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RESUMO

Em ciéncias forenses, o estudo do DNA proveniente de vestigios bioldgicos encontrados em locais de crime € crucial
na elucidacdo de casos criminais e na identificagdo humana. Em um local de crime podem ser encontrados 0s mais
diversos tipos de vestigios bioldgicos e, dentre 0os mais conhecidos, estdo as impressdes digitais. Todos os dias
nossas células se desprendem do corpo e ficam nas superficies onde temos contato e, a depender do tipo de superficie
em que tocamos e de fatores individuais, deixamos mais ou menos DNA, ou seja, a quantidade de DNA deixada em
diferentes substratos varia. E importante que o material genético depositado em amostras forenses esteja em boas
condicdes de integridade que permita sua deteccdo e o posterior estudo. Além disso, é necessario que haja uma
guantidade suficiente deste material para que seja possivel guantifica-lo e usa-lo na identificacdo de pessoas e
obtencdo de respostas acerca de um crime. Uma ferramenta importante utilizada em muitas pesquisas das mais
diversas areas é a técnica de PCR em Tempo Real (QPCR). Trata-se de uma técnica altamente sensivel e rapida na
qual € possivel detectar quantidades minimas do material que se deseja amplificar, além de ser permitir acompanhar
tal amplificacdo, sem que seja necessario um pos-processamento do material amplificado, como € feito na PCR
convencional. Neste estudo, buscou-se quantificar, através da PCR em Tempo Real, 0o DNA de impressdes digitais
latentes depositadas em diferentes substratos e avaliar em quais destes foi deixado maior ou menor volume de DNA.
Foram testadas superficies de plastico, vidro e metal. As impressdes digitais depositadas por doadores nos diferentes
substratos foram demarcadas e coletadas com swabs umedecidos e, posteriormente, foi extraido o DNA das amostras
recolhidas. Apds a extracdo e purificacdo, as amostras de DNA foram amplificadas por gPCR e, a partir deste
processo, foi analisada a quantidade de DNA amplificado, avaliando-se os valores apresentados pelo software e
comparando-se 0 montante de DNA em cada tipo de superficie. Foi feita a analise estatistica descritiva para
estimativa da média, variancia e desvio padrdo dos dados obtidos. Para a comparagdo das concentragdes médias de
DNA depositados nos diferentes substratos, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA). Este trabalho
demonstrou que, dentre as superficies estudadas (vidro, plastico e metal), a que apresentou a maior quantidade de
DNA deixado por impressdes digitais foi a superficies de metal, com média de 0,9453 ng/ul, seguida do plastico,
com média de 0,1362 ng/pl e do vidro, com média 0,0545 ng/ul. Ndo houve diferenca significativa entre as
guantidades médias de DNA recuperado das superficies estudadas neste trabalho. Em Genética Forense, é relevante
que seja determinada a quantidade média de DNA depositada em cada tipo de substrato porque, a partir destes dados,
é possivel facilitar um trabalho investigativo e realizar a identificacdo de individuos. Ademais, a técnica descrita
revela-se essencial para esse tipo de estudo e permite que passos importantes na area forense sejam tomados com
seguranca, rapidez e praticidade.

Palvras-chave: genética forense, impressdes digitais, DNA de toque, gPCR, quantificac&o.



ABSTRACT

In forensic sciences, the study of DNA from biological traces found at crime scenes is crucial in the elucidation of
criminal cases and human identification. The most diverse types of biological traces can be found in a crime scene
and, among the best known, are fingerprints. Every day our cells detach from the body and remain on surfaces where
we have contact and, depending on the type of surface we touch and individual factors, we leave more or less DNA,
that is, the amount of DNA left on different substrates varies. It is important that the genetic material deposited in
forensic samples is in good conditions of integrity that allows its detection and subsequent study. In addition, there
needs to be a sufficient amount of this material to be able to quantify and use it in identifying people and obtaining
answers about a crime. An important tool used in many researches in the most diverse areas is the Real Time PCR
(gPCR) technique. This is a highly sensitive and fast technique in which it is possible to detect minimal amounts of
the material to be amplified, in addition to being able to monitor such amplification, without the need for post-
processing of the amplified material, as is done in conventional PCR. In this study, we sought to quantify, through
Real Time PCR, the DNA of latent fingerprints deposited on different substrates and to evaluate in which of these
a larger or smaller volume of DNA was left. Plastic, glass and metal surfaces were tested. Fingerprints deposited by
donors on different substrates were demarcated and collected with moistened swabs and, subsequently, DNA was
extracted from the collected samples. After extraction and purification, the DNA samples were amplified by qPCR
and, from this process, the amount of amplified DNA was analyzed, evaluating the values presented by the software
and comparing the amount of DNA on each type of surface. Descriptive statistical analysis was performed to
estimate the mean, variance and standard deviation of the data obtained. To compare the average concentrations of
DNA deposited on different substrates, Analysis of Variance (ANOVA) was performed. This work demonstrated
that, among the surfaces studied (glass, plastic and metal), the one with the highest amount of DNA left by
fingerprints was metal surfaces, with an average of 0.9453 ng/ul, followed by plastic, with average of 0.1362 ng/ul
and glass, with an average of 0.0545 ng/pl. There was no significant difference between the average amounts of
DNA recovered from the surfaces studied in this work. In Forensic Genetics, it is relevant to determine the average
amount of DNA deposited in each type of substrate because, based on these data, it is possible to facilitate
investigative work and carry out the identification of individuals. Furthermore, the described technique proves to be
essential for this type of study and allows important steps in the forensic area to be taken safely, quickly and
practically.

Keywords: forensic genetics, fingerprints, touch DNA, gPCR, quantification
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1. INTRODUCAO

Diferentes tipos de provas bioldgicas recolhidas no local de um crime podem ser utilizados
para associar ou excluir um individuo do envolvimento com um crime. Em particular, a
transferéncia direta de DNA de um individuo para outro individuo ou para um objeto pode ser

utilizada para ligar um suspeito a uma cena de crime (BUTLER, 2011).

Frequentemente desprendemos células de nossas médos conforme tocamos nos objetos ao
longo dia. Na pele, os queratindcitos se condensam na camada granular da epiderme e
subsequentemente perdem seus nucleos a medida que se movem pelas camadas cérneas (KITA et
al., 2008). Sabendo disto, busca-se, entdo, em uma investigacao, obter e recuperar, dentre outros
vestigios, marcas de impressdes digitais deixadas em um local de crime a partir de objetos que

foram manipulados por um individuo, suspeito ou vitima.

Devido as técnicas de laboratorio aprimoradas, superficies e itens tocados sdo cada vez mais
empregados como fontes de evidéncia de DNA forense (JANSSON et al., 2021). A capacidade de
gerar perfis de DNA de itens tocados trouxe grande dependéncia do DNA de toque em

investigacGes criminais hoje (TAN, 2019).

Hoje em dia, a analise de DNA e a comparacédo de perfis de DNA é um elemento chave da
ciéncia forense (MAPES et al., 2016). Pesquisas mostraram que quantidades varidveis de DNA
podem ser recuperadas das maos de individuos e perfis completos foram produzidos a partir de

impressoes digitais depositadas numa vasta gama de substratos (QUINONES et al., 2012).

Como as impressdes digitais geralmente tendem a apresentar poucas células para analise,
consequentemente, a quantidade de DNA recuperada também serd limitada. No entanto, a
importancia de obter perfis de DNA a partir de evidéncias de DNA de rastreamento ou toque esta
aumentando, pois, 0 DNA € considerado o padrdo-ouro em evidéncias forenses, e a evidéncia de
DNA de toque pode ser tudo o que é coletado de um crime (MARTIN et al., 2018). E isso s6

possivel hoje gracas a técnica da reacdo em cadeia da polimerase, a conhecida PCR.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um processo enzimético pelo qual uma regido
especifica do DNA é replicada repetidamente para produzir varios milhGes de copias de uma
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determinada sequéncia (TABERLET et al.., 1996). Hoje, a técnica de PCR inevitavelmente faz
parte do fluxo de trabalho de outras técnicas e, provavelmente, de todos os laboratérios de biologia
molecular. Seja direta ou indiretamente, a PCR faz parte da vida de muitos individuos em todo o
globo e tém aplicacOes diversas, tais, como: diagndstico, genotipagem, deteccdo de patdgenos e,
previsivelmente, o uso na area forense (KUBISTA et al., 2006).

Como geralmente as amostras coletadas num local de crime apresentam-se em pouca
quantidade ou degradadas, a PCR vem como alternativa indispensavel para se obter maiores

quantidades de DNA destas amostras e permitira uma analise de melhor qualidade.

No entanto, apesar de dispor de muitas aplicacbes e vantagens, a PCR convencional
apresenta algumas limitacdes e, dentre estas, estdo: necessidade de pds-processamento do produto
amplificado e ndo possibilidade de quantificagdo deste. Como alternativa disponivel para a
quantificacdo de DNA através da PCR, em 1992, foi desenvolvida por Higuchi et al. (1992) a PCR
em tempo real (QPCR) (HIGUCHI et al., 1992).

Na PCR em tempo real, sdo operados os mesmos passos da PCR convencional, além de
serem utilizados os mesmos componentes (DNA molde, dNTPs, primers, TagPolimerase, Mg+ e
tampdo). A diferenca esta no fato de que, na gPCR, além dos reagentes comuns a ambas, s&o
adicionados também a reacdo agentes intercalantes do DNA (fluoréforos ou sondas de hidrélise)
que permitem o monitoramento em tempo real da amplificacdo que estd ocorrendo, através da

deteccdo da fluorescéncia gerada, e por meio de um software (KUBISTA et al., 2006).

Nos laboratorios forenses a técnica de PCR, bem como sua variacdo, a qPCR, é ferramenta
indispensavel para os trabalhos de rotina que lidam com amostras coletadas em locais de crimes. E
necessario, quando de se trabalha com poucas quantidades de DNA, que se saiba a quantidade
média deste material, para que, desta forma, possa se decidir acerca dos demais passos a serem

tomados numa linha de processamento. 1sso economiza recursos e reduz o tempo de trabalho.

Vé-se, assim, 0 quao necessario sdo estudos que oferecam dados sobre a quantidade média
de material genético depositado nos varios tipos de superficies onde é possivel encontrar
impressOes digitais. Pois, sabendo em qual tipo de substrato sera encontrado mais DNA, o
investigador ou pesquisador facilitara seu trabalho priorizando a coleta de impressfes naquela

superficie em que se sabe que had maior volume de material genético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Genética Forense e sua importancia

Ao longo dos ultimos 35 anos, o desenvolvimento e evolucdo da Genetica Forense e das
técnicas de biologia molecular, a exemplo a PCR, vém revolucionando fortemente as ciéncias
forenses. Embora seja uma disciplina relativamente nova, teve um grande impacto no sistema de

justica criminal e na sociedade como um todo (GOODWIN, 2011).

Sao incontaveis os casos que ja foram solucionados com a ajuda da Genética Forense em
varios paises. Auxiliar da justica, este promissor ramo da genética tem sido considerado, muitas
vezes, decisivo na elucidacdo de casos criminais e identificacdo de suspeitos e de vitimas de delitos
(como homicidios, crimes sexuais, crimes contra o patriménio etc.), através da analise de DNA de

vestigios biolégicos recuperados em cenas de crimes (GOODWIN, 2011).

Na elucidacdo de um crime, o papel da genética forense é realizar a comparacdo do DNA
encontrado em locais de crimes com o DNA de suspeitos e vitimas, para que, deste modo, possa

subsidiar a justi¢a no processo investigativo (GOODWIN, 2011).

Ainda, além de casos criminais, a analise do DNA forense também engloba os testes
de paternidade, identificacdo de restos mortais e de pessoas desaparecidas, evidenciando, assim,
seu importante seu papel social como ciéncia essencial no auxilio a justica na busca da diminuicéo
da criminalidade e da sensacdo de impunidade. As figuras 1 e 2 trazem dois dos inUmeros casos
que ja foram elucidados por meio da analise do DNA (GOODWIN, 2011).

Figura 1. Manchete da matéria sobre o caso da identificacdo de suspeito do crime de estupro identificagdo por

paraiRa @ &

Homem é suspeito de ter cometido
10 estupros, apds identificacao
genética com as vitimas, em Joao
Pessoa

e 0s crimes s6 foi reconhecida apds a insercdo do perfil genético dele no banco
al, que identificou a métrica similar com mais 3 vitimas, a partir da coincidéncia genética.

Porg1 P8

Fonte: G1 (Rede Globo). Matéria disponivel em: https://gl.globo.com/pb/paraiba/noticia/2022/05/16/homem-e-suspeito-de-
ter-cometido-10-estupros-apos-identificacao-genetica-do-ipc-em-joao-pessoa.ghtml
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Figura 2. Manchete de matéria sobre a identificagdo pelo DNA do corpo de um pescador 10 anos apds seu desaparecimento,
no estado do Ceara — BR.

gl SANTA CATARINA @~

Corpo de pescador é identificado
em SC 10 anos depois de
desaparecimento no Ceara

Segundo a Policia Cientifica, a agdo foi possivel por meio da coleta de DNA da filha do pescador.
Francisco Evonildo da Costa sumiu em 2011.

Por Sefia Mayer e Catarina Duarte, g15C e NSC

31/05/2022 17h44 - Atualizado ha 2 meses

Fonte: G1 (Rede Globo). Disponivel em: https://gl.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2022/05/31/corpo-de-pescador-
e-identificado-em-sc-10-anos-depois-de-desaparecimento-no-ceara.ghtml

2.2 DNA de toque ou “touch DNA”

“Todo contato deixa uma marca”, Edmond Locard (1877-1966), um dos pioneiros das
Ciéncias Forenses e notavel criminologista francés. Desta ideia simples, surgiu um dos principios
mais importantes da Criminalistica, o Principio da Troca de Locard. Todos os dias, quando tocamos
nas superficies, deixamos nossas “marcas”, através das nossas impressdes papilares (Figura 4a),
pois conforme temos contato com o0s objetos, as células que se desprendem da nossa pele
(representagdo Figura 3), pelo processo natural de descamacdo, vdo ficando depositadas ali
(PULIATTI et al., 2021). O DNA esta presente na maioria das células do nosso corpo, 0 que é

Unico em cada individuo, e deixamos um rastro dele por onde passamos (BUKYYA et al., 2021).

Figura 3. Imagens de células depositadas através de impressdes digitais. Ambas a células da fotografia sdo células nucleadas.

L

Fonte: OLEIWI et al., 2015.
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Nos ultimos anos, cientistas forenses mostraram que o perfil genético de um individuo pode
ser recuperado de objetos tocados (KYTA et al., 2008). Manusear objetos, como armas ou outros
itens associados a um crime, tocar superficies ou usar roupas, pode representar contato suficiente
para transferir um pequeno numero de células portadoras de DNA ou tracos de DNA, que podem
ser analisados com sucesso (WICKENHEISER, 2002). E o denominado DNA de toque ou, do
inglés, “touch DNA”, ou, ainda, DNA de transferéncia (tDNA), que pode ser recuperado das
superficies onde estdo depositadas e nos fornecer perfis geneticos. (QUINONES, 2012).

“Touch DNA” refere-se a0 DNA que é deixado para tras pelas células da pele quando uma
pessoa toca ou entra em contato com um item (ADITYA et al., 2011). Uma das maneiras pelas
quais as células humanas e, portanto, 0 DNA podem ser depositados em um objeto envolvido em
um crime é por meio da transferéncia primaria (MANOLLI, 2016). A transferéncia primaria de DNA
pode ocorrer apds o contato direto do objeto com a pele e/ou fluidos biolégicos de um individuo
ou através da deposicdo direta de um fluido biolégico no objeto sem que ele seja tocado (MANOLI,
2016). A literatura supde que o DNA de toque pode ser proveniente de varios tipos celulares, dentre
0s quais estdo: queratindcitos (via descamacdo), células epiteliais nucleadas advinda de outras
partes do corpo e de fluidos em geral (por transferéncia) ou células enddgenas livres (por exemplo,
do suor, como ilustrado na Figura 4b) (BURRIL et al., 2019).

Figura 4a. Papilas dérmicas digitais. Figura 4b. Representacdo do processo de sudorese.

Fonte: ForenScope, 2022.
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O DNA de toque é um dos tipos de amostras mais recorrentes enviados para perfis de DNA,
pois sdo comumente encontradas em locais de crime. Varios autores ja demonstraram que mesmo
um unico contato da pele com uma superficie pode resultar em uma impressao digital latente e
fornecer células que contenham moléculas de DNA suficiente para uma analise molecular (touch
DNA) (RESENDE et al. 2016).

Um grande desafio na genética forense é obter perfis reprodutiveis de STR a partir de
amostras que contenham quantidades minimas de DNA (ROEDER et al., 2009). E como sabemos,
0 uso de perfis genéticos no curso de uma investigagdo de crime tornou-se uma ferramenta
indispensavel e que, ao longo dos anos e com o desenvolvimento de técnicas cada vez mais
sensiveis, vem permitindo que ate as evidéncias mais delicadas, como as impressdes digitais, sejam
passiveis de genotipagem (representacdo na Figura 6) (QUINONES, 2012). A capacidade de gerar
perfis de DNA de itens tocados trouxe grande dependéncia do DNA de toque em investigacdes
criminais hoje (TAN, 2019). Os perfis genéticos (ver exemplo na Figura 7) sdo gerados a partir da
analise de sequéncias de DNA repetitivo. Os mais conhecidos sdo os STRs (Short Tandem
Repeats), que sdo marcadores moleculares presentes em regides ndo-codificantes espalhadas ao
longo da molécula de DNA (aproximadamente a cada 10.000 nucleotideos) e que sdo capazes de
individualizar uma pessoa (JIANG, et al., 2020).

Figura 6. Imagens de impressdes papilares.

Fonte: Forenscope, 2022.
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Figura 07. Exemplo de perfil genético gerado a partir da anélise de STRs.
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Fonte: COQUOZ, 2015.

Atualmente os STRs sdo 0s principais e mais poderosos marcadores usados para geracao
de perfil genético, pois sdo altamente polimarficos e sdo capazes de produzir ensaios multiplex de
até 15 loci, 0 que aumenta muito o seu poder de discriminagdo e minimiza o consumo de amostras
e reagentes, pois, deste modo, muitas reacdes podem ser feitas em apenas um tubo. Além disso, seu
pequeno tamanho (tipicamente de 2 a 6 pbs) os torna passiveis de analise de amostras de DNA
degradado, o que é bastante interessante paras ciéncias forenses, que muitas vezes detém de

amostras com baixissimas quantidades de DNA ou até mesmo de uma quantidade razoavel, porém
com baixo grau de integridade (BUDOWLE et al., 2009). E ja havia sido relatado em 1997, por

Van Oorschot e Jones, pioneiros nos trabalhos com impressdes digitais, que perfis de STR
poderiam ser obtidos a partir de células depositadas em superficies e coletadas com swabs
(OORSCHOT, 1997).

Num local de crime, séo varios os tipos de vestigios bioldgicos que podem ser encontrados
e coletados para posterior estudo nos laboratorios forenses, tais como sangue, sémen, fios de
cabelo, pelos, fluidos corporais e as tdo populares impressdes digitais. Apos sua analise, estes
vestigios podem servir de base para vincular um individuo a uma prética delituosa, ou mesmo
exclui-lo de tal conduta (BUTLER, 2011).
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As impressdes digitais sdo vestigios que, em geral, apresentam poucas células para analise,
e, por conseguinte, tendem a deixar uma quantidade muito limitada de material genético. Na
literatura, essas amostras com baixas quantidades de DNA muitas vezes sdo denominadas de LCN,
do inglés, Low Copy Number, ou baixo nimero de copias. O perfil de DNA de baixo nimero de
copias (LCN) é uma técnica sensivel o suficiente para analisar apenas algumas células (GILL,
2001).

A tipagem de baixo namero de cdpias (LCN), particularmente para a tipagem de repeticédo
curta em tandem (STR) atual, refere-se a analise de qualquer amostra que contenha menos de 200
pg de DNA molde (BUDOWLE et al., 2009). Mas, apesar de oferecer pouco material para analise
e da quantidade muito baixa de DNA, muitos estudos ja& comprovaram que é possivel sim, muitas,
vezes, obter um perfil genético a partir deste tipo de evidéncia. Para facilitar a obtencdo de um
perfil genético a partir de pouquissimas quantidades de DNA, técnicas ja existentes com uma
grande sensibilidade, como a PCR, foram otimizadas, por exemplo, pelo aumento do nimero de
ciclos (LOWE et al., 2002).

Um outro ponto a ser observado é o fato de existirem alguns fatores que influenciam na
propensao que cada pessoa tem de depositar mais ou menos células nas superficies em que tocam.
E o que os cientistas denominam de “shedder status”, do inglés, “derramador”. O status shedder
descreve a capacidade de uma pessoa de depositar DNA em um objeto tocado (SCHWENDER et
al., 2021)

Alguns dos fatores mencionados acima sdo: idade, sexo, atividades realizadas antes da
amostragem, tempo de toque, pressdo, lavagem prévia das maos, se a pessoa é destra ou canhota,
uso de luvas, condigcdes da pele, se a pessoa passou as mdos em outras partes do corpo etc.
(SCHWENDER et al., 2021). Além destes, estudos demostram que as caracteristicas do proprio
objeto bem como sua natureza também podem influenciar na quantidade de DNA que é depositada
por uma pessoa (DALY et al., 2010).

Os primeiros trabalhos acerca desta terminologia comecgaram a ser publicados a partir de
meados de 2002, merecendo destaque o artigo publicado por Lowe et al. (2002) sobre a propensao
de individuos para depositar DNA e a transferéncia secundaria de DNA para superficies inertes
(LOWE et al., 2002).
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Neste trabalho foi feita uma espécie de categorizacdo dos doadores das impressdes em “bom
derramador” e “mau derramador”. Eles mostraram que hd uma diferenca entre os individuos em
sua tendéncia de depositar DNA em um item quando tocado (LOWE et al., 2002). No entanto,
ainda ndo esta clara a melhor forma de categorizar um individuo em uma classe de shedder, ou

como alocar uma pontuacdo de shedder em uma escala mével (GORAY; OORSCHOT, 2021).

Apesar disso, é inegavel a importancia das impressdes digitais num processo investigativo.
Muitas vezes, a impressdo digital pode ser o Unico vestigio deixado num local de crime. Além
disso, nos dias atuais, trabalhar com poucas quantidades de material genético é um problema que
pode ser superado por meio da técnica da PCR, que pode copiar milhdes de vezes uma pequena
amostra coletada numa cena de crime. Mais conhecimento sobre 0s mecanismos por tras do status
de derramamento de DNA é de fato altamente desejavel para a disciplina forense (JANSSON et
al., 2021).

2.3 PCR e Quantificacdo por PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

“Essa técnica simples permitiria que eu reproduzisse quantas copias eu quisesse de qualquer
sequéncia de DNA que eu escolhesse, e qualquer pessoa da face da Terra que trabalhasse com DNA
iria querer utilizd-la”, Kary Mullis, em seu livro autobiografico intitulado Dancing Naked in the
Mind Field, lancado em 1998. Kary Banks Mullis (1944-2019), foi o inventor da técnica de
biologia molecular mais difundida no mundo e que revolucionou a genética a tal ponto que passou
a ser utilizada como procedimento de rotina em todos os laboratdrios de biologia molecular. Por

este feito, ele recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma técnica laboratorial padréo
(MULLIS, 1990). Hoje, e desde a sua inven¢do, a PCR faz parte da vida de milhdes de pessoas em
todo o globo, direta ou indiretamente. Por PCR, essencialmente, qualquer sequéncia de acido
nucleico presente em uma amostra complexa pode ser amplificada em um processo ciclico para
gerar um grande numero de copias idénticas que podem ser facilmente analisadas (KUBISTA et
al., 2006).

Sdo vastas as aplicacdes possiveis da PCR, dentre as quais estdo: genotipagem,

deteccdo/identificacdo de organismos, diagndsticos e uso forense (INNIS et al., 2012). Ademais,
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esta técnica é parte do fluxo de trabalho de outras técnicas como sequenciamento, clonagem e a

PCR em Tempo Real (QPCR), que é uma variacdo da técnica de PCR convencional.

Basicamente, a reacdo em cadeia da polimerase consiste na amplificacdo (multiplicacéo)
totalmente in vitro de fragmentos de material genético de interesse. O processo é baseado na
variacdo de temperatura ao longo de dezenas de ciclos que se repetem de 28 a 32 vezes e que
apresentam 3 etapas principais (ver Figura 8): desnaturacdo do DNA (as pontes de hidrogénio que
ligam as bases nitrogenadas umas as outras sdo rompidas e, consequentemente, ha a separacao da
fita dupla); anelamento/hibridizagdo dos primers (os primers se acoplam a extremidade daquele
fragmento especifico que se quer amplificar, atuando como iniciadores); e extensao/polimerizacdo
do DNA (sintese de uma nova fita dupla de DNA a partir de uma fita molde realizada pela enzima
TaqgPolimerase) (GOODWIN, 2011).

Figura 8. Ciclos da PCR.

HHHHHE
4 5
Separacdo da fita
Forward primer /dllplﬂ do DNA
5 9 (desnaturacdo) 5" 9
— HERRRRRRE
[ 111111 ]]] anclameniodos , ‘
3 5° primers 3 5
Reverse primer
_I. -
L_Jrrrrii etapa de extenséo/ I I I I I I ' l I I
[ 11111101 potimeriacio i
L

o ciclo se repete,
gerando copias de
DNA
exponencialmente

Fonte: Adaptada de: BUTLER, 2011.
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Cada uma das trés etapas possui uma temperatura especifica e ideal para que aquele
processo ocorra (ver Figura 9). A desnaturacao ocorre a 94°C; o anelamento ocorre a 50 - 60°C; e
a extensdo ocorre a 72°C. A enzima que catalisa a reacdo de PCR, a TagPolimerase, € uma enzima
termoestavel, extraida de bactérias termdéfilas que vivem em fontes termais e que sdo toleraveis a
variagdes de temperatura. Além do DNA molde e da DNA polimerase mencionada acima, também
sdo adicionados a reacdo os dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados que védo sendo
incorporados a nova fita pela polimerase), Mg+ (que atua como cofator da TagPolimerase), 0s
primers (que sdo os iniciadores da polimerizagdo pela DNA polimerase), e tampéo (para que a
reacao tenha condigdes ideais de pH e salinidade para ocorrer) (GOODWIN, 2011).

Figura 9. Variagdo da temperatura ao longo da termociclagem.

94°C : 04°C :94°C 94°C

Temperature

60C | 60C : 60C

wmn unico ciclo

Time Tipicamente ocorrem de 25 - 35 ciclos
durante a PCE.

The denaturation time in the first
cycle is lengthened to —10 minutes
when using AmpliTaq Gold to
perform a “hot-start™ PCR.

Fonte: Adaptada de: BUTLER, 2011.

No entanto, apesar da imensa gama de aplicacdes que a PCR convencional possui e da
facilidade com que é operado o procedimento, existem algumas limitacGes que devem ser levadas
em consideracdo. Em primeiro lugar, é necessario fazer um pds-processamento para se visualizar

e analisar o alvo amplificado, geralmente por meio de eletroforese em gel, de agarose (Figura 10),
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poliacrilamida, ou capilar. Isto, por conseguinte, também limita a sensibilidade e a resolucdo da
analise do resultado. Em segundo lugar, a PCR convencional é empregada principalmente para a

analise qualitativa do produto amplificado, uma vez que a analise quantitativa ndo é muito precisa.

Figura 10. Gel de agarose com bandas de DNA amplificado por PCR.

Fonte: Arquivo pessoal (2021)

Visando uma analise quantitativa mais precisa, ja que a PCR original é limitada quanto a
esta possibilidade, em 1992 foi desenvolvida a PCR em Tempo real por Higuchi et al. (1992).

A PCR em Tempo Real, gPCR (Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction), é
uma variacdo, um refinamento da PCR convencional, que utiliza os mesmos principios, mecanica
e etapas desta, com a diferenca de que, neste caso, sdo adicionados a reacdo agentes intercalantes
de DNA, ou sondas marcadas com fluoréforos, que, quando excitados, emitem sua fluorescéncia
proporcionalmente a quantidade de produto que esta sendo gerado e ao nimero de ciclos de
amplificacdo que ocorrem, e esta quantidade do produto amplificado é monitorada durante o curso
da reacdo (KUBISTA et al., 2006). A cinética de acumulacdo de fluorescéncia durante a
termociclagem esta diretamente relacionada ao nimero inicial de copias de DNA (HIGUCHI et
al., 1993).
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Disto, pode-se concluir que, quanto menor for o nimero de moléculas na amostra, mais
ciclos serdo necessarios para que a fluorescéncia seja detectada e, quanto maior, menor serd o
numero de ciclos (HIGUCHI et al., 1993). Ver Figura 11.

Figura 11. Quantificacdo por PCR em Tempo Real.
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Fonte: Adaptada de: GOODWIN, 2011.

A gPCR oferece um meio para ensaios mais rapidos, sem comprometer a precisao, e tem
varias vantagens sobre a analise de PCR de ponto final, incluindo a eliminagdo de etapas de
processamento pos-PCR e uma ampla faixa dindmica de detec¢do com alto grau de sensibilidade
(TRAEGER-SYNODINQOS, 2006).



22

O que torna a qPCR mais eficiente que a PCR original é justamente sua capacidade de
amplificar o fragmento alvo e detecta-lo, em tempo real, ao longo da termociclagem. Isso melhora
e automatiza a PCR, trazendo maior facilidade no trabalho laboratorial, clinico e em qualquer outro
ambito que requeira eficiéncia e boa produtividade no processamento de amostras (HIGUCHI et
al., 1992).

Dentre as aplicaces tipicas da gPCR estdo: deteccdo de patdgenos (testes laboratoriais, por
exemplo para deteccdo de SARS-CoV-2), diagndsticos de diversas doengas, analises de expressao

génica de organismos e quantificacdo de DNA de amostras forenses (KUBISTA et al., 2006).

2.4 A PCR em Tempo Real nos laboratdrios forenses

A quantificacio de DNA em uma amostra forense é de grande importancia para a
amplificacdo adequada de DNA e obtencdo de perfil de STR (NICKLAS, 2003). A avaliacdo da
quantidade de DNA humano em uma amostra pode ser usada antes desta amostra ser encaminhada
para a tipagem de marcadores STR (BUTLER, 2011).

A quantidade de DNA extraido de uma amostra varia muito entre os tipos de material
bioldgico. Amostras coletadas em locais de crime quase sempre detém muito pouco DNA para
andlise, ou apresentam condicGes de degradagdo muito acentuadas. Isso se deve a fatores externos
que podem que podem acelerar o processo de degradacdo, o que pode dificultar bastante a
quantificacdo deste material (GOODWIN, 2011).

A principal finalidade da gPCR é estabelecer a quantidade de DNA que pode ser
amplificado a partir de uma amostra. Como a PCR convencional é passivel de falhas devido a
contaminacédo por inibidores, pela condi¢do de pureza ou grau de degradacdo e até mesmo pela
baixa quantidade de material presente em uma amostra. A gPCR vem como uma alternativa
excelente e confiavel para determinar com precisdo tanto a quantidade quanto qualidade do
material genético e indicar quais caminhos devem ser tomados ao analisar uma amostra. Nos
laboratorios forenses, isso é de grande valia, pois pode diminuir custos e potencializar o trabalho
dos profissionais da area (BUTLER, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Quantificar o DNA deixado em impressGes digitais latentes em diferentes tipos de
superficies através da técnica de PCR em Tempo Real com o intuito de saber em qual o tipo de

substrato hd maior ou menor quantidade de material genético.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Quantificar o DNA depositado nas diferentes superficies de vidro, plastico e metal, obtido

de impressdes digitais latentes;

e Comparar a quantidade de DNA deixado em cada um dos substratos (vidro, plastico e

metal);

e Verificar se as amostras analisadas contém DNA em quantidade suficiente para a tipagem

genética por marcadores STR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao das superficies

As superficies utilizadas para realizar este trabalho foram: vidro (l&minas histoldgicas,
béquers, copos), plastico (caixas de armazenamento de microtubos) e metal (tampas de caixas de
metal, tampas de porta-pipetas), sempre em 3 unidades de cada objeto. Cada uma delas foi
previamente limpa com alcool 70% e deixadas para secar em temperatura ambiente durante 10
minutos. A escolha dos objetos de vidro, plastico e metal fazem referéncia aos instrumentos que
comumente sao utilizados para perpetrar crimes ou que séo encontrados nos locais de crime, como
garrafas de bebida, facas, copos, armas de fogo etc, além de superficies que sdo tocadas durante a
acdo delitiva, como maganetas de portas e veiculos, vidros de portas ou janelas de residéncias ou

veiculos, moveis etc.

4.2 Deposicdo das impressdes digitais nas superficies selecionadas

Passado o tempo de secagem, apos a limpeza, os doadores, com as maos nao lavadas,
depositaram suas impressoes digitais. Para a deposicdo destas impressdes, o doador segurava o
objeto com uma das méos durante 1 minuto, depositando assim as impressdes digitais dos cinco
dedos. Apo6s a deposicao das impressdes digitais, o local das impressées foi demarcado com caneta
hidrografica. Um mesmo doador tocou as trés superficies, sendo repetido este procedimento por

mais duas vezes.

4.3 Coleta das impressoes digitais

Foi coletado um total de 30 amostras. Para a coleta utilizou-se suabes umedecidos com 40ul
de solucdo de extracdo SEB (Tris HCI 10 mm, NaCl 100 mm, EDTA 10 mm e SDS 2%). Para
visualizar o local da impressao digital no objeto, este foi colocado sob a luz fluorescente. Depois
de visualizada a impresséo, o suabe umedecido foi passado de modo a remover o maximo de células
possivel, fazendo movimentos giratorios para aproveitar toda a superficie do algoddo. A Figura

12 demonstra o procedimento. . _ ) e
Figura 12. Procedimento de coleta das impressdes digitais.

Fonte. Criado com BioRender.com.


https://biorender.com/
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4.4 Extracao e purificagdo do DNA das impressdes digitais coletadas

Para a etapa de extracdo do DNA das células coletadas, utilizou-se o método organico, com
fenol/cloroférmio. Apds coletada a impressao, cortou-se a extremidade de algoddo do suabe,
contendo as células, colocando-a em um microtubo de 2 ml devidamente identificado. Adicionou-
se 300 pl de solucdo de extracdo SEB (Tris HCI 10 mM - pH8,0, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM e
SDS 2%) juntamente com 20 pl de proteinase K (20 ng/ml). Agitou-se a preparacdo em agitador e,

a seguir, incubou-se em banho-maria por 2 horas, a temperatura de 56°C.

Terminado o tempo de incubagéo, a extremidade de algoddo foi transferida para um tubo
de 0,5 ml perfurado, o qual foi colocado novamente no tubo de 2 ml e centrifugado por 2 minutos
a 14.100 g. Este procedimento foi feito com o intuito de recuperar todo o liquido do algoddo e
transferi-lo para o tubo de 2 ml. Feito este procedimento, foram descartados o tubo perfurado e o
algoddo. Adicionou-se a preparacdo 300 ul de fenol/cloroférmio. Agitou-se manualmente até o

liquido ficar com aparéncia leitosa e, a sequir, centrifugou-se por 3 minutos a 14.100 g.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante do tubo foi transferido para um filtro Microcon Y M-
100, do kit Microcon® Centrifugal Filters (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), para concentrar
0 DNA. Antes de transferir este sobrenadante, o filtro foi umedecido com 50 pl de agua destilada.
Apos a transferéncia, centrifugou-se as amostras por 15 minutos a 9,7 g. Apos a centrifugacdo
descartou-se o filtrado. A seguir, adicionou-se ao filtro 500 pl de &gua destilada e deionizada e
centrifugou-se por mais 20 minutos a 9,7 g. Esse procedimento foi repetido 2 vezes. Depois da
segunda lavagem, foram adicionados 30 pl de d4gua destilada e deionizada ao filtro concentrador
para fazer a recuperacdo do DNA. Inverteu-se, entdo, a coluna num tubo coletor limpo e
centrifugou-se por 7 minutos a 3,3 g para a recuperacdo do DNA extraido e purificado. A Figura
13 ilustra as etapas de extracao e purificacao.

Figura 13. Procedimento de extracdo e purificagdo do DNA das impressdes digitais.

7%

Fonte. Criado com_BioRender.com.
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4.5 Quantificagdo do DNA por PCR em Tempo Real

As reacdes de gPCR foram feitas sempre um dia ap0s a extracéo e purificacdo do DNA das
amostras. Para esta etapa, foi utilizado o kit de quantificacdo de DNA Quantifiler™ Duo (Applied
Biosystems™, USA) e o termociclador modelo 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems™, USA). O preparo das amostras foi feito segundo recomendacdo do fabricante,
porém com o volume de DNA de 4 ul (o protocolo do fabricante sugere 2 ul), sendo este volume
utilizado também para os padrdes de concentracao. Os DNA padrdes com concentracdo conhecida
foram: 1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 0,01 ng/pl e 0,005 ng/pl. O protocolo de termociclagem seguiu a
orientagdo do fabricante sem modificagcbes. Todo o processo bem como os resultados foram
acompanhados e analisados utilizando o software 7500 V2.0.6 (Applied Biosystems™, USA).

4.6 Analise estatistica

Foi feita a analise estatistica descritiva para estimativa da média, variancia e desvio padréo
dos dados obtidos. Para a comparacdo das concentracbes médias de DNA depositados nos
diferentes substratos, foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA). A anélise estatistica foi feita

com os programas computacionais Microsoft Excel e IBM SPSS Statistics 20 (IBM, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se que, dentre as superficies estudadas (vidro, plastico e
metal), a que apresentou a maior quantidade de DNA deixado por impressfes digitais foi a
superficie de metal, com média de 0,9453 ng/pl, seguida de plastico, com média de 0,1362 ng/ul e
de vidro, com média 0,0545 ng/ul (Tabela 1 e Grafico 1). Estes resultados estdo em consonancia
com 0s obtidos em outros estudos, como o de Daly et al. (2012), que conseguiram obter DNA de
impressOes digitais depositadas em madeira, tecido e vidro. Castella (2008) quantificaram DNA de
impressdes digitais coletadas em superficies de casos reais de investigagBes. Pang (2007)
igualmente obtiveram DNA de uma gama objetos tocados, como mouses, maganetas, interruptores

etc.

Ja tem sido mostrado que é possivel obter perfis genéticos completos ou parciais através da
analise do DNA recuperado de impressdes digitais (OORSCHOT, 1997). Daly et al. (2012)
sugerem como ponto de corte, para casos de rotina, a concentracdo minima de 0,03 ng/ul de DNA
para a geracdo de perfil genético. Prinz et al. (2006) obtiveram resultados que sugerem que
amostras contendo de 20 — 100 pg de DNA podem gerar perfis suficientes para deposi¢ao no banco
de dados, enquanto perfis produzidos a partir da amplificacdo de 10 a 20 pg de DNA podem ser
Gteis para comparacdo direta. Por sua vez, Sewell (2008), obteve perfis genéticos completos ou
quase completos de amostras contendo 0,04 ng/ul ou mais. No presente estudo, 25 amostras
apresentaram DNA em concentracdo apropriada, acima de 0,03 ng/ul, para a obtencéo de perfis

genéticos o que corresponde a 83,33% das amostras analisadas.

E importante salientar que a natureza do substrato em que se deposita a impressao digital é
um dos fatores que influenciam na quantidade de DNA obtido. Nos estudos de Daly et al. (2012),
obtiveram maiores quantidades de DNA em superficies de madeira e menores quantidades de DNA
superficies de vidro, e demonstraram, desta forma, que superficies porosas carreiam mais DNA do
que superficies lisas. Da mesma forma, no presente estudo, foi recuperado mais DNA das

superficies de metal do que das de pléastico e vidro, que s&o de natureza lisa.

Rezende et al. (2016) avaliaram a variabilidade das quantidades de DNA em superficies de
aluminio, madeira, papel, plastico e vidro e demonstram que nas superficies lisas (vidro, papel e

plastico) obteve-se as menores quantidades de DNA, enquanto que as superficies porosas
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apresentaram quantidades mais elevadas. Estudos demonstram que superficies mais asperas
tendem a reter mais células e mais moléculas de DNA (TOKUTOMI et al., 2009), o que coincide

com os resultados do presente estudo.

Também, neste trabalho, verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as
quantidades médias de DNA recuperado das superficies estudadas, conforme resultado do teste de
ANOVA (F= 2,3445; p=0,1158).

Tabela 1 - Resultados da quantificacdo por gPCR de 30 amostras de DNA de impressdes digitais. Na
tabela estdo descritos: a identificacdo da amostra, a quantidade de DNA obtida (em ng/ul), a média e
0 desvio padrdo (dp). Os valores em negrito sdo aqueles que estdo acima da concentragdo minima de
0,03 ng/pl para tipagem genética descrita na literatura.

Amostra Quantidade em ng/ul Média dp
ng/ul ng/ul
Vidro
V1 0,0738
V2 0,0550
V3 0,0511
V4 0,0136
V5 0,0003
V6 0,0834
V7 0,0082
V38
V9 0,1793
V10 0,0259
0,0545 0,0552
Plastico
P1 0,0581
P2 0,0756
P3 0,0331
P4 0,0098
P5 0,0044
P6 0,0004
P7 0,0925
P8 0,0861
P9 0,9344
P10 0,0677
0,1362 0,2825
Metal
M1 0,0721
M2 0,0421
M3 0,1182
M4 5,2459
M5 0,0577
M6 0,2613
M7 2,3163
M8 0,0583
M9 1,2223
M10 0,0586
0,9453 1,6847

Fonte: Elaborado pela autora (2022).



Gréfico 1 — Distribuicdo das concentragdes de DNA dos diferentes substratos.
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6. CONCLUSAO

Estudados hd muito tempo, as impressdes digitais e 0 DNA de toque estdo entre as
evidéncias mais importantes encontradas em cenas de crimes, e que, com 0 crescente avanco da
tecnologia e das técnicas de biologia molecular, tendem a contribuir cada vez mais para a
elucidacdo de casos criminais. Isso demonstra o quéo relevante € a anélise do DNA de toque para
as ciéncias forenses. Além disso, é importante ressaltar o poder da técnica utilizada, a gPCR, e

como ela se tornou uma aliada e tanto dos profissionais da area.

Foi possivel fazer a quantificacio de DNA de impressbes digitais depositadas em

superficies de metal, vidro e plastico, utilizando a técnica de qPCR.

Os resultados obtidos demonstraram que impressdes digitais depositadas em superficie de
metal apresentaram maior quantidade de DNA, seguida das depositadas em superficies de plastico
e de vidro. Entretanto, verificou-se, por meio do teste de ANOVA que ndo houve diferenca

significativa entre as quantidades médias de DNA recuperadas das trés superficies.

Das impressdes digitais analisadas no presente estudo, 83,33% apresentaram DNA em

quantidade suficiente para a obtencao de perfis genéticos de marcadores STR.
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