de aplicagbes muito variado para a genética forense (8).

Virtualmente qualquer célula deixada por um individuo pode ser utilizada para a
obtencdo do seu perfil genético. Amostras biolégicas como sangue, sémen e secregéo
vaginal, por exemplo, sdo comuns na rotina forense, uma vez que a sua presenga esta
diretamente relacionada com diversas ocorréncias de natureza criminal. Contudo, outras
fontes de material bioldgico também podem ser utilizadas com essa finalidade, desde que
apresentem células humanas cujo material genético possa ser extraido (11). Encontra-se
relatos dos seguintes materiais bioldégicos como boas fontes de material genético: sangue
e manchas de sangue, sémen e manchas de sémen, ossos, dentes, fios de cabelo com
raiz, fios de cabelo sem raiz, saliva, urina, fezes, raspado subungueal, tecido muscular,
cera de ouvido, descamagao do couro cabeludo (“caspa”), impressdes digitais, além dos
materiais bioldgicos encontrados em objetos diversos como I&minas de barbear, chicletes,
relégio de pulso, pontas de cigarro, selos de postagens, abas de envelopes e escovas de
dente, dentre outros (3).

Portanto, o universo de materiais bioldgicos possiveis de serem analisados na
area de genética forense € virtualmente inesgotavel. Porém, para tanto, é necessario que

técnicas e procedimentos de extracdo de DNA e obtengdo de perfis genéticos sejam
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pesquisados e desenvolvidos para que todo esse potencial seja empregado em sua

plenitude.

1.4 O DNAASERVICO DA JUSTICA

Atualmente, os indices de criminalidade tem atingido patamares muito altos na
nossa sociedade (11). Parte importante das politicas de seguranga publica no combate a
criminalidade é a produgao de provas periciais. Caminhando sempre ao lado da ciéncia,
as provas periciais sao ferramentas fundamentais para diminuir a impunidade e ajudar no
combate a criminalidade. Os avangos na ciéncia e tecnologia dos ultimos anos tem
contribuido em grande parte com o desenvolvimento das ciéncias forenses como um todo.
Dentre as areas da criminalistica que tem mais se desenvolvido e mais sendo utilizada
nos ultimos anos, estdo as andlises de materiais biolégicos, principalmente as analises
relacionadas ao DNA (12).

A analise de DNA é mundialmente utilizada no ambito forense como ferramenta
para auxiliar a justica criminal a cumprir as suas fung¢des. Através do DNA é possivel obter
um perfil genético unico, que individualiza uma pessoa, possibilitando a identificagdo de
autores e o estabelecimento de dinamicas de eventos relacionados a ocorréncias de
natureza criminal, com uma grande confiabilidade e robustez nos resultados (13).

Uma das grandes vantagens do DNA sobre outros meios de produgao de provas
periciais esta relacionada com os seus mecanismos de transmissao hereditarios. O
material genético de um individuo guarda relagdo direta com o material dos seus
ascendentes e descendentes, e essa relacdo pode ser estabelecida no momento da
analise de um caso. Ou seja, se na ocasido de um confronto de material genético
proveniente de vestigios o suspeito ndo estiver disponivel ou ndo autorizar a coleta de
material biolégico, o0 exame pode ser realizado com material bioldgico fornecido por um ou
mais de seus parentes. Da mesma forma, um suspeito encaminhado para um confronto
pode ser excluido de ter produzido determinada amostra bioldgica, mas pode-se descobrir
que o verdadeiro autor € um individuo relacionado a ele. Essas possibilidades ampliam de

grande forma o leque de possibilidades onde a analise do DNA forense pode ser utilizada

(3).
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O uso do DNA como prova em processos criminais tem sido cada vez mais
valorizado e desejado pela justica. Algumas caracteristicas especificas dos exames
periciais de DNA como a sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade, validacdo dos
resultados e rigor cientifico, tornam os seus resultados muito confiaveis, elevando as
provas de DNA a uma categoria muitas vezes superior em relagdo a outros vestigios
normalmente utilizados. Isso faz com que cada vez mais a justica deseje que provas
envolvendo DNA estejam presentes nos processos, mesmo nOS casos em que
classicamente elas nao eram utilizadas (14).

Ao mesmo tempo, a ampla divulgagdo que os exames de DNA tem ganhado na
imprensa € nos meios de comunicagao, principalmente em relagdo ao exames de
paternidade, levou o conhecimento dessa ferramenta a populagdo em geral. Esse efeito
foi potencializado pelos filmes, seriados e programas de televisdo, onde o DNA tem
recebido grande destaque. Hoje em dia, n&o apenas as partes integrantes dos processos
criminais tem expectativas em relagao aos exames de DNA como também o publico em
geral. Esse fato tem transferido muita responsabilidade aos laboratérios de DNA forense,
uma vez que questionamentos que ha pouco tempo soariam improvaveis de serem feitos
por quaisquer das partes envolvidas no processo legal, hoje sdo comumente recebidos
pedidos de esclarecimentos e questionamentos sobre aspectos cada vez mais técnicos e
aprofundados (15).

Em locais de crimes contra o patrimodnio (roubos, furtos, apropriacoes indébitas),
dificilmente é deixado algum tipo de material biolégico, como sangue, por exemplo, para
que a producdo de prova pericial de DNA possa contribuir com a investigacédo e o
processo penal. Muitos dos autores desse tipo de crime ndo s&o punidos, ou até mesmo
descobertos devido a falta de vestigios deixados nos locais onde o0s crimes sao
cometidos. (16).

Embora os crimes contra patriménio sejam em geral classificados como de
“menor potencial ofensivo”, muitas das teorias de criminologia modernas tem associado a
ocorréncia de crimes graves, como homicidios, estupros e latrocinios, com um passado
de crimes mais simples. Dessa forma, criminosos iniciariam cometendo crimes menos
graves e entrariam em uma progressao para crimes cada vez mais violentos. Levando
essas teorias em consideragao, é de vital importancia para uma politica de seguranga
publica que esses criminosos tenham a sua carreira criminosa impedida quando ainda
estdo cometendo crimes menos graves, como os contra o patrimbnio, por exemplo.

Ferramentas que auxiliem na resolucdo desse tipo de crime sdo fundamentais na
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prevengao dos crimes mais graves e violentos (17).

1.5 BASES DE DADOS DE DNA

Atualmente encontra-se em implantagdo no Brasil a Rede Integrada de Bancos de
Perfis Genéticos, que consiste em uma base de dados nacional de perfis genéticos,
utilizando o software CODIS (Combined DNA Index System). Essa rede possibilitara a
troca de informagdes sobre perfis genéticos obtidos em investigagbes, facilitando o
compartilhamento de dados e comparacdes em nivel local e nacional. Quanto maior a
quantidade de perfis genéticos extraidos de vestigios relacionados a ocorréncias criminais
inseridos no banco de dados, maior sera a probabilidade de se encontrar um perfil
coincidente com um autor de um crime (18).

Além disso, o desenvolvimento de novas ferramentas de processamento de
dados proporcionou uma nova perspectiva nas buscas por perfis genéticos em base de
dados, que é a busca por familiares. Ao invés de procurar apenas uma coincidéncia
perfeita entre dois perfis genéticos, a busca familiar analisa o grau de similaridade entre
um perfil questionado e a base de dados, procurando por um perfil genético parecido
porém nao idéntico, que pode ser atribuido a um parente préximo do individuo
inicialmente pesquisado (19).

Essa nova forma de busca de perfis genéticos em uma base de dados
proporciona um aumento muito grande no potencial em que a genética forense pode
contribuir com as investigagdes criminais e 0s processos legais. Em paises que possuem
uma base de dados robusta e consolidada, o alcance de uma busca nesse nivel pode
atingir uma parcela muito grande da populacdo. Cada vez mais, € necessario alimentar as
bases de dados com o maior numero possivel de perfis genéticos relacionados a
ocorréncias criminais (20).

Além da busca por parentes proximos através de marcadores autossOmicos, as
principais bases de dados estdo considerando incluir marcadores de linhagem nos seus
perfis armazenados, como marcadores do cromossomos Y, por exemplo. A inclusdao de
marcadores de linhagem possibilitara uma expansao ainda maior das buscas em base de

dados, e aumentara a importancia da adigdo do maior numero de perfis genéticos
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possiveis (21).

Os bancos de dados de DNA forense foram inicialmente utilizados como
ferramenta em casos de crimes de grande potencial ofensivo, como por exemplo
homicidios, latrocinios e estupros. Com o passar do tempo, foi observado a utilidade dos
bancos de dados também em casos de menor potencial lesivo como furtos, roubos e
arrombamentos. Enquanto que nos casos de crimes violentos é muito comum a presenga
de material biolégico em grande quantidade, como sangue e sémen, por exemplo, nos
crimes menos violentos praticamente a unica forma de se obter DNA do autor é através
do contato desse individuo com superficies e objetos do local. Portanto, otimizar as
técnicas de obtencdo de DNA a partir desses vestigios € fundamental para aumentar a

quantidade de perfis recuperados em locais de crimes (22).

1.6 HISTOLOGIA DO EPITELIO DAS MAOS

O epitélio humano recobre o corpo e tem a funcédo de proteger contra o atrito,
infeccdo de microrganismos, perda de agua e radiagdo ultravioleta. E formado pela pele
(tegumento) e seus anexos, os pelos, unhas, glandulas sebaceas, sudoriparas e
sebaceas. A pele é composta pela derme, de epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado e pela derme, de tecido conjuntivo (12).

A pele apresenta diferencas na sua composi¢gao conforme a sua localizagdo. A
palma das maos, adaptada para resistir a uma forga de atrito maior, possui uma epiderme
com mais do que 5mm de espessura, constituida por varias camadas celulares e por uma
camada superficial de queratina bastante espessa. Nao possui pelos e glandulas
sebaceas, mas € abundante em glandulas sudoriparas (12).

A camada superficial de queratindcitos sofre uma descamacao a medida que o
epitélio das maos sofre atrito durante a manipulacéo de objetos. A quantidade de células
descamadas ¢€ influenciada diretamente pela pressao exercida e duragdo da manipulagao
assim como pelas caracteristicas dos individuos como idade e sexo, por exemplo. Além
das células descamadas, a superficie dos objetos manipulados também apresenta os

fluidos bioldgicos produzidos pelas glandulas presentes no epitélio (13).
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1.7 TOUCH DNA

A medida que a relevancia e o valor probatdrio das provas produzidas através da
analise de DNA tem aumentado, também se criou uma maior expectativa para se gerar
resultados em um maior numero de casos, 0 que acabou levando a necessidade de se
obter perfis de DNA a partir de quantidade cada vez menores de material biolégico (11).

Ao mesmo tempo, as técnicas empregadas para a analise de DNA tém evoluido
consideravelmente nos ultimos anos, possibilitando a obtengao de resultados a partir de
fontes que até entdo néo se acreditava que fossem uteis para a investigagao criminal. Por
exemplo, objetos deixados em uma cena de crime podem oferecer informagdes valiosas
sobre o individuo que os utilizou (23).

Os casos forenses se distinguem de pesquisas académicas pelo fato de que
normalmente a quantidade de material bioldgico disponivel para analise € muito pequena,
muitas vezes inviabilizando o uso de técnicas tradicionais. Desde o inicio da utilizagdo do
DNA como ferramenta forense, sempre se buscou obter perfis genéticos de qualidade a
partir de pequena quantidade de material biolégico disponivel (24).

O conceito de “touch DNA” se refere ao material genético que é deixado por um
individuo, através das suas células epiteliais, quando se toca ou entra em contato com um
objeto qualquer (24). Todo dia milhares de células epiteliais descamam e sao transferidas
para qualquer superficie que a pele de um individuo entrar em contato. Se algum suporte
relacionado a um crime for tocado por uma das pessoas envolvidas, existe a possibilidade
de se obter DNA a partir das células epiteliais descamadas (25).

Ao se adotar uma metodologia que permita trabalhar com DNA deixado apdés
contato, um laboratério de DNA forense amplia muito a gama de casos para serem
trabalhados, uma vez que apenas alguns tipos de agdes criminosas deixam material
biolégico de forma evidente para que seja possivel a analise de DNA. Ao contrario,
oferecendo a possibilidade de identificar touch DNA, praticamente qualquer local de crime
pode apresentar vestigios com potencial para ser analisado (16).

Contudo, células epiteliais geralmente sao depositadas em uma quantidade muito
menor do que a quantidade de células presentes em um fluido biolégico, como sangue
por exemplo. Dessa forma, a dificuldade em se obter um perfil de DNA a partir desse tipo
de material € muito maior do que a partir de uma mancha de sangue encontrada em um

local de crime (26).
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Para se obter resultados satisfatorios utilizando amostras obtidas de objetos
contendo touch DNA é necessario reconhecer quais objetos e quais regides desses
objetos sdo mais propensos a apresentar células epiteliais deixadas quando do contato a
pele humana. Além disso também €& imprescindivel a escolha e desenvolvimento de
meétodos e técnicas mais adequados para se recuperar a maior quantidade de células
possivel e consequentemente, maior quantidade de DNA (27).

Para se obter um perfil genético a partir de quantidades muito pequenas de DNA,
€ necessario que todos os procedimentos realizados durante o exame sejam otimizados
para se obter o melhor resultado possivel. Além disso, novas tecnologias de extragao,
quantificacdo, amplificacdo e genotipagem, que se tornam disponiveis a cada dia,
proporcionam um avang¢o na capacidade de gerar bons resultados. Logo, uma coleta
adequada e uma analise criteriosa sao determinantes para a qualidade do resultado
obtido (28).

Ao se trabalhar com esse tipo de vestigios, uma outra preocupagado importante
deve ser levada em conta pelos servigos forenses. Os materiais biolégicos comumente
mais encontrados em locais de crimes, como sangue, saliva, sémen, fios de pelo, sdo de
conhecimento dos agentes de seguranga publica. Em fungdo disso, os locais s&o bem
preservados e os vestigios sdo coletados e encaminhados a analise da melhor forma
possivel. Por outro lado, em locais em que se deseje efetuar a coleta e analise de
amostras contendo “fouch DNA”, &€ necessario que procedimentos de preservagao de
local, coleta, acondicionamento e encaminhamento estejam bem definidos e divulgados
entre os agentes de seguranga publica. A pesquisa, avaliagdo e definicdo clara e correta
dos procedimentos de preservacgao e processamento de locais de crime é de fundamental
importancia para que esse tipo de vestigio possa ser incluido na rotina de analise de um
laboratério de DNA forense (29). Da mesma forma, o desenvolvimento de técnicas e
procedimentos laboratoriais especificos para se trabalhar com amostras contendo fouch
DNA, assim como o aprimoramento e customizacdo de parametros das técnicas
existentes, pode significar a diferenca entre alcancar ou ndao um resultado final

satisfatorio.
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1.8 REVELAGCOES DE IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES

Identificar se um objeto foi tocado por alguma pessoa ndo € uma tarefa facil, ja
que esse contato, na grande maioria das vezes, ndo deixa vestigios visiveis a olho nu. Na
investigacdo criminal, um procedimento largamente empregado para a analise de
impressdes papilares € o uso de reveladores de impressdes latentes. Para tanto, um
reagente revelador € aplicado em uma determinada superficie, reagindo com a gordura e
o suor deixado pelo contato com a pele, propiciando a observagao da impressao latente
(30).

Os reagentes mais comumente utilizados para a detecgdo de impressodes digitais
latentes sdo os pos reveladores. De diversas composicoes diferentes, os pos reveladores
sao compostos coloridos de particulas muito finas que aderem aos componentes oleosos
e a umidade deixada pelo contato da pele em uma superficie. Como a superficie da pele é
irregular, formada por cristas e vales, a deposicao de material nas superficies segue o
mesmo padrao. Os pos reveladores aderem por eletrostatica nas regiées em que material
foi depositado pelo contato com as cristas, mas ndo onde houve contato com os vales.
Dessa forma, a coloragdo do p6 aderido proporciona o contraste suficiente para a
revelagcao de uma impressao latente (31).

O mesmo contato da pele humana que produz as impressdes digitais também
pode depositar células na superficie onde houve o contato. Mesmo que a deposicédo de
células seja o esteja relacionada com os padrbes morfolégicos deixados pela impressao,
o fato de se descobrir o local exato onde um suporte foi tocado por um individuo pode
auxiliar na escolha do local de eleicdo para se efetuar a coleta de material visando a
obtencdo de um perfil genético (32).

A revelacado de impressoes latentes pode ser aplicada ndo somente para detectar
0 padrao morfolégico da impressao papilar como também nos casos onde a impressao
produzida n&do apresenta qualidade suficiente para um confronto. Em muitas situacdes, o
contato da pele com a superficie acontece de forma que as impressdes deixadas se
apresentem borradas e indefinidas, impedindo qualquer possibilidade de confronto.
Porém, uma area de contato de morfologia indefinida pode informar de forma segura que
um determinado local foi tocado e potencialmente pode conter células epiteliais e DNA em
quantidade suficiente para a genotipagem (33).

Contudo, a composicao quimica dos pos reveladores aparentemente possui um
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efeito inibidor da reagc&o de PCR, ou no minimo prejudica a obtengao de perfis genéticos a
partir das amostras. Essa propriedade compromete o emprego da revelagéo de impressao
latente em conjunto com a pesquisa de DNA (34). Para que isto seja possivel, faz-se
necessario o aprimoramento das técnicas laboratoriais de exame de DNA para que o
material genético coletado neste tipo de amostra seja extraido e isolado de quaisquer

substancias que possam prejudicar a sua identificagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver protocolos e metodologia para a
pesquisa de DNA em amostras relacionadas a ocorréncias de natureza criminal contendo

material biolégico deixado por contato, o touch DNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade de se coletar material biolégico depositado por contato

em determinadas superficies comumente relacionadas a ocorréncias de natureza criminal;

¢ |dentificar as regides de eleicdo para coleta de material biolégico deixado por

contato através da revelagao de impresséo digital latente com pds reveladores;

e Comparar diferentes metodologias de coleta de material biolégico para
escolher a que possibilite a recuperagao da maior quantidade possivel de material para a

pesquisa de DNA,;

e Comparar diferentes metodologias laboratoriais de extracdo e purificacdo de
DNA, com a finalidade de isolar o material genético e retirar quaisquer substancias que

possam comprometer a obtengao de um perfil genético de qualidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUCAO DAS AMOSTRAS

Com o objetivo de avaliar a viabilidade da coleta e recuperacao de touch DNA,
foram selecionadas cinco superficies candidatas, relacionadas com ocorréncias de
natureza criminal:

e Superficie externa de uma arma de fogo;

e Parte externa de um cartucho de municao;
e Cabo de uma faca serrilhada de cozinha;

e Superficie de um volante de um automovel;
¢ Alavanca de cambio de um automovel.

Para a coleta de amostra foram recrutados trés individuos adultos, nao
aparentados, do sexo masculino. Os individuos manipularam os cinco objetos em trés
dias diferentes.

As armas de fogo e os cartuchos de muni¢cdo foram escolhidos porque a grande
maioria dos locais relacionados com crimes contra a pessoa envolvem instrumentos
dessa natureza. Foram utilizadas para as coletas pistolas automaticas de marca Taurus,
modelo 24/7, calibre .40 S&W, constituidas por uma armacao de polimero e ferrolho de
aco com comprimento de 182mm. Os cartuchos coletados eram compativeis com as
armas de fogo, e apresentavam calibre .40 S&W, com a superficie externa de latéo e
19mm de comprimento.

As facas foram escolhidas como representantes de armas brancas que também
sdo comumente encontradas em locais de crime. Foi escolhido um modelo de faca de
cozinha, de lamina serrilhada e cabo plastico, de comprimento de aproximadamente 10cm
de comprimento.

O volante e a alavanca de cambio foram selecionados com o objetivo de
compreender também os crimes de menor potencial ofensivo, onde ndo sio utilizados
instrumentos préprios, mas que a identificacdo dos autores através do DNA seja

relevante. O volantes apresentavam revestimento sintético e didametro de
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aproximadamente 40cm e as alavancas de cambio de material plastico e altura de
aproximadamente 20cm.

Foi realizada uma higienizagao das superficies no dia anterior a coleta, utilizando
uma solugdo de alcool 70% e papel toalha limpos. Apds a limpeza, foi solicitado aos
proprietarios que fizessem o uso normal e cotidiano dos instrumentos, evitando apenas
realizar qualquer outro tipo de limpeza adicional. A coleta foi realizada no dia seguinte,
sempre apos um periodo de 18 a 24 horas. No caso de coletas sequenciais, foi sempre
respeitado um periodo de 48 horas de intervalo entre as diferentes coletas dos mesmos
locais.

A excecao do protocolo de coleta foi feita com as facas de cozinha, uma vez que
era dificil estabelecer um uso regular das facas sem que elas fossem limpas, abrindo
possibilidade de muitas diferengas na manipulagao dos objetos. Portanto, com as facas foi
adotada uma abordagem diferente, promovendo uma limpeza com detergente Extran e
posterior exposi¢ao a radiagao ultravioleta durante 30 minutos. As facas foram entregues
aos proprietarios que as seguraram por um periodo de aproximadamente cinco minutos.

Os experimentos de impressdes palmares, do polegar e indicador foram
realizadas com uma placa de vidro, de espessura igual a 0,5mm, de dimensdes
aproximadas de 50 por 60 centimetros, que era usada apoiada sobre uma mesa no
momento da coleta e que possibilitasse ser retirada para limpeza e descontaminacido. A
limpeza foi realizada com a solucdo de Extran e a placa foi submetida a radiacao

ultravioleta por 30 minutos antes de ser usada nos experimentos.

3.2 REVELACAO DAS IMPRESSOES LATENTES

As amostras produzidas por contato foram submetidas a uma aplicacdo de pods
reveladores para a triagem das areas a serem coletadas. Foram utilizados trés tipos
diferentes de pds reveladores: HiFi Volcano Latent Print Powder Silk Black® (Sirchie®
Finger Print Laboratories, NC, USA), Magnuclei® Magnetic Fingerprint Powder (Sirchie®
Finger Print Laboratories, NC, USA) e uma opg¢ao de pd artesanal, um pigmento usado
em tintura de rejunte utilizado em construcéo civil.

Silk Black® Latent Print Powder € um po6 especifico para revelagdes de
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impressdes digitais latentes, de utilizagdo muito versatil, recomendado para uma ampla
gama de superficies diferentes. O p6 é composto de uma mistura de carbon black e
Lycopodium, em uma granulometria muito fina. O p6 foi aplicado sobre a superficie a ser
revelada e a seguir o excesso foi retirado com a ajuda de um pincel de fibra de vidro.
Apenas o pdé que ficou aderido as impressdes digitais permanece na superficie apds a
passagem do pincel, possibilitando a identificacdo da impresséo.

Magnuclei® Magnetic Fingerprint Powder € um pd magnético que se apresenta
como uma alternativa ao pd de revelagcdo padrédo. Este € mais adequado para trabalhar
com impressdes em superficies plasticas e texturas. O p6 magnético ndo utiliza um pincel
padrao durante a revelacao. Ao invés disso, uma espécie de aplicador atrai o p6 utilizando
a forga magnética, de forma que ndo ha um contato direto com a superficie pesquisada.

Como alternativa aos pos reveladores comerciais, foi testada a aplicacdo de uma
solugdo artesanal, a utilizagdo de um pigmento para tintura de rejunte como revelador. O
pigmento utilizado foi da marca Xadrez® (Lanxess Energizing Chemistry). O pé Xadrez®
€ um pigmento a base de 6xido de ferro, que apresenta efeito satisfatério na revelagao
morfolégica da impressodes digitais. A cor do pigmento escolhida foi a vermelha, para
facilitar a detecgdo em espectroscopia de absor¢ao a 480 nm. A aplicacado do pdé Xadrez &

semelhante ao Silk Black®, utilizando um pincel de fibra de vidro.

3.3 COLETADAS AMOSTRAS

A coleta do material biologico foi realizada da mesma forma para todos os objetos.
Todas as amostras foram coletadas utilizando suabes de uso hospitalar, marca Absorve,
de haste plastica e cabeca de algoddo, esterilizados por Oxido de Etileno e
acondicionados em embalagens plasticas. Ao longo dos experimentos foram utilizadas
trés protocolos diferentes de coleta das amostras: coleta com suabes umedecidos; com
suabes secos; utilizando a técnica de double swabbing.
A coleta com suabes umedecidos € a coleta padréo utilizada em diversos servigos
forenses. Ela consiste em umedecer levemente os suabes com agua deionizada
ultrapura, removendo qualquer excesso de agua e friccionando gentiimente a cabeca de

algodao contra a superficie a ser coletada. A coleta com suabes secos utiliza os suabes
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sem umedecé-los em agua, apenas friccionando o algodao contra a superficie.

A técnica de double swabbing consiste em uma mistura das duas técnicas
anteriores. Primeiramente, um suabe é umedecido em agua deionizada e friccionado
contra a superficie de interesse. A seguir, um segundo suabe seco é friccionado na
mesma regido, recolhendo a umidade deixada pela passagem do primeiro. Os dois
suabes sdo entdo acondicionados e processados como se fossem apenas uma amostra
(35).

Apoés a coleta, os suabes foram devidamente identificados e submetidos a uma
breve secagem ao ar livre. A seguir, foram acondicionados em embalagens de papel e

armazenados em freezer a -20°C, até a realizacdo dos exames laboratoriais.

3.4 QUANTIFICACAO DE PO REVELADOR

Para a quantificacdo do po revelador, foram produzidos trés tipos de impressdes
papilares, da polpa digital do polegar, do dedo indicador e da palma da mao, em uma
superficie limpa de vidro. Cada tipo de impressao foi produzida em ftriplicata. As
impressodes latentes foram reveladas utilizando o p6 revelador da marca Xadrez®. Apods a
retirada do excesso, o po aderido em cada uma das impressées foi coletado com suabes
umidos e eluido em uma solugéo aquosa.

A quantificagdo do po6 revelador foi realizada utilizando a técnica de colorimetria
através de espectroscopia de absorcao na luz visivel. Ela se baseia na propriedade das
substancias em absorver luz no espectro do visivel em quantidade proporcional a sua
concentracdo. Para a realizagdo das analises foi utilizado um espectrofotdmetro modelo
Genesys 2.0 (Thermo Fisher Scientific). A absorbéncia das amostras foi aferida em
cubetas de vidro, considerando o valor médio de trés leituras sequenciais. O método
utilizado para se estabelecer as concentragcdes de po revelador nas amostras foi através
de curva analitica, calculada através do método de minimos quadrados, estabelecida a
partir de uma curva padréao.

Para a producdo da curva padrao, foi realizada uma diluicdo seriada de cinco
pontos, na proporgao 1:3, preparada a partir de uma solugao inicial de concentragao igual

a 5,00mg/ml de p6 Xadrez®, até ser atingida a concentracao de 0,06mg/ml. As cinco
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solugdes foram submetidas a espectroscopia de absor¢do no comprimento de onda de
480nm e os resultados obtidos utilizados para construir a curva padrao.

As amostras reveladas com o pé Xadrez® coletadas com os suabes foram
solubilizadas em 1ml de agua. A seguir foi realizada a leitura do valor das absorbancias de
cada amostra, e a concentragcdo de pdé em cada amostra calculada a partir da curva

analitica.

3.5 RELACAO ENTRE A QUANTIDADE DE PO RECUPERADO E A QUANTIDADE DE
DNA EXTRAIDO

Este experimento buscou estabelecer uma correlagdo entre a quantidade de po
revelador recuperado das impressoes latentes e o DNA extraido das mesmas impressoes.
Para tanto, em uma superficie limpa de vidro foram produzidas diversas impressdes com
maos e dedos de um mesmo individuo de forma aleatéria, com graus variados de pressao
e arrastamento, buscando simular como ocorreria em uma situacdo cotidiana. Apos a
revelagao dessas impressodes, dez regides foram delimitadas e escolhidas ao acaso. A
area dessas regides foi medida e o material depositado foi coletado com suabes umidos.
O material recuperado foi eluido em uma solugdo aquosa e submetido a espectrometria
de absor¢ao de luz visivel para a dosagem da quantidade de pé presente nas amostras. A
seguir, a solugédo restante foi submetida a extragdo de DNA pelo método de fenol-
cloroférmio e posteriormente submetida a uma reagcdo de qPCR para quantificar o DNA

presente na amostra.

3.6 MEDIDA DA AREA DAS REGIOES DE CONTATO

Para realizar as medidas das areas coletadas foi utilizado o software ImageJ
(National Institutes of Health). Uma fotografia foi tirada de cada regido coletada em um
angulo de 90° graus em relacdo a superficie. Em cada fotografia foi adicionada uma

escala fisica de comprimento e a area coletada foi delimitada de forma clara. Utilizando o
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software, primeiramente foi feita uma calibragdo de distdncias com a escala fisica e a

sequir realgada a regido coletada, para que o software realizasse o calculo da area.

3.7 EFEITO DA INIBICAO DOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO

Foi realizado um ensaio para avaliar se os pdos reveladores inibem a amplificagao
do material genético por PCR.

Para tanto foram utilizadas amostras dos trés pos reveladores diferentes - pé
SilkBlack®, Magnuclei® e Xadrez®. Com cada um deles foi produzida uma curva de
diluicdo de cinco pontos e fator de diluicao 1:5, comegando com uma concentragdo de
5mg/ml até a concentragdo final de 0,06mg/ml. A cada uma dessas amostras foi
adicionado 1ng de DNA padrdo e as solugdes foram submetidas a quantificacdo por
gPCR.

Essas amostras foram submetidas a extragdo organica e novamente a PCR em
tempo real para avaliar o efeito da metodologia de extracdo para esse tipo de amostra.
Ainda, foram posteriormente submetidas a um protocolo de purificagdo de DNA utilizando
a resina sintética Purelink®, com a finalidade de retirar ao maximo as substancias

interferentes, no caso os pos.

3.8 EXTRACAO DE DNA

Amostras produzidas por impressdes palmares e reveladas pelo p6 Xadrez®
foram submetidas a trés protocolos de extracao diferentes: um protocolo de extracao in
house, com o método de extragdo organica com fenol-cloroférmio; dois kits de extragao
de DNA forense comerciais, 0 Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega
Corporation, WI, USA) e o Invisorb® Spin Forensic Kit (Invitrogen® Corporation, CA,
USA). Os kits de extracdo comercial foram utilizados devido a sua capacidade em obter
um DNA final limpo, livre de interferentes. Nesse experimento, as impressdes palmares

em ftriplicata foram divididas em quatro quadrantes: em trés dos quatro quadrantes a
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impressao foi revelada com o p6 Xadrez® e no quarto nio foi aplicado qualquer tipo de
revelador. Em todos os quadrantes o material depositado foi coletado com suabes
umidos. Em cada impressao os quadrantes submetidos aos diferentes métodos de
extracao foram rotacionados para evitar qualquer influéncia das regides da palma da méao
que produziram a impressao. Apos concluida a extracdo, as amostras foram submetidas

a reacao de PCR em tempo real para a quantificacdo de DNA presente em cada amostra.

3.8.1 Extragao Organica Fenol-Clorféormio

O método de extragado organica fenol-cloroformio consiste em solubilizar uma
porcao do algodao presente no suabe coletado em uma solugcado tampao EDTA contendo
Proteinase K e Dithiothreitol (DTT) e incubar a 56°C por 18 a 24 horas. Durante essa
incubagao ocorre a lise da membrana plasmatica e liberagdo de todo o conteudo celular,
inclusive o DNA, em solugao. A seguir é feita uma extragao liquida com uma mistura de
fenol pH 8,6, cloroférmio e alcool iso-amilico na proporgcdo 25:24:1. A fase aquosa da
extracdo é retirada e os acidos nucleicos precipitados através da adigao de alcool etilico
absoluto. A seguir a amostra € secada em uma concentradora SpeedVac para a retirada

de todo o alcool e ressuspendida em solugdo aquosa com agua Milli-Q (14), (15).

3.8.2 Extracao utilizando os kits comerciais

As extragdes utilizando os kits comerciais seguiram os protocolos dos fabricante:
Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega Corporation, WI, USA) e o
Invisorb® Spin Forensic Kit (Invitrogen® Corporation, CA, USA). O principio basico dos
meétodos de extracao € semelhante. Inicialmente é adicionado um tampao de lise, para
liberar o conteudo celular em solugao. A seguir € adicionado um tampé&o de ligagédo que se
prende ao DNA e é recuperado através da centrifugagéo da solu¢gdo por uma coluna com
uma membrana de afinidade. A seguir o DNA é recuperado das colunas com a ajuda de

um tampao de eluicao.
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3.9 PURIFICAGAO DE DNA

O DNA extraido das amostras foi purificado utilizando o kit comercial Purelink®
(Life Technologies®, CA, USA). As amostras foram preparadas seguindo as instrugdes do
fabricante. A técnica consiste em adicionar um tampao de ligagdo, que possui afinidade
com as moléculas de DNA. A seguir sdo realizadas duas lavagens na coluna de
purificacéo, retirando todas as substéncias ndo desejadas. Por ultimo, o DNA ligado é

eluido e recuperado das colunas de purificagao.

3.10 QUANTIFICAGAO DE DNA POR gPCR

O DNA extraido foi quantificado utilizando a técnica de quantificagado de DNA por
uma reagao de PCR quantitativa (QPCR), inicialmente descrita por Higuchi, em 1993 (16).
Esta técnica consiste em simultaneamente detectar e quantificar uma regido de interesse
do DNA, utilizando um reacido de PCR em tempo real. Para tanto primers especificos para
a regido de interesse sdao marcados com uma sonda fluorescente. A medida em que os
fragmentos sdo amplificados, o fluoréforo presente nos primers é liberado a fluorescéncia
€ detectada pelo sensor CCD do equipamento de tempo real. Uma curva padrdo com
concentracbes conhecidas de DNA é produzida para inferir a quantidade de DNA
amplificado a partir da fluorescéncia produzida pela reagéao.

Para a realizacao dos exames foi utilizado o kit comercial Plexor® HY (Promega®
Corporation, WI, USA). As amostras foram preparadas conforme o protocolo
recomendado pelo fabricante. A seguir, a reacdo de qPCR foi realizada em um aparelho
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, CA, USA). Os resultados foram
coletados utilizando o software Applied Biosystems® SDS Software v1.4.1 e analisados
com o software Analysis Software v.1.5.4.18 (Promega® Corporation).

Nos experimentos onde foi necessario utilizar um DNA padrao de referéncia, foi
empregado o DNA controle da linhagem celular 9948 (Promega® Corporation), de origem

masculina.
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3.11 AMPLIFICAGAO DOS MARCADORES GENETICOS

As amostas extraidas foram amplificadas através da reacdo de PCR utilizando o
kit comercial de amplificagdo multiplex PowerPlex Fusion® System (Promega®
Corporation). Este kit foi desenvolvido especificamente para amplificagdo de amostras
forenses, com baixa qualidade e presenca de inibidores da reacdo de PCR. O kit é
composto por 22 marcadores do tipo STR autossémicos (D3S1358, D1S1656, D2S441,
D10S1248, D13S317, D16S539, D18S51, D2S1338, CSF1PO, THO1, VWA, D21S11,
D7S820, D5S818, TPOX, D8S1179, D12S391, D19S433, FGA, D22S1045, Penta E e
Penta D), um marcador do cromossomo Y (DYS 391) e Amelogenina.

As amostas foram preparadas conforme o protocolo fornecido pelo fabricante. As
amostras foram amplificadas em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700

(Applied Biosystems®) validado para esta finalidade.

3.12 GENOTIPAGEM DOS PERFIS GENETICOS

Foram analisados 15 perfis genéticos obtidos com amostras representativas do
universo amostral. A analise de perfil genético foi realizada na busca de validagdo dos
resultados dos experimentos com objetos. Foi realizada eletroforese capilar com os
produtos de amplificacdo obtidos em um sequenciador 3130 xL Genetic Analyser®
(Applied Biosystems®). A eletroforese foi realizada em condi¢gdes desnaturantes, com
polimero POP4 (Applied Biosystems®), injegdo de 10 segundos, nas condigdes
recomendadas pelo fabricante. Os dados brutos foram coletados pelo software Data
Colection v. 3.0 (Applied Biosystems®) e o tamanho dos fragmentos foi comparado com o
Internal Lane Standart CC5 ILS 500 (Promega® Corporation). Os perfis genéticos foram
analisados no software GeneMapper® ID-X (Applied Biosystems®), utilizando os

parametros de analise recomendados pelo fabricante e um limiar de corte de 50 RFUs.
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise dos resultados e os calculos estatisticos foram realizados utilizando o
software GraphPad Prism® v.5.0. A partir do programa foram construidas as curvas de
calibracdo dos experimentos de quantificacdo de pd revelador por espectrometria de
absorcgao, calculadas as suas equagdes e coeficientes de linearidade.

Para a analise estatistica dos resultados obtidos nos experimentos foram
utilizados os testes ndao paramétricos de comparacdo de medianas, teste de Mann
Whitney ndo pareados, e testes de analise de variancia Kruskal-Wallis. Nos experimentos
em que foram analisadas correlagdes, foi calculado o coeficiente de correlacdo de
Pearson.

Em todos os testes realizados, as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de p foi menor do que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 QUANTIDADE DE PO RECUPERADO A PARTIR DAS IMPRESSOES LATENTES

Na Figura 01 estdo apresentados os resultados relativos a quantidade de po
revelador recuperado da superficie limpa de vidro nos trés tipos de impressdes papilares,
da polpa digital do polegar, do dedo indicador e da palma da mao, reveladas utilizando o
po revelador da marca Xadrez®. A medida foi realizada em espectrometria de absorcao

de luz visivel para a dosagem da quantidade de po6 presente nas amostras.
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Figura 01: Quantidade de p6 recuperado, em miligramas, a partir das diferentes impressoes latentes
reveladas, realizadas em triplicatas.

A impressdo com a maior quantidade de pd revelador aderido e coletado foi a
impressao palmar, com uma média de 1,17mg de po revelador. A diferenga em relagéo as
impressdes da polpa do polegar (0,82mg) e do dedo indicador (0,85mg) foi
estatisticamente significativa (p<0,05). Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre a quantidade de po6 revelador recuperado da impresséo produzida pela
polpa digital do polegar e pelo dedo indicador.

Como o tamanho das impressoes latentes reveladas sdo bem diferentes entre si,

foi realizada uma medida da area de cada uma das impressdes a fim de se comparar a
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quantidade de po6 recuperado ajustado pela mesma unidade de area. Os resultados da

medida das areas de cada tipo de impresséo latente estdo na Figura 02.
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Figura 02: Area das superficies dos trés tipos de impressdes latentes reveladas.

A média das areas da impressoes palmares foi de 79,77mm?2, bem maior do que a
meédia das areas da impressdes da polpa digital do polegar e do dedo indicador, cujo
resultado foi de 9,65mm? e de 15,67mm?, respectivamente. A diferengca entre o tamanho
das impressdes palmares foi maior de forma estatisticamente significativa, com p<0,05.

A partir dos resultados da quantidade de p6 revelador recuperado e da area das
impressdes latentes coletadas, foi calculada a quantidade de p6 revelador recuperado a
partir da mesma unidade de area para os trés tipos de impressao produzidas. Na Figura

03 estdo apresentados os resultados da quantidade, em miligramas, de po6 revelador

recuperado
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Figura 03: Quantidade de p6 revelador recuperado, em miligramas, por mm? de impresséao revelada.
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Os resultados mostraram que, quando a quantidade de po é corrigida pela area da
coleta, a quantidade de pd recuperado da impressao produzida pela polpa digital do
polegar é significativamente maior do que a das impressbdes produzidas pelo dedo
indicador e pelas palmas das maos (p<0,05). A quantidade de pé na impressao do
indicador também é significativamente maior do que a da impresséo palmar (p<0,05)

Apesar de em termos absolutos a quantidade de p6 recuperado ser muito maior na
impressao palmar, quando o valor & corrigido pela area da regido coletada, essa
impressao € a que apresenta a menor concentragao de p6 aderido. Da mesma forma, a
impressao produzida pela polpa digital do dedo polegar é a mais rica em quantidade de

po6 aderido.

4.2 RELACAO ENTRE A QUANTIDADE DE PO RECUPERADO E A QUANTIDADE DE
DNA EXTRAIDO

Na Figura 04 esta apresentado o grafico de dispersdo com a analise de tendéncia
dos resultados obtidos da quantificagdo de po revelador recuperado em relacdo a area
das superficies coletadas. Este experimento buscou estabelecer se ha correlacédo entre a
quantidade de po revelador recuperado das impressoes latentes e o DNA extraido das
mesmas impressoes.

Os resultados mostraram que houve uma boa correlacdo entre a area das
superficies coletadas e a quantidade de p6 revelador recuperado (R?=0,9159). Quando as
impressdes sédo produzidas de maneira aleatoria, o tamanho das regides coletadas tem
relagdo direta com a quantidade de po6 coletado. A principio, quanto maior a area da
regiao revelada, maior tendéncia de se observar uma maior quantidade de p6 aderida.

A seguir foi feita a comparacao entre a quantidade de p6 revelador recuperado em
relacdo a quantidade de DNA extraido do material coletado. O grafico de dispersao com a
analise de tendéncia dos resultados esta exposto na Figura 05. Os resultados mostraram
correlacéo entre a quantidade de DNA extraida do material e a quantidade de p6 coletado,
embora esta ndo seja uma correlagdo muito forte (R?=0,5062). A correlacdo entre a
quantidade de po e a area coletada € muito mais forte, porém ainda é possivel observar
uma tendéncia de que quanto maior a quantidade de p6é aderido a uma impressao

revelada, maior é a chance de se extrair mais DNA a partir dessa amostra.
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Posteriormente foi realizada a comparacao entre a area da superficie coletada e a
quantidade de DNA extraido do material coletado. O gréafico de dispersdo e a analise de
tendéncia estdo expostos na figura 06. Como esperado, os resultados mostraram uma
correlagao fraca entre a quantidade de DNA extraida do material e a quantidade de po6
coletado (R?=0,5358). Uma vez que a area de coleta mostrou-se diretamente relacionada
a quantidade de pé aderida, e a quantidade de pd aderida apresentou uma fraca
correlacdo com a quantidade de DNA extraido, era esperado que a quantidade de DNA
extraido também apresentasse correlacionada com a area da coleta.

Apesar da constatagao de que a impressao produzida pela polpa digital do polegar
apresenta uma quantidade de p6 aderido muito maior do que outras regides, quando as
impressdes foram produzidas na superficie de vidro de forma aleatdria e desordenada,
observou-se que a area guarda uma correlagao forte com a quantidade de p6 recuperado.
Além disso, de uma forma geral, a quantidade de DNA extraido a partir de uma amostra
coletada de uma impressao latente revelada mostrou-se relacionada com a area da
superficie coletada e com a quantidade de p6 aderida. Este resultado mostrou que um pé
revelador pode ser utilizado como ferramenta de eleicdo para visualizagdo das regides

mais apropriadas para a coleta de material genético.



41
404

- °= 0,9159

204

104

Area de coleta (mm?)

0.0 0.5 1 fo 115 2.0 2.5
Quantidade de po (mg)

Figura 04: Quantidade de p6 revelador recuperado, em miligramas, por area de impressao coletada, em
milimetros quadrados.
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Figura 05: Quantidade de pd revelador recuperado, em miligramas, em relagdo a quantidade de DNA
extraido da amostra, em ng.
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Figura 06: Area da impressdo coletada, em milimetros quadrados, em relagdo a quantidade de DNA
extraido da amostra, em ng.
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4.3 EFEITO DA INIBICAO DOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO

Foi avaliada a interferéncia dos pds reveladores na amplificacdo a partir de ensaios
com os trés pos reveladores, os pos SilkBlack®, Magnuclei® e Xadrez®. Os resultados
da quantificacdo de DNA para cada amostra estdo disposto na Figura 07.

Os resultados obtidos mostraram que todos os pds reveladores testados
apresentaram um efeito significativo de inibicdo sobre a reagdo de PCR. O pé Xadrez®,
na concentragdo de 5mg/ml, inibiu totalmente a reacédo de PCR e fez com que nenhum
DNA fosse detectado na amostra. Os outros dois reveladores nao apresentaram um efeito
tao intenso, porém ainda muito relevante.

A intensidade da inibicdo foi um pouco mais baixa nas menores concentragdes,
porém nao foi observado um efeito concentracdo-dependente muito caracteristico. Nos
trés reveladores analisados, o efeito da inibigado foi muito forte mesmo em concentracbes
muito baixas. Esses resultados mostraram que os pos reveladores quando adicionados

diretamente as amostras comprometem a amplificacdo de DNA.
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Figura 07: Quantidade de DNA recuperado de cada amostra com as diferentes concentragées de pés
reveladores.
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4.4 EFEITO DA INIBIQAONDOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO APOS A
ETAPA DE EXTRACAO

Este experimento avaliou o quanto o procedimento de extracido é capaz de atenuar
o efeito inibitério dos pds reveladores sobre a PCR observado anteriormente. Para tanto,
as mesmas amostras que foram utilizadas no experimento anterior foram submetidas a
uma extragdo organica de DNA pelo método de fenol-cloroférmio. A seguir, a solugao
resultante do procedimento de extracdo foi submetida novamente a reacido de PCR em
tempo real para a medida da quantidade de DNA observada nas amostras. Os resultados
obtidos estdo na Figura 08.

Os resultados obtidos mostraram que houve uma melhora na quantidade de DNA
recuperado nas amostras apdés a extracdo de DNA. Esse efeito foi observado
principalmente nas concentragdes mais baixas dos pos reveladores, onde o pd magnético
Magnuclei® praticamente ndo exibiu nenhum efeito de inibigdo quando comparado ao
controle. Os outros tipos de pé também apresentaram um efeito menor de inibicdo apds a

extracao de DNA.

SilkBlack®
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Concentragdo de p6 em mg/ml

Figura 08: Quantidade de DNA recuperado de cada amostra com as diferentes concentragdes de pos
reveladores apds a extragao fenol-cloroférmio.

Foi possivel também observar uma melhora na curva de inibicdo concentragao-
dependente, onde nas concentragdes intermediarias ja foi observada uma diminuicao
significativa na inibicdo. O pd magnético Magnuclei® foi o que apresentou a maior

amplitude de variagdo, saindo da inibicdo quase total na concentracédo de 5mg/ml até a
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auséncia de inibicdo na concentragdo de 0,06mg/ml. Por outro lado, o pé SilkBlack®
mostrou uma pequena diferenga no resultado de inibicdo entre as concentracées final e
inicial. O pé Xadrez® apresentou um comportamento intermediario entre os dois
anteriores.

Apesar do procedimento de extracdo de DNA pelo método de fenol-cloroférmio
diminuir o efeito inibitério dos pds reveladores sobre a reacdo de PCR, esse efeito ainda
foi observado de forma significativa, especialmente nas amostras com concentragées

maiores de reveladores.

4.5 EFEITO DA INIBICAO DOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO APOS UMA
ETAPA DE PURIFICACAO

Como a extragao organica sozinha nao foi suficiente para reduzir o efeito inibidor
dos pos reveladores sobre a a reacdo de PCR, as amostras do experimento anterior
foram submetidas a um protocolo de purificacdo de DNA utilizando a resina sintética
Purelink®, com a finalidade de retirar ao maximo as substancias interferentes. Os
resultados obtidos estao descritos na Figura 09.

Os resultados obtidos mostraram uma leve reducdo no efeito inibitério dos
reveladores, porém nenhuma reducdo de grande magnitude. A curva de inibicdo do pé
magnético Magnuclei® foi muito semelhante a do experimento anterior, somente com a
etapa de extracdo. A curva do p6 SilkBlack® apresentou o melhor resultado em relagcéo ao
anterior, onde em baixas concentragbes o efeito de inibicao foi praticamente suprimido.
Nas concentracdes intermediarias, os resultados foram os melhores. A curva do po
Xadrez® nao apresentou uma grande melhora como um todo, porém na concentragao
mais baixa de 0,06mg/ml o resultado apresentou uma melhora muito significativa. E

possivel que, em menores concentragdes, o efeito de inibicao fosse totalmente suprimido.
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Figura 09: Quantidade de DNA recuperado de cada amostra com as diferentes concentragdes de po
reveladores apds a purificagdo com resina Purelink®. Analise realizada em ftriplicata.

A etapa de purificagdo proporcionou uma melhora geral no resultado,
especialmente quando consideramos as menores contragdes de reveladores. A inibicdo
observada na concentragdo mais baixa dos pos SilkBlack® e Magnuclei® foi praticamente

eliminada e reduzida consideravelmente no pé Xadrez®.

4.6 INFLUENCIA DO METODO DE COLETA NA QUANTIDADE DE DNA RECUPERADO
DE IMPRESSOES LATENTES

Apds as analises visando a utilizacdo dos pds reveladores como indicadores das
melhores regides para a coleta de DNA, foram comparados trés métodos distintos de
coleta do material depositado pelo contato: coleta com suabes umidos, com suabes
secos, e pela técnica de double swabbing.

As amostras foram impressdes palmares em uma superficie de vidro limpa dividida
em quatro quadrantes e em cada um deles foi utilizado um método de coleta diferente. O
experimento foi realizado em triplicata, as impressdes foram reveladas utilizando o pd6
SilkBlack® e os quadrantes foram rotacionados entre as diferentes impressdes para evitar
qualquer diferenga entre as regides da palma da mao que produziram a impresséo. Os

resultados obtidos na PCR tempo real sdo mostrados na Figura 10.
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A quantidade de DNA extraido utilizando os métodos de suabe seco (0,126ng de
DNA) e double swabbing (0,114ng) foi praticamente a mesma. Porém, a quantidade de
DNA extraido utilizando a coleta com suabe umido foi muito menor do que as outras
(0,062nq), diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

Este resultado mostrou que coletar material depositado pelo contato utilizando um
suabe seco ou a técnica de double swabbing recupera praticamente duas vezes mais

DNA do que ao se fazer a coleta utilizando um suabe umido.
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Figura 10: Quantidade de DNA extraido para cada método de coleta utilizado. Analise realizada em
triplicata.

4.7 COMPARAGCAO DE METODOS DE EXTRAGAO DE DNA

Foram comparados trés métodos de extragdo de DNA: um método tradicional de
extragcdo organica por fenol-cloroférmio e dois métodos comerciais das marcas
Invitrogen® e Promega®. As amostras foram coletadas a partir de impressdes palmares
feitas na placa de vidro e reveladas com o pd Xadrez®. Os resultados obtidos estao

expostos na Figura 11.
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Figura 11: Quantidade de DNA recuperado em amostras com poé revelador utilizando trés diferentes
metodologias de extracao.

Na comparagdo entre os métodos de extracdo propriamente ditos, a extragao
organica com fenol cloroformio apresentou uma quantidade de DNA (0,263ng)
significativamente maior (p<0,05) do que os métodos comerciais da Invitrogen® e
Promega® (0,107ng e 0,083ng, respectivamente). A diferenca entre os dois métodos
comerciais nao foi estatisticamente significativa.

Este resultado mostrou que o método tradicional de extracdo organica por fenol-
cloroférmio ainda é o que resulta em uma maior quantidade de DNA extraido em
comparagao com os métodos comerciais. Além disso, a redu¢cado da quantidade de DNA
recuperada € ainda mais drastica quando comparada com a amostra cuja impressdo nao
foi revelada com o p6 xadrez.

Como esperado, a maior quantidade de DNA extraido foi observada nas amostras
em que nao foi aplicado o pé6 revelador (0,540ng). Esse resultado corrobora os anteriores
no sentido que os pos reveladores, em especial o pd xadrez, prejudica consideravelmente

a quantidade de DNA amplificado.

4.8 PESQUISA DE MATERIAL GENETICO EM CINCO OBJETOS DIFERENTES

Este experimento teve como finalidade avaliar a metodologia de coleta e extracéao

de amostras de touch DNA utilizando cinco objetos de interesse forense: arma de fogo,
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cartucho de munigéo percutida, faca de cozinha, volante de veiculo e alavanca de cambio
de um veiculo.

A Figura 12 apresenta os resultados relativo a média da concentracao de DNA
obtido nos cinco objetos, listados anteriormente, em trés dias diferentes. Essas amostras
foram coletadas apds a revelagao de impressdes latentes com pé SilkBlack® utilizando a
técnica de double swabbing. Em todos os objetos testados, foi possivel recuperar DNA.
No cartucho de muni¢do, faca de cozinha, alavanca de cambio e arma de fogo a
quantidade coletada foi relativamente pequena, porém nos volantes dos veiculos a
quantidade de DNA extraido foi satisfatéria.

O objeto que apresentou a maior quantidade de DNA foi o volante de veiculo
(0,156nQg). Esse valor foi estatisticamente significativo em relagdo a todos os outros
objetos testados (p<0,05). Por outro lado, os cartuchos de municdo apresentaram a
menor quantidade de DNA extraido, 0,003ng de DNA, em média, significativamente
menor que todos os outros objetos testados (p<0,05).

A arma de fogo, a alavanca de cambio e a faca de cozinha apresentaram valores
intermediarios, menores do que o volante dos veiculos e maiores do que os cartuchos de
muni¢cédo (0,035ng, 0,018ng e 0,009ng de DNA, respectivamente). Entre esses trés
objetos n&o foi observada diferencga estatisticamente significativa.

Com a finalidade de comparar se a diferenca entre o material depositado pelos
individuos era relevante e poderia comprometer a analise, os resultados deste
experimento foram agrupados conforme os individuos que produziram as amostras, para
verificar se haviam diferengas significativas entre eles. Os resultados estdo dispostos na
Figura 13. Nos resultados agrupados por doadores, ndo é possivel observar diferenca
significativa entre eles. Embora o primeiro doador apresentou uma maior quantidade de
DNA recuperado (0,05ng), a diferenca nao foi estatisticamente significativa (0,035ng e
0,033ng).

Os resultados também foram agrupados conforme os diferentes dias de coleta,
para avaliar se a ordem dos dias em que o material foi coletado apresentava alguma
influéncia na quantidade de DNA recuperado. Os resultados estdo dispostos na Figura 14.
Assim como no resultado anterior, a ordem em que o material foi coletado ndo apresentou
nenhuma influéncia no resultado, uma vez que nao houve diferencga significativa entre os
trés dias diferentes de coleta (0,030ng, 0,030ng e 0,032ng).
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Figura 12: Quantidade de DNA extraido a partir de cada um dos diferentes objetos testados.
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Figura 13: Quantidade de DNA extraido a partir de cada um dos diferentes objetos testados agrupados
conforme os doadores.
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Figura 14: Quantidade de DNA extraido a partir de cada um dos diferentes objetos testados agrupados
conforme dias de coleta.
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4.9 OBTENGCAO DE PERFIS GENETICOS DE AMOSTRAS COLETADAS

A fim de validar os resultados do experimento anterior e confirmar que a quantidade
de DNA extraida dos objetos é suficiente para se obter perfis genéticos, 15 amostras
foram selecionadas para serem genotipadas. As amostras foram escolhidas de forma a
representar os diferentes objetos que foram avaliados e distribuidas em uma faixa ampla
de concentracdo de DNA.

As 15 amostras selecionadas, o objeto de onde foram coletadas, a ordem do dia
em que foram coletas, o resultado da quantificacdo de DNA pela reacdo de PCR em
tempo real e o numero de marcadores observados no perfil genético obtido, estdo
dispostos na Tabela 01. De uma forma geral, os resultados observados nos perfis
genéticos foram coerentes com a quantificacdo de DNA. Perfis genéticos completos foram
observados em sete das 15 amostras analisadas, cujas concentragbes de DNA variaram
entre 0,430ng e 0,032ng. Apenas uma amostra ndo teve nenhum dos 23 marcadores
amplificados. Para as cinco amostras com concentragdo mais baixa de DNA (de 0,008ng
a 0,001ng) foram obtidos perfis com pequeno numero de marcadores, insuficientes para
realizar um exame genético.

Considerando os perfis com mais de 19 marcadores com qualidade suficiente para
realizar uma comparagao genética, foram observados ao menos um representante das
amostras provenientes de volante de veiculo, arma de fogo, faca de cozinha e alavanca
de cambio. O cartucho de muni¢cao nao apresentou nenhuma amostra com um perfil
genético com qualidade suficiente para uma analise genética.

Por outro lado, se considerarmos perfis com menos de 10 marcadores como
insuficientes para realizar uma comparacao genética, podemos observar a ocorréncia de
exemplos de amostras de cartucho de muni¢do, arma de fogo e faca de cozinha. Todos os
exemplos de amostras de volante de veiculo e alavancas de cambio apresentaram

resultados suficientes para uma analise genética.
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Tabela 01: Quantidade de marcadores genéticos observados nos perfis das diferentes
amostras obtidas de diferentes objetos em diferentes dias de coleta e com diferentes
quantidades de DNA.

Amostra Objeto Dia de Quantidade de Numero de

coleta DNA (ng/ul) marcadores

amplificados
01 Volante 01 0,430 23
02 Arma 02 0,300 23
03 Volante 01 0,230 23
04 Céambio 02 0,160 23
05 Faca 03 0,099 22
06 Cambio 01 0,082 23
07 Cambio 03 0,064 19
08 Arma 02 0,042 23
09 Faca 01 0,037 20
10 Volante 01 0,032 23
11 Faca 01 0,008 09
12 Cartucho 02 0,004 05
13 Arma 01 0,003 04
14 Cartucho 03 0,002 00
15 Cartucho 01 0,001 07

Um exemplo de perfil genético completo pode ser visto na figura 15 A. Este é o
eletroferograma da amostra 01, cuja concentracdo de DNA foi de 0,430ng e onde houve
produto de amplificagcdo em todos os 23 marcadores analisados. Na figura 15 B esta o
eletroferograma da amostra 15, cuja concentragdo de DNA foi de 0,001ng e foi obtido um

perfil parcial com sete marcadores.
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Figura 15: Eletroferograma da (A) amostra 01, 0,430ng de DNA e perfil completo com todos os 23
marcadores; (B) amostra 15, 0,001ng de DNA e perfil parcial composto por sete dos 23 marcadores
analisados.
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5 DISCUSSAO

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver protocolos e metodologia para a
pesquisa de DNA em amostras relacionadas a ocorréncias de natureza criminal contendo
material biolégico deixado por contato, o touch DNA. Por isso, foi avaliada uma serie de
parametros a partir de experimentos especialmente desenvolvidos para esse fim. Espera-
se que os protocolos aqui utilizados possam ser empregados na rotina das investigagbes

criminais.

5.1 QUANTIDADE DE PO RECUPERADO A PARTIR DAS IMPRESSOES LATENTES

O objetivo deste experimento foi compreender melhor como funciona a dinamica
do material biolégico depositado apds o contato com as maos. Em 1997 surgiu o primeiro
trabalho descrevendo que objetos tocados por méos poderiam ser fontes de um exame de
DNA (17). Desde entdo, diversos outros trabalhos descreveram varios objetos que
poderiam ser utilizados para a pesquisa de DNA deixado por contato, como por exemplo
armas de fogo, cartuchos de muni¢ao, documentos e impressdes digitais (18), (19) e (20).
Inclusive, varios casos criminais resolvidos a partir de amostras de touch DNA foram
descritos na literatura (21), (22).

O fundamento da revelacdo de impressdes digitais € a aderéncia mecanica de
pos reveladores no material umido e oleoso deixado pelo contato com a pele. Essa
aderéncia de material acaba formando padrées morfolégicos unicos para cada individuo e
sdo utilizados com a finalidade de identificagdo. Contudo, nem sempre o contato da pele
com uma superficie deixa um padrao morfologicamente possivel de ser comparado. Em
muitos dos casos, os pontos caracteristicos deixados acabam se revelando borrados e
danificados, impedindo a identificacdo morfoldgica (23).

O mesmo contato que produz um padrao morfolégico acaba também depositando
células que descamam das camadas mais superficiais da epiderme (24). O objetivo de
utilizar os pos reveladores de papiloscopia € justamente identificar as regides de um

objeto ou superficie que foram manipuladas por um individuo. Caso a impressao nao
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esteja com qualidade suficiente para comparagéo, a coleta do material celular depositado
pode ser utilizada para a pesquisa de DNA (25).

Os resultados deste experimento mostraram que a aderéncia do po6 revelador é
maior quando a impresséo € produzida pela polpa digital do polegar, em relacdo ao dedo
indicador e a palma da mao. A polpa digital € uma regido da pele mais rica em gléandulas
sebaceas, enquanto que outras regides apresentam uma maior quantidade de células
queratinosas. A maior quantidade de p6 aderido pode estar relacionada também a um
maior potencial de recuperacédo de DNA (13).

O trabalho de Thomasma et al., 2013 (26), ja havia observado diferengas na
quantidade de DNA recuperado a partir de impressdes produzidas por dedos diferentes.
Naquele caso, impressodes produzidas pelo dedo indicador recuperaram mais material do
que as produzidas pelos dedos médios e anelares. E muito provavel que regides mais
sensiveis da pele, que apresentem um maior numero de glandulas e receptores sejam
também melhores para obtencdo de DNA.

O resultado foi importante também para mostrar que nao necessariamente a
coleta de uma regido muito grande tem o potencial de recuperar uma maior quantidade de
material bioldgico. Inclusive ja foi descrito na literatura que a coleta de regides muito
grandes pode acabar apenas “espalhando” o material por toda a superficie ao invés de
recupera-lo (25). A aderéncia de uma maior quantidade de p6 revelador pode ser um bom
indicio de que aquele sitio apresente um bom potencial para coleta de DNA. Portanto, se
for possivel identificar morfologicamente a regi&do que produziu a impresséo latente, é
mais interessante coletar as impressdes produzidas por regides mais ricas em material,

como a polpa digital, por exemplo.

5.2 RELACAO ENTRE A QUANTIDADE DE PO RECUPERADO E A QUANTIDADE DE
DNA EXTRAIDO

Este experimento teve como objetivo estabelecer a correlagdo entre a quantidade
de po6 aderido e a quantidade de DNA recuperado. A coleta de impressdes produzidas de
forma aleatéria foi importante para produzir um universo de amostras com graus variados
de aderéncia de pé e também para procurar simular como o contato € efetuado no

cotidiano.
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O resultado do experimento anterior mostrou que as impressoes produzidas por
diferentes regides da mao possuem diferentes graus de aderéncia de material,
independentemente do tamanho da impressao reduzida. O fato de se observar nesse
experimento que a area das impressdes guardava uma forte correlagdo com a quantidade
de po6 aderido mostrou que quando as impressdes sao produzidas de forma aleatéria e
desorganizada, o efeito da regido da mao que produziu a impressdao € minimizado. A
observacado de correlacdo entre a quantidade de pd aderido e a quantidade de DNA
recuperado confirmou as expectativas de que esse tipo de material pode ser utilizado
como um revelador das melhores regides para coleta de DNA.

Quando a impressao é produzida de forma desordenada, com grau de presséo
variado, simulando borrbes e arrastamentos, a quantidade de DNA passa a ser mais
dependente da quantidade de p6 aderido do que da regido que produziu a impressao.
Dessa forma, podemos dizer que quando uma revelagao produz um padrdo desordenado
de contato, as regides onde houver maior aderéncia de pd revelador sdo as mais
propensas a possuir material bioldgico para analise.

Este resultado € muito conveniente, pois esse tipo de impresséo € justamente o
maior potencial da pesquisa de DNA forense em material de contato. Quando as
impressdes estdao bem definidas, a comparagdo morfoldgica tradicional é a maneira mais
barata e eficiente de se obter informagdo de um vestigio. Porém, nos casos de
impressdes borradas e arrastadas, o DNA pode ser uma ferramenta util de identificacao.
Inclusive, nos casos onde ha um contato com maior pressao e arrastamento, a tendéncia
€ que mais células de desprendam da epiderme e, portanto, mais DNA possa ser

recuperado (27).

5.3 EFEITO DA INIBICAO DOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO

Uma vez que a utilidade da utilizacdo de pds reveladores como ferramentas de
eleicdo das regides para coleta de DNA foi demonstrada, o desafio seguinte era encontrar
uma maneira de trabalhar com esse material de forma a ndo prejudicar os procedimentos
laboratoriais. Na literatura, esta extensamente descrito que os pods reveladores de

impressdes digitais latentes diminuem e até eliminam completamente a possibilidade de
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se recuperar DNA a partir de uma amostra (25), (28).

Para determinar a extensdo desse efeito nas técnicas forenses utilizadas
atualmente, foram testados trés tipos de pds reveladores utilizados comumente na rotina
forense. O pd6 BlackSilk® foi escolhido por ser um p6é multiuso, empregado na rotina para
a grande maioria dos casos. O p6 magnético Magnuclei® foi escolhido principalmente por
uma caracteristica importante: na sua aplicacdo nao ha contato fisico entre o pincel
aplicador e a superficie, 0 que é um ponto muito importante do ponto de vista da
contaminagdao das amostras. O p6 Xadrez® representou a escolha de uma alternativa
caseira aos anteriores, de baixo custo porém um composto que ndo possui uma
composig¢ao quimica claramente definida.

Os resultados, de uma forma geral, confirmaram o que ja havia sido descrito na
literatura (28). A adicdo direta dos pos reveladores sobre uma solucdo de DNA
comprometeu significativamente a reacdo de PCR quantitativa. O efeito foi observado
para todos os reveladores e de uma forma mais ou menos constante em todas as
concentracbes. Esse resultado sugere que o efeito inibidor desses compostos néo é
concentracao-dependente.

Esse resultado também n&o foi surpreendente considerando a natureza dos
compostos. Varias de suas caracteristicas, como, por exemplo, o fato de serem
hidrofébicos, possuirem diversos minerais em sua composi¢cao, serem formados por
particulas finas insoluveis e serem ricos em pigmentos, sinalizavam que esses materiais

comprometeriam as reagdes de biologia molecular.

5.4 EFEITO DA INIBIQAONDOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO APOS A
ETAPA DE EXTRACAO

A etapa de extracado é fundamental na rotina de um laboratério de DNA forense.
Os dois principais objetivos durante a extragdo sédo a liberagdo em solugdo do material
genético do interior da célula e a retirada de substancias exégenas que possam interferir
nas etapas posteriores da analise de DNA, como por exemplo inibir a reacdo de PCR
(29).

Remover possiveis inibidores da reacdo de PCR deve ser uma das principais

preocupacdes durante a etapa de extragcdo. A presenca de inibidores, mesmo em
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pequenas quantidades, pode comprometer o resultado devido as caracteristicas desse
tipo de amostra. Os métodos de extracdo devem ser considerados sob os dois pontos de
vista, da quantidade de DNA extraida, da qualidade e da presencga de inibidores (25).

O resultado deste experimento mostrou a importancia da etapa de extragdo na
anadlise de DNA. Todos os poOs reveladores testados apresentaram uma reducédo na
inibicdo da reacdo de PCR quantitativa. A redugao foi mais evidente nas concentracoes
mais baixas, mas também pode ser observada mesmo nas concentragdes mais altas.

A curva de inibicado do pé magnético Magnuclei® apresentou um padréao
concentracdo-dependente que mostrou que a inibicdo da reacdo de PCR é totalmente
dependente da concentracido de pd presente na solugdo. Nas concentragcdes mais baixas
o efeito inibitdrio foi bastante reduzido, o que permite concluir que nessas concentracoes
€ viavel a obtencdo de DNA a partir de amostras contendo o p6 magnético sem prejuizo
do resultado.

Uma consideragdo importante € que aproximadamente metade das amostras
analisadas no experimento 4.2 apresentaram uma quantidade de p6 recuperado abaixo
de 0,5mg, ponto a partir de onde os efeitos inibitérios foram bastante reduzidos. Portanto,
amostras coletadas com menor quantidade de p6 revelador aderido possuem um maior
potencial para analise de DNA. Caso nao seja possivel coletar sem adicionar uma grande
quantidade de po6 revelador, uma solucio possivel para esses casos seria eluir a amostra
em uma quantidade maior de solugao durante a extragao, para que a concentragao de pé
nao atinja niveis muito altos.

O po BlackSilk® e pé Xadrez® apresentaram resultados semelhantes, porém com
um valor de inibicdo bem maior do que o pé magnético Magnuclei®. O pé BlackSilk®
apresentou uma inibicao relativamente constante ao longo das diferentes concentragdes,
sugerindo que algum componente do po estaria inibindo a reacdo de PCR quantitativa de
forma néo especifica, e a etapa de extracdo ndo teria sido suficiente para elimina-lo.
Contudo, os valores de inibicdo observados foram intermediarios, ndo impossibilitando o
emprego do po6 BlackSilk® nesse tipo de amostra.

O po6 Xadrez® foi aquele com o resultado geral de inibigdo mais significativo. De
certa forma esse resultado ndo é surpreendente uma vez que esse material ndo € de
emprego especifico para essa finalidade, e em sua composigao estao presentes diversos
componentes inclusive uma quantidade muito grande de pigmentos, que classicamente

P

baixa de p6 houve uma mudanga na tendéncia da curva, com uma redugao significativa
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da inibicdo. Isso sugere que a curva de inibicdo concentragdo-dependente deste
composto se apresente em concentragdes menores do que as analisadas. De qualquer
forma, o resultado permite concluir que o p6é Xadrez® pode ser utilizado na analise desse

tipo de amostra, desde que nao esteja em concentragdes muito altas.

5.5 EFEITO DA INIBICAO DOS POS REVELADORES NA AMPLIFICACAO APOS UMA
ETAPA DE PURIFICACAO

Com o objetivo de eliminar o efeito inibidor dos pds reveladores observado
mesmo apos a etapa de extragcdo, as amostras foram submetidas a um protocolo de
purificacdo de DNA especifico para amostras forenses utilizando um kit comercial
Purelink®. Técnicas de purificacdo sao amplamente utilizadas na rotina de um laboratério
forense, especialmente quando as amostras analisadas sado consideradas de alta
complexidade e propensas a presenca de grande quantidade de substancias inibidoras da
reacédo de PCR, como amostras de solo, dentes, ossos e outros restos mortais (31), (32).

No casos de amostras de fouch DNA tratadas com pods reveladores, o efeito
inibidor dos reveladores sobre a reagao de PCR é o principal efeito limitador do seu
emprego nos exames de rotina (28). Portanto, a utilizagdo de alguma técnica de
purificacdo é mais do que justificada nesses casos.

O resultado mostrou uma ligeira diminuicdo no efeito inibidor dos reveladores,
embora essa redugao nao tenha sido de grande relevancia. Apenas em alguns pontos
especificos o resultado observado foi significativo.

O p6 magnético Magnuclei® apresentou um padrao muito parecido com o obtido
apenas com a etapa de extracdo, em que o efeito inibidor praticamente desapareceu na
concentracdo mais baixa. O p6 Xadrez® também néo apresentou uma melhora muito
significativa, apesar de que o efeito inibitério comegou a se reduzir ja na penultima
concentracdo. Nas outras concentragdes, a inibicdo continuou significativa. Esses
resultados mostram que os componentes quimicos presentes nesses reveladores
praticamente nao foram eliminados utilizando essa técnica de purificagao.

Contudo, o resultado do pé Silkblack® foi mais interessante. Podemos observar
claramente uma reduc¢ao na inibi¢do, principalmente na concentracado mais baixa onde o

efeito foi praticamente suprimido. De uma forma geral, o padréao de inibi¢do ficou muito
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parecido com o do pé magnético Magnuclei®, sendo que os resultados sdo até melhores
nas concentragcdes mais altas. Esse resultado é muito importante, pois o pé Silkblack® é o
mais utilizado na rotina de analises forenses do que o pé magnético Magnuclei® devido a
sua praticidade e bons resultados. Podemos concluir que apds uma etapa adicional de

purificacdo, os resultados de inibicdo desses dois reveladores sdo muito semelhantes.

5.6 INFLUENCIA DO METODO DE COLETA NA QUANTIDADE DE DNA RECUPERADO
DE IMPRESSOES LATENTES

Nao ha duvidas que a coleta de vestigios representa etapa fundamental no fluxo
de um exame de DNA. Uma coleta bem feita aumenta em muito a possibilidade de
sucesso de um exame, enquanto que uma coleta deficiente dificilmente apresentara
resultados satisfatérios. A maioria das amostras de touch DNA sao coletadas com suabes.
A técnica mais tradicional consiste em aplicar o suabe umedecido sobre uma superficie,
aplicando pressao e rotacionando a haste com o objetivo de retirar o maior numero de
células da superficie. Contudo, a aplicacdo de um suabe umido pode n&o ser suficiente
para retirar todo o material celular presente na area coletada (25).

Alternativas ao método de coleta utilizando o suabe umido seriam a coleta com o
suabe seco e a técnica de double swabbing. O principio de se utilizar um suabe seco
seria aproveitar a umidade original presente no vestigio a ser coletado, evitando adicionar
um volume de liquido que poderia aumentar o espalhamento das células nas superficies e
diminuir a quantidade de material aderido no algodao do suabe (26).

A técnica de double swabbing tem sido descrita como a melhor para coleta de
DNA forense em geral. Ela consiste em umedecer um suabe com agua, realizar a coleta
em determinada superficie e em seguida utilizar um segundo suabe seco para recuperar o
residuo umido deixado na mesma regiao, juntamente com as ceélulas que séo o objeto de
interesse. Esse método foi descrito como o mais eficiente para a coleta de amostras de
touch DNA (33).

O resultado observado nesse experimento foi de certa forma surpreendente, no
sentido que nas amostras coletadas com o suabe seco, a quantidade de DNA recuperado
foi semelhante a quantidade obtida das amostras coletadas pela técnica de double

swabbing e maiores do que das coletadas com suabe umido. A técnica de suabe umido é
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a tradicionalmente mais utilizada, e embora o double swabbing tenha se mostrado mais
eficiente, teoricamente ainda mostraria resultados superiores do que com suabes secos
(25).

Possiveis explicagdes para esse resultado podem estar relacionadas com a
natureza das amostras de touch DNA. A utilizacdo de um suabe umido talvez seja a mais
interessante pois de forma geral a grande maioria das amostras coletadas para exames
de DNA sejam de fluidos biolégicos, como sangue e saliva, por exemplo, e na grande
parte desses casos essas amostras se encontram secas quando do momento de coleta.
Dessa forma, a umidade adicionada contribuiria para desprender as células da superficie
e aderi-las ao suabe (26).

Ja no caso de amostras de touch DNA recém produzidas, como foram as
condi¢des realizadas neste experimento, € possivel que a umidade natural deixada pelo
contato com a pele, juntamente com os acidos graxos depositados, seja um meio eficiente
para a coleta das células pelo algoddao do suabe. Umedecer o suabe acabaria
acrescentando umidade desnecessaria que estaria dificultando a aderéncia de células no
algodéao do suabe.

Para reforcar essa teoria, os resultados de Thomasma et al., 2013, fornecem
informacdes interessantes. Neste estudo, amostras coletadas com suabes secos apoés
uma primeira passagem com suabes umidos forneceram perfis genéticos adicionais aos
da primeira coleta umida. Embora este trabalho ndo tenha avaliado os métodos
isoladamente, seus resultados sugerem que para amostras de fouch DNA, a passagem
de um suabe seco pode trazer vantagens em relagdo ao suabe umido.

De qualquer forma, a técnica de double swabbing deve ser utilizada
preferencialmente na analise deste tipo de amostras, pois na teoria une as vantagens de
ambas as técnicas de coleta utilizando suabes secos e umidos. Os resultados
comprovaram esta vantagem na pratica, embora os resultados tenham sido semelhantes
aos obtidos com os suabes secos.

Adicionalmente, extrapolando esses resultados para condi¢des reais de coleta de
DNA forense, € muito provavel que no tempo decorrido entre a deposicao do touch DNA e
a coleta do material pelo servico de pericia criminal a umidade presente naturalmente nas
amostras seja perdida e o resultado da coleta com suabes secos acabe comprometido.
Portanto, realizar a coleta de amostras contendo touch DNA com a técnica de double

swabbing é a foma mais adequada do ponto de vista da recuperacdo de DNA.
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5.7 AVALIACAO DE TRES METODOS DE EXTRAGCAO DE DNA EM RELACAO A
QUANTIDADE DE DNA RECUPERADA

Como anteriormente ja discutido, a etapa de extracdo é fundamental na analise
de DNA forense, especialmente nos casos de amostras complexas e de alto grau de
dificuldade (34). O protocolo de extracdo mais utilizado na rotina de um laboratoério de
DNA forense é o de extragdo orgéanica fenol-cloroférmio, devido a grande quantidade de
DNA recuperada ao final do procedimento. Tal € a eficiéncia da técnica que ela é
comumente referida como padrao ouro para extracdo de DNA forense (35). Contudo,
essa técnica também apresenta algumas desvantagens, por ser trabalhosa e demorada e
utilizar reagentes que representam um risco de saude ocupacional aos manipuladores
(29).

Recentemente diversos kits comerciais de extracdo de DNA tem sido langados no
mercado, com a promessa de extrairem quantidades de DNA semelhantes a do método
de fenol-cloroférmio, porém com as vantagens de ndo trabalhar com reagentes toxicos,
produzirem um produto final mais limpo de impurezas e a possibilidade de emprego junto
a plataformas de automacéao (30). Principalmente devido a caracteristica de produzirem
um produto mais limpo e livre de impurezas, a avaliacdo de métodos de extragao
comerciais representava uma alternativa a ser considerada.

Os resultados obtidos, porém, mostraram que os kits comerciais ainda estido
longe de apresentar o rendimento obtido com o protocolo tradicional de extragao organica.
A quantidade de DNA obtida em ambos os testes foi significativamente menor do que na
extragcdo organica. Aparentemente, o menor rendimento final de DNA é critico em
situagdes onde a quantidade de material genético inicial é pequena, caracteristica tipica
das amostras de touch DNA. Em amostras tradicionais, de referéncia, com uma grande
quantidade de material genético disponivel, métodos mais modernos podem apresentar
vantagens adicionais, mas nos casos de fouch DNA, essas vantagens parecem nao
compensar o baixo rendimento da extragcao de DNA.

Com o desenvolvimento da tecnologia relacionada a extragdo automatizada de
DNA, é possivel que seja observado um progresso na qualidade e rendimento das
extragdes promovidas por kits comerciais. Fabricantes tem prometido novos produtos
capazes de retornar resultados tdo bons ou melhores do que os obtidos com a extragao

organica fenol-cloroférmio tradicional, inclusive para amostras especificamente de touch
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DNA (35). Caso essa evolugdo nos kits de extragdo comerciais se confirmem, esses
produtos poderdo ser alternativas interessantes, embora pelo menos a principio a

tradicional extragdo organica por fenol-cloroférmio se apresente ainda sem concorrentes.

5.8 PESQUISA DE MATERIAL GENETICO EM CINCO OBJETOS DIFERENTES

O resultado da pesquisa de touch DNA recuperado a partir de cinco distintos
objetos forneceu informagdes importantes sobre a utilizagdo na pratica de todas as
técnicas analisadas anteriormente. Em primeiro lugar, o resultado mais importante foi que
a maioria das amostras apresentam o potencial de fornecerem DNA em quantidade e
qualidade suficientes para a obtencao de um perfil genético.

As amostras coletadas dos volantes dos veiculos foram as que apresentaram a
maior quantidade de DNA recuperado, quantidade essa mais do que suficiente para
produzirem perfis de qualidade. Por outro lado, a média de DNA recuperado das amostras
de cartuchos de municado foi muito baixa, abaixo da quantidade necessaria para essa
finalidade.

Os outros trés objetos obtiveram uma quantidade de DNA em uma faixa limitrofe
entre a obtencdo de perfis genéticos ou ndo. Na média, os resultados obtidos seriam
suficientes para ao menos produzirem perfis genéticos parciais. Esse resultado foi mais
do que esperado devido a natureza do material analisado. Praticamente todos os estudos
publicados reportam dificuldades na obtencédo de perfis genéticos a partir de amostras
contendo fouch DNA (27), (36), (33) e (18).

Todos os objetos testados apresentam uma correlagdo estreita com ocorréncias
de natureza criminal. A possibilidade de se obter perfis genéticos de quase todos eles
abre uma nova perspectiva para a coleta de DNA em locais de crime, onde essas
amostras passam a dividir a atengdo com materiais tradicionalmente coletados.

Os volantes e alavancas de cambio estao ligados a crimes relacionados com furto
e roubo de veiculos, além de ocorréncias mais graves como sequestros e crimes sexuais.
Principalmente quando consideramos os resultados dos volantes, a quantidade de DNA
extraido foi suficiente para a obtencdo de bons perfis genéticos. Devido ao volante ser o

objeto analisado com a maior area de contato, € possivel que o grande valor de material
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genético recuperado tenha sido auxiliado pela estratégia de selecionar as regides de
contato utilizando os pés reveladores.

Uma consideragdo importante em relagdo a esses potenciais vestigios esta no
fato de que quando o veiculo for conduzido regularmente pelo seu proprietario, este
provavelmente depositara uma grande quantidade de material na sua superficie. Se o
objetivo da pesquisa for encontrar o perfil genético de algum individuo que teve um
contato eventual com o veiculo, como um autor de furto, por exemplo, o condutor regular
do veiculo deve ser obrigatoriamente pesquisado e excluido do resultado obtido. Contudo,
em diversas situacdes esse cuidado ndo € necessario pois o proprio autor € quem faz uso
regular do veiculo, em casos de sequestro e crimes sexuais, por exemplo.

Por outro lado, a arma de fogo e os cartuchos de municdo sdo objetos de uso
pessoal e raramente sao compartilhados entre diversos individuos. Nesses materiais,
portanto, um eventual perfil genético obtido muito provavelmente sera do individuo que
fez uso da arma de fogo, mesmo que esta possa estar registrada em nome de outra
pessoa. A quantidade de DNA obtida da arma de fogo pode estar aumentada devido ao
contato com a pele durante o porte regular, ndo necessariamente sendo resultado direto
da manipulagdo. Porém, mesmo nesses casos, 0 uso do po revelador é util pois ele
permanecera aderido as regides que entraram em contato com a pele independentemente
de terem sido manipuladas com as mé&os ou nao. Os padroes morfoldégicos deixados
pelas impressodes digitais ndo sao necessarios para a pesquisa de DNA.

A quantidade muito baixa de DNA recuperado das amostras dos cartuchos de
municado pode ser explicada pela pequena area desse material e pelo fato que eles sao
pouco manipulados, somente no momento do municiamento da arma de fogo. O trabalho
de Horsman-Hall et al., 2009 (18) demonstrou a dificuldade de se trabalhar com esse tipo
de material. Mesmo quando foi pedido aos seus doadores que manipulassem o0s
cartuchos por 30 segundos, um periodo muito maior do que eles seriam manipulados em
condigdes reais, os perfis genéticos obtidos foram parciais, de baixa qualidade, resultando
em meédia de 7 a 22% dos perfis genéticos originais. Os resultados obtidos ndo sao muito
diferentes do que os encontrados neste trabalho.

O resultado obtido da faca de cozinha apresenta uma peculiaridade interessante,
ja que a quantidade de DNA obtida foi razoavel, e a faca foi o unico objeto que nao havia
sido manipulado previamente, o contato com a pele foi de apenas cerca de poucos
minutos antes da coleta. Dessa forma podemos concluir que mesmo objetos manipulados

eventualmente podem ser fontes de coleta para touch DNA.
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E possivel que as diferencas na quantidade de DNA recuperado entre os
diferentes objetos estejam também relacionadas com a natureza das superficies em que
foram realizadas as coletas. Amostras coletadas de superficies de madeira tendem a
apresentar mais DNA do que amostras coletadas de tecido e de vidro, por exemplo (27).
Neste trabalho duas amostras foram de material sintético (volante e cambio), uma de
material plastico (faca), uma de material metalico (cartucho) e uma mista de material
plastico e metalico (arma). A possibilidade que a natureza do material tenha uma
influéncia maior na quantidade de DNA recuperado do que os outros parametros
analisados deve ser considerada e melhor investigada por trabalhos futuros.

Diferengcas na propensao de individuos depositarem material sobre superficies
foram descritas na literatura (27), (13) e (37). No presente trabalho, ndo foram observadas
diferencas significativas no agrupamento dos individuos que produziram as amostras. Isso
foi importante para garantir que eventuais diferengas entre os individuos prejudicassem as
analises. Por mais que houvesse um cuidado em produzir as amostras de uma forma
padronizada, essa padronizacdo nunca seria completamente perfeita, uma vez que seria
virtualmente impossivel reproduzir as mesmas condi¢gdes em todas as situagdes.

O mesmo raciocinio cabe aos diferentes dias de coleta. Como no resultado
agrupado por dias de coleta também n&o houve diferenga significativa, podemos assumir
que o periodo minimo de 48 entre uma e outra coleta foi suficiente para repor todas as

células epiteliais e depositar quantidades equivalentes de material.

5.9 PERFIS GENETICOS DE AMOSTRAS DE TOUCH DNA

A amplificacdo e genotipagem de uma parte das amostras permitiu validar as
conclusdes que foram tiradas a partir das analises dos resultados das quantificacbes. As
quantificacbes foram usadas como método preferencial para as comparagdes devido a
natureza quantitativa do seu resultado, permitindo analises e comparagdes mais
adequadas. A técnica empregada de quantificagdo por PCR em tempo real foi
fundamental para que houvesse confiabilidade dos resultados, pois a reagcdao de PCR
quantitativa possui as mesmas caracteristicas da PCR utilizada para a genotipagem.

Porém, a obtengcdo de alguns dos perfis possibilitou tirar algumas conclusdes
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importantes, em especial relacionadas com a quantidade de DNA necessaria para a
obtencdo de um perfil genético de qualidade. Historicamente, amostras com menos de
100 a 50pg de DNA tem sido consideradas como low template, ou seja, com uma
quantidade abaixo da recomendavel para a producgado de perfis genéticos (38). Contudo,
nao ha um valor limite para qual a quantificagdo de DNA seja suficiente para descartar
uma amostra, ja que mesmo amostras com resultado negativo na quantificacdo podem
produzir perfis genéticos (25). Na faixa que varia entre 0 a 50 ou 100pg de DNA, o
resultado da genotipagem é inesperado, podendo produzir um perfil satisfatério ou nao,
devido a ocorréncia de efeitos estocasticos.

Como a média dos resultados das quantificagbes de todos os objetos, exceto os
volantes de veiculos, ficaram nessa faixa, a genotipagem de determinadas amostras
forneceu informagao importante sobre a aplicabilidade deste tipo de exame. E os
resultados observados foram muito bons. Em todas as amostras com quantidade acima
de 100pg foram obtidos perfis completos. Nas amostras entre 30 a 100pg foram
observados perfis de boa qualidade, alguns completos. Nas amostras abaixo de 10pg
foram observados apenas perfis parciais de baixa qualidade, um inclusive sem nenhum
marcador amplificado.

Dessa forma, os resultados observados foram melhores do que os esperados,
uma vez que todas as amostras com concentragdes acima de 30pg produziram perfis de
qualidade. Um ponto importante a ser considerado é o fato do kit de amplificacdo
utilizado, PowerPlex® Fusion 23, ser de ultima geragéo e possuir uma sensibilidade acima
dos kits normalmente utilizados pelos estudos da literatura. Contudo, no trabalho de
Oostidik et al., 2014 (39), este kit comegou a produzir perfis parciais ja na concentragao de
50pg de DNA.

Talvez uma explicagdo para esse resultado esteja no fato desse kit possuir
componentes especificamente desenhados para que seja diminuido o efeito inibidor sobre
a reagao de PCR (39). Embora os componentes do kit da reacdo de PCR quantitativa
sejam também de boa qualidade, nao foram desenvolvidos especificamente para essa
finalidade. Dessa forma um componente da amostra que provoque um eventual efeito de
inibicado sobre a reagcdo da PCR quantitativa poderia ser minimizado na reacdo de PCR
para genotipagem, produzindo bons perfis em amostras cujos resultados da quantificagao
nao foram tdo bons.

De uma maneira geral, podemos dizer que todos os objetos analisados

apresentam potencial para produzirem perfis de DNA. A excegado talvez sejam os
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cartuchos de muni¢do, porém mesmo um perfil parcial com nove marcadores, como foi
observado na amostra de numero 11, pode ser suficiente para se realizar um confronto
genético. Assim a coleta de fouch DNA constitui uma ferramenta inovadora e importante

na genética forense.

5.10 CONSIDERACOES EM RELACAO A ANALISE DOS RESULTADOS

Alguns pontos importantes devem ser considerados no momento da analise dos
resultados obtidos usando amostras de fouch DNA. A analise desse tipo de amostra deve
sempre ser acompanhada de um cuidado muito grande em relagdo a contaminagao. A
baixa quantidade de DNA presente nas amostras e a auséncia de uma fonte de perfil
genético dominante torna esse tipo de amostra muito propicia a contaminagéo por fontes
externas. Dessa forma, os cuidados durante a coleta, transporte e armazenagem dessas
amostras deve ser redobrado. Qualquer manipulagdo ndo essencial a realizagdo dos
exames deve ser evitada (25). Procedimentos como por exemplo a comparagéo dos
resultados com os perfis dos servidores do laboratério e do servigco forense envolvidos na
coleta das amostras, podem ser adotados como forma de evitar a liberacdo de um
resultado proveniente de uma contaminagao.

Além da contaminacéo, existe a possibilidade de que o DNA genotipado nessas
amostras seja simplesmente de outro individuo ndo relacionado com a conduta criminosa,
que participou da sua produg¢ao ou comercializagado. Objetos do cotidiano nao sao isentos
de DNA e a possibilidade de que um perfil genético identificado ndo seja de ninguém
relacionado ao crime deve ser sempre considerada (40).

Uma outra possibilidade a ser considerada é a chance de o DNA obtido por
contato ser na verdade proveniente de um outro individuo, com a transferéncia de
material biolégico ocorrido de forma indireta. Estudos posteriores nessa area ainda sao
necessarios para compreender em quais circunstancias esses eventos seriam
observados, e em que magnitude a sua ocorréncia compromete a analise de amostras de
touch DNA (24).

Quando perfis genéticos obtidos de amostras com baixa quantidade de DNA

forem analisados, sempre deve ser considerada a possibilidade de ocorréncia de eventos
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do tipo drop in e drop out de alelos. A ndo detecgao de alelos ou a detecgao de alelos
estranhos ao DNA fonte prejudica muito a comparagdo entre os perfis genéticos. A
ocorréncia de um pequeno numero de nao coincidéncias em uma comparacao de perfis
pode acontecer devido a esses eventos € ndo necessariamente significar uma exclusao
(41), (42).

Além dos eventos do tipo drop in e drop out de alelos, qualquer ocorréncia de
artefatos de corrida que dificultem a correta interpretagao do perfil genético, como por
exemplo stutters, desbalanco de marcadores heterozigotos, cristais de polimero, dye
blobs, spikes e quaisquer outros artefatos devem ser analisados corretamente para que
nao ocorram erros na genotipagem. Para tanto, o laboratério deve sempre seguir as
recomendagdes nos procedimentos de andlise e manter padrbes de qualidade rigidos
(43).

Um resultado que deve ser frequentemente encontrado quando analisadas
amostras de touch DNA sdo as misturas de material genético com mais de um
contribuidor. Uma vez que boa parte das superficies analisadas pode ter sido tocada por
mais de um individuo, é de se esperar que em ao menos algumas delas sejam
amplificados mais de um perfil genético. Nesses casos a ateng¢ao na analise do perfil deve
ser redobrada no sentido de identificar o numero de contribuidores e separar
corretamente seus gendtipos em todos os marcadores, o que dependendo da qualidade
dos perfis obtidos, pode representar um grande desafio. Nesses casos, todos os

resultados devem ser analisados com muito cuidado (38).

5.11 PERSPECTIVAS FUTURAS EM RELACAO ANOVAS TECNOLOGIAS DE
IDENTIFICACAO HUMANA

Grandes avancgos tem sido observados na area de genética forense nos ultimos
anos. Mesmo sendo relativamente nova, muitos dos métodos uma vez empregados ja se
tornaram obsoletos e muitos dos empregados atualmente se tornardao, em um futuro néo
muito distante (7). Nesse contexto, & importante avaliar como as tecnologias que
provavelmente estdo presentes na rotina de uma laboratério forense em um futuro

proximo influenciam a analise de amostras de touch DNA.
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5.11.1 Utilizagcao de SNPs

Marcadores do tipo single nucleotide polymorphisms (SNPs) estdo surgindo como
alternativas muito promissoras na area de genética forense. Entre as suas vantagens
podemos citar a sua abundancia no genoma humano, a baixa taxa de mutacgéo, a
possibilidade de analisa-los utilizando amplicons de tamanho pequeno e o potencial de
automacao e analise em grande escala (44).

A principal vantagem do SNP em relagédo ao STR na analise de amostras de tfouch
DNA esta relacionada com o tamanho dos amplicons analisados. O tamanho do amplicon
€ uma caracteristica fundamental na analise de amostras com alto grau de degradacao,
quanto menor o tamanho maior € a probabilidade que o alelo de interesse possa ser
identificado em uma amostra. Apesar da degradacéo n&o ser uma caracteristica intrinseca
de amostras de touch DNA, qualquer técnica que minimize a chance de nao deteccao de
alelos e otimize a produgao de perfis genéticos € altamente desejada (45).

Algumas limitagdes importantes devem ser consideradas em relagao a utilizagcédo de
SNPs. Em primeiro lugar, a andlise de amostras de DNA provenientes de mais de um
doador, uma situacdo muito comum quando da analise de amostras de touch DNA, sao
muito mais complicadas utilizando SNPs do que STRs. Além disso, SNPs possuem um
poder de discriminacdo muito menor do que STRs, fazendo com que para a sua utilizagao
de rotina seja necessario desenvolver multiplexes com um numero muito grande de
marcadores. Assim, a vantagem de amplicons menores seria compensada e talvez

anulada pela necessidade de construgcao de multiplexes muito grandes (3).

5.11.2 Sequenciamento de Nova Geragao

As tecnologias de sequenciamento de nova geragcdo (NGS) tem revolucionado a
pesquisa em gendmica. Elas possibilitam a obtencdo de um numero muito grande de
informagdo em um curto espago de tempo. Basicamente, a tecnologia € baseada no

sequenciamento, em paralelo, de milhares de pequenos segmentos do DNA de interesse.
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Posteriormente, através da bioinformatica, esses fragmentos paralelos sdo organizados e
ordenados, construindo a sequencia completa do DNA analisado (46).

Essas novas tecnologias abrem varias possibilidades de aplicabilidade na analise
de DNA forense. Uma opcéo interessante € a analise de DNA mitocondrial. O DNA
mitocondrial esta presente em um numero de cépias por célula muito maior do que o DNA
nuclear. Essa caracteristica € particularmente interessante ao se considerar amostras de
touch DNA, uma vez que a grande dificuldade na analise desse tipo de amostra esta na
baixa quantidade de células coletadas. O método atual de analise de DNA pelo
sequenciamento de Sanger € trabalhoso, dispendioso e demorado. A aplicacdo de
técnicas de NGS nesses casos pode tornar viavel a analise de DNA mitocondrial em
amostras forenses (47).

Outra possibilidade interessante da aplicagcao de técnicas de NGS esta na analise
de SNPs. O sequenciamento de SNPs por NGS elimina a dificuldade em se desenvolver
reagcdes multiplexes tradicionais muito grandes e complicadas. Além disso, um numero
maior de marcadores pode ser analisado simultaneamente, atenuando a questao do baixo
poder de discriminacao desse tipo de marcador (48).

Contudo, algumas desvantagens importantes dificultam o uso de NGS na analise
de amostras forenses. A principal limitacdo existente na tecnologia de hoje esta
relacionada com a quantidade de DNA necessaria para as reagdes. A maioria das
técnicas necessita algo em torno de 10ng de DNA para a obtengao dos perfis genéticos.
Essa € uma quantidade muito grande para amostras de touch DNA, que somente é obtida
em pouquissimos casos (48).

Além disso, a analise de resultados através da bioinformatica demora um tempo
relativamente grande e necessita de uma grande quantidade de recursos de
processamento. Na maioria das vezes, essas condi¢bes ndo sao realizaveis na rotina de
um laboratério forense, onde é desejada a producdo de resultados no menor tempo
possivel. A estrutura fisica necessaria para a implantagcao de técnicas de NGS ainda é
cara e complexa, o que também dificulta a sua implantacdo e padronizagcado nos diversos

laboratdrios de genética forense (49).
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6 CONCLUSAO

E possivel extrair DNA depositado por contato em objetos relacionados a
ocorréncias criminais em quantidade suficiente para obtencdo de perfis genéticos de
qualidade.

Os pos reveladores de impressdes latentes sao ferramentas que podem ser
empregadas para a eleicdo das regides nas superficies onde sera feita a coleta de
material biolégico para os exames de DNA.

A quantidade de material biolégico depositado nas superficies apds o contato
varia conforme a regidao da pele que entrou em contato. De uma maneira geral a
quantidade de po6 revelador aderido a uma impresséo € proporcional a quantidade de
material biolégico depositado.

Apesar de auxiliar na coleta de material, de uma maneira geral os pés reveladores
apresentam um efeito de inibicdo da reacdo de PCR e diminuem a quantidade de DNA
recuperado nas reagdes. O emprego de uma reagao de purificacdo de DNA pode auxiliar
a melhorar a qualidade da amostra, embora os efeitos inibitérios ndo tenham sido
totalmente compensados.

A extracao do DNA pelo método de extragcdo organica fenol-cloroférmio ainda é a
melhor maneira de extrair esse tipo de amostra, devido principalmente ao alto rendimento
necessario para recuperar a pouca quantidade de DNA presente nessa amostras.

O método de coleta pela técnica de double swabbing apresentou resultados
melhores do que a técnica de um suabe umido. Apesar do suabe seco ter resultados
semelhantes a double swabbing, a sua utilizacdo em casos de rotina pode nao apresentar
a mesma eficiéncia.

Todos os objetos testados apresentaram potencial para obtengcdo de perfis
genéticos, embora nos cartuchos de municdo as chances de sucesso sejam muito
pequenas. Nos volantes de veiculos a quantidade de DNA recuperado foi sempre grande,
enquanto que na arma de fogo, faca de cozinha e alavanca de cambio as quantidades de

DNA obtidas estavam sempre préximas ao limite para a obtencéo de perfis genéticos.
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