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"Quaisquer que sejam 0S passo0s, quaisquer objetos tocados por ele, o
gue quer que seja que ele deixe, mesmo que inconscientemente,
servira como uma testemunha silenciosa contra ele. Ndo apenas as
suas pegadas ou digitais, mas o seu cabelo, as fibras das suas calcas,
0s vidros que ele porventura parta, a marca da ferramenta que ele
deixe, a tinta que ele arranhe, o sangue ou sémen que deixe. Tudo isto,
e muito mais, carrega um testemunho contra ele. Esta prova nédo se
esquece. E distinta da excitacdo do momento. N&o é ausente como as
testemunhas humanas sédo. Constituem, per se, numa evidéncia factual.
A evidéncia fisica ndo pode estar errada, ndo pode cometer perjurio por
Si propria, ndo se pode tornar ausente. Cabe aos humanos, procura-la,
estuda-la e compreendé-la, apenas os humanos podem diminuir o seu

valor."

Edmond Locard



RESUMO

A identificacdo humana por impressdes digitais (ID’s) constitui um método simples,
rapido e econémico. Entretanto, borrdes de impressdes depositadas em superficies
rugosas constituem desafio em relacdo a perda de detalhes. Ainda assim, nem
sempre os meétodos de revelacdo sdo suficientes para permitir a analise da
impressao digital latente, pois 0s pontos observados podem estar borrados ou
danificados. Com os avangos na tecnologia de genotipagem do DNA, pequenas
quantidades de material biolégico, como uma dezena de células podem gerar um
perfil completo de DNA e auxiliar nas investigacdes. Neste contexto, as impressdes
digitais, antes somente analisadas sob o aspecto lofoscopico, agora podem ter um
enfoque genético. A utilizacdo de miniSTR’s aliada ao aumento de nimero de ciclos
da PCR, auxiliam na deteccdo de amostras de quantidade limitada de DNA e/ou
degradada. No processo de producéo de provas, o perito criminal deve considerar a
auséncia de hierarquia entre elas, mas deve analisar cada vestigio considerando
sua viabilidade e efetividade na geracdo de evidéncias. Uma superficie deve ser
examinada quanto a sua probabilidade em obter uma impresséao digital Gtil a anélise
lofoscépica, em comparacédo com a possibilidade em obter um perfil genético. Assim,
neste trabalho foram coletadas quatro impressdes digitais de vinte e cinco
individuos, em quatro suportes diferentes: aluminio, madeira, plastico e vidro, com o
objetivo de extrair DNA das possiveis células presentes nas ID’s, amplificar o DNA
utilizando marcadores miniSTRs e comparar os perfis genéticos gerados com
agueles obtidos nas amostras controle dos respectivos individuos. O kit de
amplificagdo AmpFISTR MiniFiler™ foi capaz de amplificar amostras das impressdes
digitais coletadas resultando, em sua maioria, em perfis parciais e, em alguns casos,
em perfis completos. Comparando-se os perfis com as amostras controle, o aluminio
possibilitou maior sucesso na obtencdo de perfis (67,33%), seguido do plastico
(64,66%), madeira (63,48) e por ultimo, o vidro (45,37%).

Palavras-chave: DNA. Impresséao Digital. MiniSTR. Suportes.



ABSTRACT

The human fingerprint identification is a simple, fast and economical method.
However, blurred prints deposited on rough surfaces constitute a challenge because
of the loss of details. The development methods are insufficient to allow the analysis
of the fingerprint, as observed points may be blurred or damaged. With the advances
in DNA genotyping technology, small amounts of biological material such as a dozen
cells can yield a complete DNA profile and be of great help in criminal investigations.
In this context, fingerprints, previously only analyzed from the lophoscopic aspect,
can now have a genetic approach. The use of MiniSTR 's combined with an increase
in the number of PCR cycles can improve the detection of DNA in samples with
degraded and/or limited amount of DNA. When investigating a crime scene, the
forensic expert should keep in mind there is no hierarchy among evidence and every
vestige should be analyzed considering its feasibility and effectiveness in generating
proof. A surface should be assessed regarding its likelihood of providing a useful
fingerprint for identification purposes, compared to the possibility of obtaining a
genetic profile. In the present study, four fingerprints of twenty-five individuals were
collected from four different surfaces: aluminum, wood, plastic and glass, with the
goal of extracting the DNA of cells that might be present in the fingerprints, amplifying
the DNA for miniSTRs markers and comparing the genetic profiles obtained with
those from the individuals’ respective control samples. The AmpFISTR ™ MiniFiler®
amplification kit was able to amplify samples of the collected fingerprints resulting
mostly in partial profiles and, in some cases, complete profiles. When comparing the
profiles with the control samples, it was observed that the fingerprints collected on
the aluminum surface resulted in better quality profiles (67,33%), followed by plastic
(64,66%), wood (63,48%) and finally the glass (45,37%).

Key words: DNA. Fingerprint. MiniSTR. Surfaces.
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1. INTRODUCAO

A identificacdo humana por meio do DNA, desde que foi introduzida, na década de
80, tem revolucionado a ciéncia forense e a capacidade da aplicacdo da lei em
conectar individuos com a cena de um crime. Amostras bioldgicas coletadas pelos
peritos criminais atuam como testemunhas silenciosas e podem ser usadas para

incriminar, mas também inocentar um individuo.

A analise de vestigios biolégicos em fatos criminosos é o maior contribuinte para
identificacdo humana, tanto de criminosos como vitimas (LAGOA, 2007). Manchas
de sangue, sémen, saliva, fios de cabelo, material fetal, vestigios subungueais e até
dejetos fecais e urina tém ampla aplicacdo a andlise genética, mas em certas

ocasides como furtos, por exemplo, podem estar ausentes.

Em analise minuciosa sobre o local de crime, qualquer superficie que tenha sido
tocada pelo criminoso, pode ter vestigios de células epiteliais. Com o0s avan¢os na
tecnologia de genotipagem do DNA, pequenas quantidades de material biolégico,
como uma dezena de células, podem gerar um perfil completo de DNA e auxiliar nas
investigagOes. Neste contexto, as impressdes digitais, antes somente analisadas sob
o aspecto lofoscopico, agora podem ter um enfoque genético. Van Oorschot e Jones
(1997) demonstraram que é possivel obter perfis genéticos de objetos que foram

tocados, incluindo ferramentas, arma de fogo, papel, vidro, pedras, portas, etc.

Os marcadores STR (Short Tandem Repeat) sdo atualmente os marcadores
genéticos mais informativos para testes de identificagdo humana por serem
altamente polimorficos (LUCE et al., 2009). Sua principal caracteristica € o carater
anico da combinacdo dos marcadores, tornando a identificacdo humana irrefutavel,
além de estar presente e ser igual em qualquer célula do corpo, possibilitando a
comparacao de uma amostra vestigio de qualquer fonte, seja ela proveniente do
sangue, sémen, saliva, pelos, etc, com uma amostra referéncia, e também
catalogada para ser usada a qualquer tempo, como nos bancos de DNA. Baseadas
em curtas repeticbes consecutivas em regides ndo codificadoras do DNA, sua
andlise pode ser realizada numa uUnica reacdo com todos os iniciadores (primers)

dos marcadores STR, amplificando-os simultaneamente em reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR multiplex). Este método possibilitou a obtencdo de informacdes
genéticas com menor quantidade de DNA, caracteristica da maioria das amostras

forenses, além de amostras degradadas e em curto espaco de tempo.

Em artigo “Less is more — length reduction of STR amplicons using redesigned
primers,” Wiegand e Kleiber (2001) demonstraram que DNA altamente degradado
assim como DNA com poucas copias (DNA low template) poderiam ser analisados
usando novos primers redesenhados que estariam mais proximos das regides de
STR. Os primers denominados miniSTR sdo construidos de forma a hibridizar em
zonas mais proximas das unidades de repeticAo, com reducdo da regido
flanqueadora e, assim, produzem fragmentos de amplificacdo menores. Os miniSTR
geram amplicons que se estendem numa faixa de 70 a 283 nucleotideos, enquanto
os kits multiplex de STR disponiveis, de 100 a 450 nucleotideos, aumentando a taxa

de sucesso na deteccdo de pequenas quantidades de DNA (BUTLER, 2011).

A chave para obtencdo de sucesso nos resultados de amostras tdo exiguas
depende do reconhecimento de técnicas mais adequadas a obtencdo do maior
namero de células possiveis, associadas as analises cada vez mais sensiveis na
deteccdo de DNA. Varias alternativas sdo implementadas para esse tipo de amostra,
como técnicas mais eficientes de coleta e extracdo de DNA e aumento do numero

de ciclos de PCR, dentre outros.

Em ocorréncias criminosas nas quais um grande numero de vestigios é submetido a
investigacdo, tempo e recursos devem ser investidos em analises com maiores
perspectivas de sucesso na obtencado de perfis genéticos que auxiliem na elucidacéo
do fato. A possibilidade de se encontrar quantidades suficientes de células em uma
Gnica impressao digital (ID), depende de vérios fatores, como a caracteristica do
individuo ser bom ou mau doador de células, atividades realizadas anteriormente a
producédo da ID, tempo decorrente entre a producéo e a coleta e por fim, o suporte
em que foi produzida. Como em uma pericia realizada em cena de crime, varios
desses fatores sao desconhecidos e o Unico possivel de ser controlado e escolhido
€ 0 suporte, € necessario saber aquele que melhor possibilita a coleta e
determinacdo do perfil genético. Assim, neste trabalho, os suportes: aluminio,
madeira, plastico e vidro, que representam superficies comuns como armas, facas,

portas, maganetas, garrafas, etc, com 0s quais 0s autores de crime podem ter
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entrado em contato foram comparados quanto ao sucesso de obtencdo de perfis

genéticos obtidos de ID’s.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pericia criminal e os vestigios bioldgicos

O exame de corpo de delito realizado pelos peritos criminais estd inserido no
contexto de producdo de provas que auxiliam a justica e tem papel de suma
importancia quando se busca o conjunto de vestigios materiais deixados no
cometimento de um crime. Os vestigios sejam eles materiais, documentais,
circunstanciais, tem o poder de provar fatos (materialidade) e os ligar a individuos

gue dele participaram (autoria).

Os peritos criminais tém muitas estratégias para tornar o vestigio uma peca util a
justica e a evolucdo das técnicas esta intimamente ligada as ciéncias médicas e
biolégicas, as novas tecnologias computadorizadas e as pesquisas criminolégicas
(MEDEIROS, 2009). A ciéncia e a tecnologia tem um papel crucial na analise,
interpretacdo e avaliacdo das provas no laboratério de ciéncia forense e cada vez
mais, estdo sendo aplicadas na cena do crime. A biotecnologia € apenas uma
dessas estratégias, mas de grande importancia quando a investigacdo do crime
depende de provas ligadas a evidéncias e vestigios bioldgicos. A biotecnologia
proporciona a justica uma série de recursos, entre 0s quais a utilizacdo do &cido

desoxirribonucleico (DNA).

O estudo de certas regides do DNA gue determinam a individualidade humana foi
desenvolvido a pouco mais de uma década, e trouxe muitos avangos para a
identificacdo humana e investigacbes de paternidade. Além do seu poder
discriminatorio, 0 material genético esta presente em qualquer célula nucleada, e é
perene, ou seja, ndo muda ao longo do tempo. Sangue, sémen, saliva, todo
exsudado biolégico que contém células de um individuo tera o mesmo perfil
genético, que podera ser confrontado com outros perfis, sejam de pessoas ou
vestigios (LAGOA, 2007). Com base nessas prerrogativas, a construcédo de bancos
de dados de perfis genéticos estd revolucionando a justica criminal, com
perspectivas maiores na geracado de provas contra um crime. Na Inglaterra, apés
investimentos do governo no chamado Programa de Expansdo do DNA, foi

constituido o maior banco de dados de perfis genéticos do mundo (NDNAD). Séao
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mais de 3 milhfes de pessoas cadastradas (4,5% da populacdo do pais) que
corresponde a maioria da populagdo criminosa. Em um tipico més, os confrontos
realizados no banco de dados conectam suspeitos a 15 assassinatos, 45 estupros e
2500 crimes de volume (assaltos e relacionados a veiculos). Ainda, caso um vestigio
de DNA recuperado da cena de um crime, ndo resulte em “match” contra um
individuo no banco de dados, novas buscas baseadas em algoritmos foram
desenvolvidos pelo Servico de Ciéncia Forense da Inglaterra, que podem identificar

possiveis parentes de sangue proximos, como irmaos ou pais (MENNELL, 2007).

Neste contexto, a criminalistica biolégica € uma éarea fundamental das ciéncias
forenses, pois os vestigios bioldgicos representam a possibilidade de identificacédo

da autoria de crimes violentos contra a vida, integridade fisica e liberdade sexual.

Com os grandes avancos nas tecnologias de deteccdo do DNA, pequenas
quantidades de amostras forenses, antes indteis como pecas informativas, hoje
avocam uma percepcao mais acurada dos peritos criminais na cena de crime. O
principio de Edmond Locard, que enuncia que sempre que dois objetos entram em
contato, ocorre troca de material entre eles, ganhou novas propor¢cdes com analise
de quantidades infimas de material como células epiteliais que podem ser coletadas
de objetos tocados por alguém (ADYTIA et al., 2011).

2.2 A molécula de DNA

O DNA (acido desoxirribonucleico) é um polimero em fita dupla constituido de 4 tipos
de desoxirribonucleotideos: adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G) unidos
por ligacoes fosfodiéster covalentes, que unem o carbono 5 de um grupo
desoxirribose ao carbono 3’ do préximo nucleotideo. A dupla fita € disposta em
hélice, por pareamento dos nucleotideos de cada fita por pontes de hidrogénio.
Sequéncias desses nucleotideos podem constituir genes, que carregam a
informacédo genética de um ser vivo, ou a parte estrutural e de regulacdo da
molécula. Os genes carregam as informacdes sobre as caracteristicas de todos os

seres Vivos e sao transmitidos hereditariamente. Os genes fazem parte da estrutura
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dos cromossomos e se encontram em locais denominados locos genéticos
(ALBERTS et al., 2002).

Denomina-se alelo cada diferenca encontrada em um determinado gene. Cada um
de nés apresenta um cromossomo paterno e um materno, e a segregacao destas
estruturas segue a lei de Mendel, em que um alelo € de origem materna e o outro,
paterna, para cada loco. Assim, em um caso de paternidade, ha de se comparar os
alelos do individuo com o de seus pais e confirmar essa heran¢ga mendeliana. Além
de casos de paternidade, seja civel ou criminal, o DNA como meio de prova ou
investigacdo pode ser utilizado para associar ou excluir um individuo de uma cena
de crime, identificar pessoas desaparecidas, associar vestigios de dois ou mais fatos

criminosos, e confrontar vestigios com perfis de bancos de dados de DNA.

2.3 DNA forense e marcadores moleculares

A rapida evolucao biotecnoldgica tem possibilitado grandes avancos na identificacédo
humana por meio do DNA. Até poucos anos atrds, as analises sorolégicas dos
polimorfismos de proteinas e grupos sanguineos auxiliavam a area forense (JOBIM
et al., 2012).

Em 1985, Jeffreys e colaboradores desenvolveram os primeiros testes de DNA para
analise da individualidade humana baseados em polimorfismos de comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP’s) (JOBIM et al., 2012). Com a tecnologia dos
RFLP’s, amostras de aproximadamente 250ng eram submetidas a andlise para
obtencdo de perfis. Perfis de DNA uteis eram obtidos com aproximadamente 30ng
de alto peso molecular (ndo degradado) de DNA inicial (WICKENHEISER e HORNS,
2002). Atualmente, a descoberta de outros marcadores genéticos mais especificos e
técnicas de amplificacdo do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
possibilitaram a andlise de menores quantidades de DNA e tornaram a
individualidade humana indicio incontestavel em processos judiciais. O alto poder
discriminatorio dessa molécula presente em exames de corpo de delito é capaz de
trazer a certeza da imputacdo criminosa a alguém ou a sua inocéncia (JOBIM et al,
2012).
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A identificacdo humana pelo DNA é baseada na analise da diversidade de
marcadores biologicos (polimorfismos), que conferem a individualidade as pessoas e
vinculo entre elas. Os minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) sdo formados por sequéncias de nucleotideos repetidas em nimero de
vezes diferentes em cada individuo. As amostras de DNA sdo analisadas por
comparacdo de regibes de DNA repetitivas localizadas fora das regides de
codificacdo do DNA. Apesar de mais de 99,9% do genoma ser o mesmo em toda a
populacdo humana, as variacées na sequéncia de DNA nos marcadores polimorficos
pode ser usado tanto para diferenciar e correlacionar os individuos (GIARDINA et
al., 2011). Cada numero de repeticbes determina um loco para o minissatélite e,
guanto menor a frequéncia desse loco, maior serd seu poder de discriminacao
dentro da populacdo. Como cada individuo possui um cromossomo paterno e outro
materno, identificando os alelos maternos, obrigatoriamente os restantes deveréo

ser iguais aos do pai na identificagdo de um filho, por exemplo (JOBIM et al, 2012).

Os microssatélites ou STRs tém estrutura repetitiva menor que os VNTRS,
possibilitando a anélise em amostras com pouco DNA viavel. Existem diversos kits
de amplificacdo de STR disponiveis no mercado, como o AmMpFLSTR® Identifiler®
(Applied Biosystems®), PowerPlex® 16 HS System (Promega) (15 marcadores e a
amelogenina), GlobalFiler™ (Applied Biosystems®) (24 marcadores e a

amelogenina), dentre outros.

Os sistemas de genotipagem por STR séo ferramentas Uteis para identificacdo de
amostras biolégicas em casos forenses, mas no caso de amostras com quantidades
exiguas de DNA, com inibidores ou muito degradadas, ndo demonstram sucesso de
amplificagdo. O Amp FISTR MiniFiler foi o primeiro kit de amplificagdo de miniSTR
disponivel comercialmente para uso em casos forenses em situagcdes em gue outros
kits de genotipagem de DNA provaram ser inadequados para analisar amostras de

DNA degradadas e com inibidores de PCR.
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Figura 1. Esquema ilustrando os marcadores dos kits de amplificacdo AmpFISTR Identifiler e
AmpFISTR MiniFiler. Fonte: Manual do kit de amplificacio AmpFISTR MiniFiler, Applied
Biosystems.

Mulero et al. (2008) descreveu a conversao de oito marcadores STR em miniSTR e
0 desenvolvimento comercial do kit de amplificacdo AmpFISTR MiniFiler (Applied
Biosystems). Este kit amplifica 8 (oito) dos maiores loci do kit de PCR AmpFISTR
Identifiler (D7S820, D13S317, D16S539, D21S11, D2S1338, D18S51, CSF1PO e
FGA) (MULERO et al., 2008). A vantagem do miniFiler em relacdo a outros kits de
STR séo os amplicons de menor comprimento produzidos durante a PCR (Figura 1).
MiniSTR sdo o resultado de aproximacdo dos primers de PCR da regido de
repeticdo dos STR’s, diminuindo a regiao flanqueadora e assim o tamanho geral do
marcador STR (Figura 2), consequentemente resultando em maior taxa de sucesso
na obtencao de perfis em amostras degradadas (LUCE et al., 2009).
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Figura 2: Esquema dos primers de MiniSTR. Amplicons de tamanho reduzido amplificados a
partir de primers posicionados em regides mais proximas das repeticdes dos STR’s
convencionais. Fonte: Modificado de BUTLER (2011).

Outro kit de amplificacdo de mini STR disponivel comercialmente é o Power Plex®
S5 (Promega), mas possui somente 4 marcadores (D8S1179, D18S51, FGA e THO01)

e a Amelogenina.

A capacidade de analisar rotineiramente amostras, como uma ponta de cigarro ou
um unico fio de cabelo tem excedido as expectativas da maioria dos cientistas que
usam essas ferramentas da biologia molecular para caracterizar evidéncias
biologicas forenses (BUDOWLE e VAN DALL, 2009). Recentes avangos em estudos
gendmicos humanos identificaram uma série de novos marcadores genéticos para a
caracterizacdo de materiais biolégicos e varias tecnologias foram desenvolvidas
simultaneamente para aumentar a resolucdo e/ou sensibilidade de deteccéo
(GIARDINA et al., 2011).

2.4 Impressdes Digitais

As impressodes digitais (ID’s) tém ampla aplicagdo desde a sua sistematizagéo. Elas
tém contribuido na individualizacdo, na localizacdo de pessoas, assim como na
manuten¢ao e no uso de arquivos de identificacao civil e criminal em todo o mundo
(CROXTON et al., 2010). O processo de identificacdo de um individuo € realizado a
partir de detalhes das cristas papilares, e segue um procedimento em conjunto de

analise, comparacdo, avaliacao e verificacdo (GUPTA et al., 2008). As ID’s latentes,
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por definicdo, ndo séo visiveis e os métodos de revelacdo sdo realizados por meio
de uma variedade de técnicas fisicas e quimicas. O fundamento principal é a
aderéncia mecanica de pos especificos nos componentes umidos e oleosos das
cristas papilares (SODHI e KAUR, 2001) ou reacdo quimica de compostos como o
cianoacrilato, vapor de iodo, o nitrato de prata ou a ninidrina. Esses meétodos de
revelacdo sdo usados quando as impressdes localizam-se em superficies que
possibilitam o decalque da impresséo, ou seja, superficies lisas, ndo rugosas e nao
adsorventes (SCHULZ, 2004). A identificacdo humana por impressdes digitais
constituem um método simples, rapido e econbmico. Entretanto, borrbes de
impressfes depositadas em superficies rugosas constituem desafio em relacdo a
perda de detalhes (ADYTIA et al., 2011). E, nem sempre os métodos de revelacao
sdo suficientes para permitir a andlise da impressao digital, pois os pontos

observados podem estar borrados ou danificados (BHOELAI et al., 2011).

2.5 Impressdes digitais como fonte de DNA

A célula epitelial dura em média cerca de um més na epiderme antes de sofrer
descamacdo, e o ser humano em geral, descarta cerca de 400.000 células da pele
diariamente. As células descamativas da epiderme sdo constituidas principalmente
de queratindcitos, que sédo anucleados (BALOGH et al., 2003). Kita et al. (2008)
verificaram a presenca de nucleos e DNA nas células da epiderme utilizando um
anticorpo ssDNA, que detectou principalmente a presenca de DNA fragmentado. No
entanto, estudos mostram que células nucleadas séo transferidas através do toque
de uma superficie, pelos dedos (GORAY et al., 2009). Células epiteliais, segundo
Wichenheiser e Horns (2002) sédo nucleadas, e cada célula pode conter cerca de 5
picogramas de DNA nuclear. Cada centimetro quadrado de pele contém 100
glandulas sudoriparas e 10 glandulas de oleo (WICKENHEISER e HORNS, 2002).
As impress0Oes digitais latentes séo resultado da deposicao de suor e 6leo produzido
por essas glandulas que tomam o formato das cristas papilares dos dedos. Essas
secrecbes fazem o seu caminho para a superficie da pele por meio de dutos e
poros, levando consigo um grande numero de células também. Desse modo, a

superficie da pele representa um grande potencial como fonte de perfis genéticos.
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Atualmente, kits multiplex de PCR para genotipagem de DNA geram perfis
completos com aproximadamente 100 picogramas de DNA purificado (SENGE et al.,
2011).

O principio de Locard enuncia que, quando dois objetos entram em contato, ha troca
de material. Esta € a esséncia da ciéncia das impressdes digitais e da ciéncia
forense em geral. Como o 6leo e suor sao transferidos para a superficie do suporte
em contato com os dedos, estes funcionam como vetores da transferéncia. O suor e
0 Oleo visualizados em impressfes digitais podem também ser o transporte de
células epiteliais. Com o grande numero de células nucleadas da pele disponiveis
para transferéncia, bem como o pequeno nimero necessario para produzir um perfil,
€ razoavel concluir que muitos itens entram em contato com a pele durante a préatica
de um crime — considerando a néo utilizagcdo de luvas —, aumentando o potencial de

obtencéo de perfis genéticos de DNA.

Além do DNA proveniente de células de descamacao da propria méo, estas podem
atuar como vetores de transmissao de células de outras partes do corpo (LADD et
al., 1999). Estas areas incluem da boca, nariz e olhos. Por exemplo, as células de
ambos os epitélios da coérnea (olho) e o epitélio bulbar (interior das pélpebras e
bordas do globo ocular) sdo nucleadas, e se regeneram continuamente, sendo
totalmente substituidas a cada 24 horas (WICKENHEISER e HORNS, 2002).
Esfregando os olhos pode-se efetivamente carregar nas maos DNA para
transferéncia. Da mesma forma, esfregar a face, nariz, e boca, roer unhas, e outros
atos inconscientes, pode proporcionar um grande namero de células nucleadas nas

maos, disponiveis para a transferéncia para o préximo objeto tocado.

2.6 Variaveis que afetam a quantidade de DNA disponiveis nas ID’s

Visto que o numero de células disponiveis em ID’s é exiguo, uma série de fatores
pode contribuir para o sucesso na obtencdo de um perfil genético de DNA do
suporte. O tempo de contato, a caracteristica do doador, atividades realizadas
anteriormente ao toque, o material do suporte, e fatores ambientais, todas essas

variaveis afetam a quantidade e qualidade de DNA disponivel para a analise
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(KISILEVSKY E WICKENHEISER, 1999). Adicionalmente, a preservacao do local de
crime, e protocolos adequados de coleta e processamento de material, aumentam
as chances de tornar o vestigio de DNA, uma evidéncia concreta para as

investigacoes.

De acordo com Lowe et al. (2002) alguns individuos transferem quantidade elevada
de células epiteliais sendo considerados bons doadores de células epiteliais, cuja
andlise resulta em perfis completos de DNA, outros nao. Bright e Petricevic (2004)
observaram maior quantidade de DNA em dois dos seus seis doadores em repetidos
experimentos. Mas esse ndo € um fator de consenso entre os autores, que
consideram outros fatores tdo importantes quanto a caracteristica do doador. Sewell
et al. (2008) acreditam que a natureza do suporte pode influenciar a quantidade de
impressGes deixadas na superficie. Verificou-se que a quantidade de DNA
transferida para um suporte durante o manuseio € independente do tempo de
manipulacdo. A transferéncia de células epiteliais durante o toque em uma superficie
€ instantanea e testes com tempos de deposicao diferentes demonstraram a mesma
quantidade de DNA disponivel (VAN OORSCHOT e JONES, 1997; ALESSANDRINI
et al., 2003). As atividades anteriores ao toque na superficie influenciam
consideravelmente na deposicao de células. O fato de o individuo ter lavado suas
maos, diminui o nimero de células disponiveis nos dedos (PESARESI et al., 2003).
Além disso, se as glandulas sudoriparas estdo mais ativas no momento, a
probabilidade de transferéncia de células provindas dos ductos dessas glandulas e
de células aderidas aos dedos de outras partes do corpo também aumenta. No
momento da realizag&do do fato criminoso, a maioria das vezes, o autor é tomado por

nervosismo, o que aumenta a atividade das glandulas sudoriparas.

Popa et al. (2010) consideraram as caracteristicas morfolégicas e bioquimicas das
ID’s para determinar a sua idade, ou tempo decorrido entre a deposicdo e sua
andlise. De acordo com os autores, a taxa de degradacdo dos constituintes

bioquimicos presentes nas ID’s depende da sua exposicao a fatores ambientais.

O potencial de geracdo de um perfil completo de DNA é maximizado por um "bom"
doador das células epiteliais em um suporte poroso. E interessante citar que a
analise lofoscopica tem maior sucesso em superficies lisas, ndo porosas, tal como o

vidro e de metal polido. Pelo contrario, as superficies que representam um desafio
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na recuperacdo de boas impressbes digitais, tais substratos como madeira sem
pintura, sdo bons substratos para a recuperacdo de DNA vestigios (RESENDE,
2013).

Superficies rugosas ou porosas apresentam dificuldade na visualizacdo de
impressodes digitais, mesmo com a aplicacdo de reveladores (PESARESI, 2003).
Mas, quando o fato leva a crer que um objeto com estas caracteristicas tenha sido
tocado e ndo ha possibilidade de recuperacéo dos detalhes lofoscopicos da ID’s, a
coleta de material biolégico deve ser realizada. Suportes como a madeira,
apresentaram resultados mais satisfatorios que superficies lisas como o vidro, por
exemplo, e a hipétese é a de que a superficie rugosa causa maior friccdo nos dedos

do doador, além de manter mais células aderidas aos poros (LAGOA, 2007).

No processo de produgéo de provas, o0 perito criminal deve considerar a auséncia de
hierarquia entre elas, mas deve analisar cada vestigio considerando sua viabilidade
e efetividade na geracao de evidéncias. Uma superficie deve ser examinada quanto
a sua probabilidade em obter uma impressdo digital Gtil, em comparacdo com a
possibilidade em obter um perfil genético. Superficies lisas, como janelas de vidro
podem ser submetidas a analise de impressdes digitais latentes inicialmente.
Superficies muito asperas, como a algca de uma serra ou cabo de um revélver ou
cabo de madeira de faca, podem ser direcionadas para coleta das possiveis células
epiteliais ali presentes. Determinados tipos de objetos também levam a crer que o
manuseio determine forga, gerando “borrées” de impressdes, que nao séo uteis a

analise lofoscopica.

Pesaresi et al. (2003) realizou testes para investigar a influéncia de pés de revelagao
de impressOes digitais nos resultados de amplificagdo de DNA, e obteve perfis
completos de amostras de mucosa oral misturadas com esses pés. A hipétese é a
de que a aplicacdo do cianoacrilato, por exemplo, em vez de impossibilitar a analise
de DNA, fixe as células no local da impressao digital até a coleta. Considerando os
resultados ja obtidos nas pesquisas conclui-se que a deposi¢do dos pos de forma
mecéanica com pincéis reutilizaveis, além de retirar as células epiteliais que
porventura existam ali, ainda aumentam as chances de obtencdo de perfis de

mistura por contaminacao (PROFF et al., 2006).



25

2.7 Desafios de interpretacdo dos perfis genéticos de impressdes

Existem varios termos utilizados para definir amostras de quantidades exiguas de
DNA. “Tragos” de DNA (trace DNA), DNA “tocado” (touch DNA), “low template” DNA
e “low copy number’” DNA sao algumas das nomenclaturas utilizadas na literatura
(VAN OORSCHOT et al., 2010). Cada uma se refere ao momento de analise da
pequena amostra. Por exemplo, tracos de DNA ou DNA tocado referem-se a
diminutos vestigios coletados em cenas de crime. “Low template” DNA ou DNA de
poucas coépias pode ser usado quando se trata do material aplicado no método de
amplificacdo, que costuma gerar efeitos estocasticos, tratados logo em seguida
neste trabalho. Enquanto “low copy number” DNA é mais especifico para amostras
que serdo submetidas a um aumento do nimero de ciclos de PCR. Os vestigios
biolégicos na cena de crime podem ser invisiveis a olho nu, mas mesmo assim
serem fonte de quantidades limitadas, mas detectaveis de DNA, por vezes, menos
de 100 pg (VAN OORSCHOT et al., 2010; SENGE et al., 2011).

O sucesso e a aceitacdo generalizada de genotipagem de DNA na ciéncia forense
sdo devidos, em parte, a sua sensibilidade de deteccédo (pelo uso de PCR) e a
capacidade em analisar amostras de pequenas quantidades. No entanto, quando
apenas algumas moléculas estédo disponiveis, eventos estocasticos poderéo ocorrer,
diminuindo a validade e significancia da interpretacdo dos resultados (GE e
BUDOWLE, 2014).

O aumento da sensibilidade em uma técnica de detec¢cdo normalmente € um recurso
valioso para que os resultados sejam obtidos a partir de evidéncias biologicas de
guantidades limitadas. Uma das estratégias € aumentar o nimero de ciclos da PCR
de 28 para 34 ciclos, que com reagentes suficientes, resultariam em um aumento no
produto da amplificacdo (FORSTER et al., 2008; GILL et al., 2000; WHITAKER et al.,
2001). Entretanto, o mesmo aumento de sensibilidade que detecta a amostra
guestionada, pode também detectar células provenientes de transferéncia
secundéria (LADD et al., 1999; GORAY et al., 2009) e contaminagdo do préprio
laboratério. O beneficio do aumento da sensibilidade decorrente do aumento do
namero de ciclos de amplificacdo deve ser contrabalanceado de acordo com a
qualidade dos perfis gerados (BALOGH, 2003) (Figura 3).
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Figura 3. llustracdo de resultados hipotéticos de um locus heterozig6tico. Quantidades
diferentes de DNA inicial e sensibilidade de detec¢cdo modulada pelo aumento do nimero de
ciclos de PCR. Modificado de Butler (2011).

As tentativas de gerar perfis com pequenas quantidades de DNA se deparam com
uma barreira cientifica fundamental denominada amplificacdo estocastica. Os efeitos
estocasticos ocorrem devido a selecdo aleatéria de alelos das poucas coépias de
DNA, nos primeiros ciclos de amplificagdo por PCR. Quando ha um namero limitado
de DNA molde numa amostra, os primers da PCR utilizados para amplificar uma
regido especifica podem nao hibridizar homogeneamente em todos os alelos da
amostra e se manifestam como um desequilibrio substancial de dois alelos em um
dado locus heterozigotico (Figura 4). Quando esse efeito € muito acentuado, um dos
alelos pode ser suprimido (allele drop-out) ou em situagdes piores, os dois podem
ser suprimidos (locus drop-out) (BORSTING et al., 2013; PUCH-SOLIS et al., 2011;
COWEN et al., 2011).
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Figura 4. Evento estocastico. Pode ocorrer com amostras em pequenas quantidades de
DNA durante a amplificacdo de dois alelos em um locus genético. Desequilibrio de alelos,
alelo nulo ou locus nulo podem ser exibidos no eletroferograma, nao refletindo a amostra
original. Modificada de Butler et al. (2011).

Estes artefatos s6 sdo visiveis com um nimero mais elevado de ciclos, porque
nestas condi¢des, é possivel detectar qualquer molécula de DNA, mesmo quando
um dos alelos esta sub-representado. Gill et al. (2007) também relatou, por meio de
simulacdo, que a fonte de artefatos provenientes da variacdo estocastica € a
aleatoriedade na selecdo de moléculas de DNA, quando este é pipetado para a
reacdo de PCR. O desequilibrio heterozigotico leva a que dois alelos do mesmo
locus possam ter tamanhos muito distintos, sendo por vezes dificil saber se o menor
€ um alelo. Estes resultados mostram que existe a tendéncia para um aumento do
desequilibrio heterozigético com a diminuicdo da eficiéncia da amplificacdo
(observada pela altura dos picos) (MULERO et al., 2008). Estas constatacdes
podem levar a conclusdo de que quanto mais baixo for o pico, menos confiavel é a
sua interpretacdo como pico homozigoético (BRIGHT et al., 2011). Mesmo com esses
efeitos estocasticos tornando o controle de qualidade mais problematico, o0s
cientistas trabalham no sentido de aumentar a sensibilidade de deteccdo para a
genotipagem de amostras “low template” de DNA, e prevé-se que este esforco vai

continuar. Amostras de baixa quantidade na identificagdo humana séo recorrentes e
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crimes de alto volume (tais como roubos) sao abundantes e podem fornecer pistas
para resolver estes crimes (BUDOWLE e VAN DALL, 2009).

A literatura cita duas estratégias para a analise e interpretacdo dos alelos num
eletroferograma (GE e BUDOWLE, 2014; COWEN et al., 2011). A estratégia do
consenso divide a amostra em duas ou mais aliquotas; cada uma é submetida a
amplificagéo, os produtos sdo analisados e os alelos identificados. Mas somente 0s
alelos presentes em mais de um perfil sdo considerado como confiaveis. Pressupde-
se nessa estratégia que se o drop-in (alelos extras) ocorre randomicamente,
observando-se um alelo multiplas vezes, aumenta-se a garantia de que um alelo
seja realmente da amostra e ndo decorrente de contaminacdo. Ja a estratégia
completa, utiliza toda a amostra extraida para uma Unica amplificacdo. Alessandrini
et al. (2003) defende que a “estratégia completa”, na qual todo o produto de extracéo
€ amplificado, é a melhor alternativa para analise genética de impressdes digitais ja
gue constitui uma maneira de conseguir perfis mais completos, jA que com maior
guantidade de DNA de entrada na amplificacdo, a ocorréncia de drop-out devera ser

menor.

A analise de perfis de DNA “low template” atualmente tem sido aceita em um
limitado nimero de sistemas da justica criminal no mundo, mas devido a questdes
na apresentacao e interpretacdo dos resultados, foram levantadas dividas sobre as
técnicas empregadas (LINACRE, 2009). Balding (2013) sugere modelos baseados
em métodos estatisticos para interpretagao de perfis genéticos de DNA “low copy
number’, considerando todos os artefatos. E necessario que cada laboratério
forense valide suas técnicas no processamento e interpretacdo de resultados para

enfim empregar esse tipo de analise para fins criminais.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

Impressbes digitais latentes sdo aquelas que embora presentes, ndo permitem
visualizacédo a olho nu, necessitando serem acrescidas de reagentes especificos ou
serem examinadas sob efeito de luz especial. Em cenas de crime, em objetos, em
armas eventuais ou armas propriamente ditas, as impressdes digitais nem sempre
possibilitam o estabelecimento de uma ligacdo com eventual suspeito, ou por
estarem incompletas (parciais), ou pela condicdo de terem sido submetidas ao
processo de arraste nas superficies de contato ou em outros suportes, ou ainda
quando ndo h& suspeito nem existe indicacéo de autoria ou de participacdo. Assim,
a identificacdo de um perfil genético obtido a partir da andlise de impressoes digitais

passa a se constituir em mais uma importante ferramenta a disposicéo da Justica.

A identificacdo de perfis genéticos a partir da andlise de impressfes digitais pode
ainda ser util para confronto com outros perfis armazenados em bancos de dados de
DNA, obtidos em outras amostras biolégicas (como por exemplo, sangue ou sémen)

relacionadas a outros crimes.

Diante da possibilidade de se analisar amostras cada vez menores ou mais
degradadas a partir da utilizacdo de reagentes capazes de amplificar polimorfismos
mais especificos como 0os miniSTR’s, surge a necessidade de um estudo no sentido
de se estabelecer o grau de confiabilidade do exame de DNA em impressdes
digitais, verificar se € possivel a obtencdo de perfis completos e conhecer os
suportes nos quais este processo possa ocorrer com mais facilidade, tudo isto
visando futura incorporacdo do procedimento de coleta adequada de impressdes

digitais na rotina de trabalho dos peritos criminais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

- Identificar a viabilidade de obtencéo de perfis genéticos de polimorfismos de DNA

mediante analise de miniSTR’s em impressodes digitais latentes.

4.2 Especifico

- Verificar o grau de confiabilidade do exame de DNA em impressdes digitais

latentes a partir dos seguintes suportes: plastico, vidro, aluminio e madeira;
- Verificar a possibilidade de obtencéo de perfis completos;

- Verificar se ha diferenca na qualidade dos perfis obtidos entre os suportes

testados.
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5. METODOLOGIA

5.1 Comité de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Escola
Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria — ES e aprovado por
meio do parecer consubstanciado numero: 541.396 (Anexo |). Todos os doadores de
amostras foram informados sobre o protocolo de coleta, objetivos do estudo e
confidencialidade das informacfes obtidas. Foram esclarecidas todas as duvidas e
solicitado que os doadores fizessem a leitura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo Il) antes de sua assinatura e doag¢do das amostras.

5.2 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas em impressdes digitais latentes apostas em 4 suportes

diferentes: vidro, aluminio, madeira e plastico (Figura 5).

Figura 5. Suportes testados: plastico, vidro, madeira e aluminio, nesta ordem.
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Os doadores das amostras, em um total de 25 (vinte e cinco) pessoas maiores de 18
anos de idade produziram as impressoes digitais nos suportes descritos, fazendo
pressdo com duracéo de 10 (dez) segundos, do dedo indicador da mao direita, sem
preparo prévio (limpeza, lavagem, abrasdo, etc.), em dias distintos para cada
suporte como forma de evitar impress@es de menor qualidade nas subsequentes as
inicialmente obtidas. Previamente a coleta, os suportes foram limpos com alcool

70% e submetidos a luz U.V. por pelo menos 15 (quinze) minutos.

Logo ap6s a aposicdo, a impressao digital foi retirada do suporte utilizando para
tanto, a ponta de um swab estéril umedecido em agua MiliQ, friccionado sobre o
suporte de forma perpendicular a este. Como forma de se coletar todas as células,
outro swab, desta vez seco, foi friccionado da mesma forma que o primeiro. As
pontas dos dois swabs foram cortadas com bisturi estéril e depositadas em um tubo
plastico de 1,5ml, nomeados na tampa, de acordo com o suporte no qual foi retirada
a amostra, e o doador, e armazenadas em freezer com temperatura de -15°C a -

20°C, até o processo de extracao.

Adicionalmente, foi recolhida uma amostra controle de células da mucosa bucal de
cada um dos individuos, friccionando-se um swab estéril na parte interna da
bochecha, para posterior comparacdo com as amostras obtidas das respectivas

digitais.

5.3 Critérios de exclusao

Nao foram aceitos como sujeitos de pesquisa pessoas em uso recente de
benzodiazepinicos e os que tiveram se submetido a exercicios fisicos nas ultimas 02
(duas) horas, como forma de evitar, respectivamente, auséncia e excesso de

sudorese, além de menores de 18 anos.
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5.4 Extragcdo do DNA

5.4.1 DNA das impressodes digitais

Para a extragcdo do DNA, foram adicionados 300ul de &gua MilliQ e 10ul de
Proteinase K (20mg/ml). O tubo foi agitado em agitador do tipo “vortex” e incubado
em banho de imersao por 2h a 56°C. Apos incubacéo, o tubo foi limpo externamente
com alcool 70%, perfurado com lanceta estéril e colocado no interior de um tubo de
2,0ml e submetido a centrifugacdo a 7.000rpm por 1 minuto, como forma de retirar
os pedacos de swab da solucdo. Posteriormente, foram adicionados 300ul de
Fenol/Cloroforme, invertendo-se o tubo até a solucado ficar com aspecto leitoso. A
solucéo foi centrifugada a 14.000rpm por 3 min. A porgdo aquosa na parte superior
da solucao bifasica formada foi transferida para um filtro de membrana de 100kDa
da marca “Milipore”, juntamente com 100 ul de agua MilliQ. O filtro, no interior de um
tubo plastico estéril, foi centrifugado a 7.000rpm por 7 min. O filtrado foi dispensado
e mais 200pl de agua MilliQ adicionada ao filtro seguindo-se de centrifugacdo na
mesma condicdo, como forma de lavagem. Apds concentracdo da amostra de DNA,
o filtro foi lavado com 20ul de agua MilliQ, invertido e submetido a centrifugacéo por
5 minutos, a 2.000rpm. A amostra de DNA foi entdo congelada a -15°C, até o

momento de sua amplificacéo.

5.4.2 DNA controle (swab bucal)

Para as amostras controles foram utilizadas coletas com swab da mucosa oral dos
doadores, que foram armazenadas em freezer (-8°C) até o processo de extracao.
Foi escolhido o método de extragdo com a resina Chelex®, ja que o método é
satisfatério para a quantidade elevada de numero de células que esta coleta
representa. Uma pequena por¢cao do swab, cortada com lamina de bisturi estéril e
descartavel, foi colocada em tubo de plastico de 1,5ml junto com 400 pl de agua
MilliQ. Depois de homogeneizada, a amostra foi colocada em banho de imerséo a

56°C por 2h. Apds esse periodo, o suporte foi retirado da amostra com o método da
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“cestinha”, na qual o tubo é furado com agulha estéril e colocado dentro de outro
tubo de plastico maior e centrifugado por 30s a 3000rpm. As amostras foram entédo
centrifugadas por 3 min a 14000rpm, e o sobrenadante foi retirado, sobrando o pellet
em aproximadamente 50 pl de agua. Foram adicionados 400ul de fenol/cloroformio e
homogeneizado até formar uma solugéo leitosa. As amostras foram centrifugadas
por mais 3 min a 14000rpm. O sobrenadante (parte aquosa da solugéo) foi
transferido para um filtro de membrana do tipo Microcon 100kDa com mais 100 pl de
agua MilliQ e centrifugado por 7 min a 7000rpm. Logo apds, o processo de lavagem
foi repetido com mais 200 pl de agua MilliQ e nova centrifugacéo pelo mesmo tempo
e rotacdo. O filtro, cuja membrana retém a amostra de DNA foi lavado com 20 pl de
agua MilliQ, pipetando-se repetidas vezes essa agua sobre a membrana, como
forma de eluir o DNA. O filtro foi entdo invertido em outro tubo de plastico e
centrifugado por 5 minutos a 2000rpm. A amostra de DNA extraido foi entdo

armazenada em freezer (-8°C) até o processo de amplificacao.

5.4.3 Controle negativo

Foram submetidos, ao mesmo processo de extragdo da ID’s, controles negativos.
Uma coleta foi realizada em cada suporte (aluminio, madeira, plastico e vidro) ap6s
mesmo meétodo de esterilizacdo para a coleta das amostras de ID’s, sem material
bioldgico depositado, como forma de detectar algum tipo de contaminacdo desses

substratos ou mesmo do préprio swab.

5.4.4 Teste de sensibilidade do kit

A sensibilidade do kit AmpFLSTR® MiniFiler, utilizado neste trabalho, foi testada
utilizando-se para isso uma série de diluicbes de um DNA padréo comercial (DNA
Control 007, Applied Biosystems, 10ng/ul) nas seguintes concentragdes: 1pg, 10pg,
100pg, 200pg e 1000pg. Utilizou-se, neste caso, o protocolo padrdo definido pelo
fabricante do kit, com 30 ciclos de temperatura.
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5.5 Reacgédo de PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase)

Todas as amostras de ID’s foram submetidas a reagcdo de PCR utilizando o kit

AmpFLSTR® MiniFiler™ PCR Amplification (Applied Biosystems), como segue:
10pl de mix de reacdo (AmpFISTR® MiniFiler™ Master Mix)
5ul de Primer mix (AmpFISTR® MiniFiler™ Primer Set)

0,5ul de Tag DNA Polimerase (AmpFISTR® Kit AmpliTaq Gold® DNA Polymerase,
5U/ul)

10pl de amostra de DNA?

Os fragmentos foram amplificados em termociclador IQ™5 (BIO-RAD) conforme o

ciclo abaixo:

Passo 1. (1x)

Incubacgéo: 95°C - 11min;
Passo 2: (34x)?
Denaturacao: 94°C - 20min
Anelamento: 59°C - 2min
Extensdo: 72°C - 1min
Passo 3: (1x)

Extenséo final: 60°C - 45min

Manutencgao: 4°C
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! Para a amostra controle foi utilizado 1 pl de DNA (10ng/pl). Além dessa alteracéo,

nao foi necessario o acréscimo de Taqg DNA Polimerase.

% Para a amostra controle foram utilizados 30 ciclos, como descrito pelo fabricante.

5.6 Reacéo de eletroforese e detecgéao

Foi preparada uma solugédo com 9ul de Formamida (Hi-Di™ Formamide) e 1ul de
padrdao de tamanho molecular (GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard) para cada
amostra em um tubo de plastico estéril e agitada em agitador do tipo “vortex”. Foram
pipetados 10ul da mistura em uma placa de reacdo, e cada poco recebeu 1pul de
cada produto de PCR das amostras de DNA. As amostras em solucao foram entao
desnaturadas, aquecendo-se a placa de reacdo em Termociclador IQ™5 (BIO-RAD),

em temperatura de 95°C, por 3 min e posterior resfriamento em gelo por mais 3 min.

Os produtos de amplificacdo foram detectados e separados por electroforese capilar,
no sequenciador automatico ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Thermo Scientific)
com um tempo de injecdo no capilar de 22 segundos e voltagem de 1Kv; a
separacao dos fragmentos foi efetuada a 15Kv. A eletroforese foi realizada a 60°C.

5.7 Andlises dos resultados

Os resultados foram analisados com o software GeneMapper® ID Analysis v.3.2. As
designacdes alélicas foram determinadas por comparacdo do peso molecular dos
fragmentos obtidos com o ladder alélico do kit AmpFLSTR® MiniFiler™. Na
marcacdo de alelos nos perfis foi considerado, como peak treshold, o limite de
100RFU.

A analise dos resultados foi baseada na comparacao dos perfis genéticos obtidos de
todos os 25 (vinte e cinco) doadores de ID, em todos os suportes com a sua
respectiva amostra controle (swab de raspado de mucosa oral). Os alelos

coincidentes foram computados e transformados em porcentagem em relacdo ao
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namero de alelos da amostra controle, ja que os alelos em homozigose foram
computados somente uma vez. Por exemplo, um perfil que tenha, relativamente ao
Minifiler™ 08 alelos; se numa analise apenas forem detectados 6 alelos, considera-
se que se obteve 75% do perfil, ou seja, obteve-se um sucesso de 75%. A
conversao em percentagem permite a comparagao entre suportes e entre amostras.
Inicialmente, ndo foram considerados os alelos extras ao perfil da amostra controle

(drop-ins), os quais foram tratados separadamente.
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6. RESULTADOS

6.1 Teste de sensibilidade do kit AmpFISTR MiniFiler™

No teste de sensibilidade do kit AmpFISTR MiniFiler, foi possivel observar todos os
alelos somente com quantidade igual ou acima de 100pg (Figura 6 e Anexo llI).

Abaixo desse valor, alelos comecaram a ser suprimidos.

frag_002_BU3 fsa 100pz_DNA MiniFiler_G5500_v1 []

[DI35317 [DTS820 ]

]
20 a0 100 110 120 120 140 150 180 170 120 130 200 210 220 230

000

6000

4000

2000 'A
[ ]
frag_002_B03 fsa 100pg_DNA WiniFiler_G5500_vl []
[DZ51338 ] BEIBIL
20 30 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230
‘000
EO000
4000
- A_J\ j\
[
Erag_002_Bi3 fia 100pg DNA MEniFiler_GS500_vl ]
[D165539 [D18ss1 ]
80 a0 00 M0 120 130 140 150 160 70 180 190 200 210 220 230
000
EO000
4000
2000
H ]
Erag_002_Bi3 fia 100pg DNA MEniFiler_GS500_vl ]
CSFIPO ] [FGA
80 a0 00 M0 120 130 140 150 160 70 180 190 200 210 220 230
EO000
4000
- /\_AA

Figura 6. Eletroferograma de amostra controle de DNA de 100pg.

6.2 Amplificagcdo dos miniSTRs autossdmicos das impressdes digitais

Amplificacdo do material genético foi obtida em 98% das amostras analisadas em
todos os suportes testados e em 100% das amostras controle (raspado de mucosa
oral). Apenas em 2 (duas) amostras de ID, que foram coletadas em vidro, dentre

todas as 100 (cem) ndo foi possivel observar qualquer pico coincidente de
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amplificacdo de material genético com a amostra controle, enquanto 11 (11%)
apresentaram perfil genético completo, sendo 3 (trés) obtidas em aluminio, 2 (duas)
em madeira, 5 (cinco) em plastico e 1 (uma) em vidro (Tabela 1). No anexo IV é
possivel observar o eletroferograma gerado na analise de amostra referéncia de um
dos individuos, e nos anexos V, VI e VIl e VIl as amostras de impressdes digitais

coletadas nos suportes: madeira, plastico, vidro e aluminio respectivamente.
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Figura 7. Eletroferograma de uma das amostras de impressao digital. O perfil tem 100% de
alelos coincidentes com a amostra controle (swab bucal) circulados em vermelho e alguns
alelos extras (drop-in).

Os perfis estdo apresentados na Tabela 1 de acordo com o numero de alelos
coincidentes encontrados dos 8 marcadores do kit AmpFISTR MiniFiler sem
considerar a amelogenina, que foi analisada separadamente. A figura 7 mostra um
exemplo de eletroferograma de perfil completo. No anexo IX, X, XI e Xl é possivel
observar todos os perfis obtidos, dos 25 individuos, em todos os suportes testados
(aluminio, madeira, plastico e vidro, respectivamente), enquanto os perfis das

amostras referéncias estdao no anexo XIlI.

Os controles negativos para cada suporte resultaram em amplificacdo de poucos
alelos, muitos deles abaixo do limite de aceitagdo para analise. Aqueles que

passaram desse limite (LOORFU) foram considerados como contaminacao.
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Tabela 1: Numero e porcentagem de alelos coincidentes com a amostra controle respectiva,
detectados nos diferentes suportes.

AMOSTRAS REFERENCIA* % ALUMINIO % MADEIRA % PLASTICO % VIDRO %
1 16 100 6 37,50 15 93,75 2 12,50 4 25,00
2 13 100 8 61,54 11 84,62 9 69,23 3 23,08
3 13 100 12 92,31 6 46,15 10 76,92 7 53,85
4 16 100 12 75,00 10 62,50 4 25,00 8 50,00
5 15 100 14 93,33 10 66,67 13 86,67 6 40,00
6 16 100 10 62,50 16 100,00 14 87,50 6 37,50
7 16 100 4 25,00 12 75,00 16 100,00 8 50,00
8 14 100 8 57,14 12 85,71 14 100,00 7 50,00
9 16 100 13 81,25 11 68,75 15 93,75 4 25,00
10 16 100 10 62,50 8 50,00 6 37,50 0 0,00
11 13 100 9 69,23 7 53,85 8 61,54 2 15,38
12 16 100 2 12,50 9 56,25 8 50,00 0 0,00
13 14 100 14 100,00 12 85,71 8 57,14 9 64,29
14 15 100 6 40,00 5 33,33 6 40,00 6 40,00
15 15 100 7 46,67 3 20,00 7 46,67 12 80,00
16 14 100 7 50,00 9 64,29 14 100,00 9 64,29
17 16 100 11 68,75 4 25,00 2 12,50 4 25,00
18 14 100 11 78,57 11 78,57 11 78,57 2 14,29
19 14 100 11 78,57 4 28,57 3 21,43 9 64,29
20 15 100 13 86,67 7 46,67 13 86,67 11 73,33
21 13 100 13 100,00 9 69,23 5 38,46 7 53,85
22 15 100 15 100,00 11 73,33 15 100,00 13 86,67
23 15 100 12 80,00 15 100,00 7 46,67 11 73,33
24 11 100 10 90,91 9 81,82 11 100,00 11 100,00
25 12 100 4 33,33 8 66,67 7 58,33 3 25,00

*Todos os alelos dos 8 marcadores da amostra controle foram detectados, mas os alelos homozigotos
foram contabilizados somente uma vez.

Dentre as amostras apostas em aluminio, 3 apresentaram perfil completo, 14 perfis
entre 60% e 99%, 8 perfis entre 0 e 59%, e nenhum perfil nulo (Gréfico 1.a). Os perfis
obtidos das amostras coletadas em madeira apresentaram 2 perfis completos, 14

entre 60% e 99%, 9 entre 0 e 59% e nenhum nulo (Grafico 1.b). As ID’s recuperadas
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do plastico, apresentaram o maior numero de perfis completos (5), 12 entre 0 e 59%,
8 perfis entre 60% e 99% e nenhum nulo (Gréfico 1.c). Considerando todas as
amostras de ID coletadas no suporte vidro, apenas uma amostra dentre as 25
coletadas apresentou perfii completo e duas amostras ndo apresentaram
amplificacdo. Em se tratando dos perfis parciais, 15 amostras exibiram o numero de
alelos entre 0% e 59%, enquanto 7, entre 60% e 99% (Grafico 1.d). Considerando a
média dos alelos computados, as ID’s coletadas do suporte vidro foram as que
apresentaram menor porcentagem de numero de alelos coincidentes com a amostra

controle detectados (Gréfico 2).
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Gréfico 1: Numero de perfis genéticos em relagdo a porcentagem de alelos coincidentes
no suporte: aluminio (a), madeira (b), plastico (c) e vidro (d).
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Analisando os diferentes suportes, observou-se que as amostras apostas em
aluminio apresentaram a maior média de alelos coincidentes com a amostra controle
(67,33%). Amostras coletadas de madeira e plastico apresentaram média de 64,66%
e 63,48%, respectivamente. Ja as ID’s coletadas do vidro apresentaram a menor
média (45,37%), conforme Gréfico 2.
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Grafico 2: Média de alelos coincidentes com a amostra controle de
todos os doadores em cada suporte.

6.3 Amplificacdo da amelogenina das impressdes digitais

A determinacgéo de sexo pela Amelogenina foi realizada com 0os mesmos parametros
que os outros marcadores do kit MiniFiler. No entanto, seus resultados foram
analisados separadamente (Grafico 3), por determinar uma caracteristica
morfolégica dos doadores. As amostras recuperadas do plastico foram as que
apresentaram maior coincidéncia com as amostras controle (76%), seguidas das
amostras em madeira (72%), vidro (68%) e aluminio (60%).
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Grafico 3: Analise da Amelogenina dos 25 doadores de amostras de
impressodes digitais em cada suporte.

6.4 Amplificacdo de alelos extra (drop-in)

O aparecimento de alelos extra (drop-in) — ndo coincidentes com a amostra controle
— foi contabilizado e comparado ao nimero de alelos coincidentes. Pode-se notar
que a proporc¢ao deles em relacdo aos locus corretos € menor em todos 0s suportes
testados, mas o plastico apresentou menor valor de alelos extra em relacdo aos
outros suportes (Grafico 4). A ocorréncia de drop-in em cada marcador em

porcentagem em relacéo ao total pode ser observada no anexo XIV.
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Gréfico 4. Comparacao entre a soma de alelos corretos a soma de drop-ins
das 25 amostras em cada suporte.

6.5 Ocorréncia de alelos e locus nulos (allele e locus droup-out)

Foi contabilizada também a ocorréncia de alelos nulos (allele drop-out), que seria
caracterizada pelo ndo aparecimento de um dos alelos do locus, analisados
separadamente dos locus nulos (locus drop-out), quando nenhum dos alelos é
detectado em um locus (Gréfico 5). A menor ocorréncia de allele drop-out foi
observada no suporte de aluminio, e a maior, no suporte de vidro. Em relacdo ao
locus drop-out, a menor ocorréncia se deu no suporte de madeira, com valor bem
aproximado do suporte de plastico, seguido de aluminio, e com maior ocorréncia no
suporte de vidro. A ocorréncia de drop-out em cada marcador, por suporte testado,

esta relacionada em porcentagem no anexo XV.
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Gréfico 5: Soma dos alelos corretos encontrados em 25 perfis genéticos e
respectivas somas de allele e locus drop-out.
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Todos os picos presentes nos perfis dos 25 doadores de ID’s foram contabilizados e

caracterizados de acordo com a comparacdo com as amostras controle e

comparados com os alelos extras (drop-in) e os que nao foram detectados (drop-

outs) (Grafico 6).
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Gréfico 6: Soma dos alelos corretos encontrados em 25 perfis genéticos nos
diferentes suportes e respectivas somas de drop-in e drop-out.
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7. DISCUSSAO

7.1 Teste de sensibilidade do kit

O teste de sensibilidade do kit MiniFiler mostrou uma sensibilidade minima de
100pg, gerando perfis completos. Entretanto, existe ainda a possibilidade de
geracdo de perfis completos com valores inferiores. Ja foi relatado por Gehrig e
Teyssier (2008) a obtencao de perfis completos de amostras com 40pg/ul com o kit
MiniFiler. Gill et al. (2000), conseguiu obter perfis completos, amplificando amostras
entre 25 — 50pg de DNA inicial. Os marcadores de miniSTR tem como principal
vantagem, iniciadores (primers) que hibridizam em fragmentos menores de DNA em
relacdo aos outros kit de STR, possibilitando a amplificacdo de amostras exiguas
e/ou degradadas. Além da vantagem dos miniSTR’s, todos esses trabalhos que
demonstraram o sucesso na obtencdo de perfis de DNA “low copy number”
utilizaram como estratégia, o aumento do numero de ciclos da PCR. Neste trabalho,
também modificamos esse parametro por se tratar de uma Unica impressao digital
como fonte de DNA, permitindo a obtencdo de alelos nos eletroferogramas de

amostras com baixas concentracfes de DNA.

7.2 Amplificagdo dos miniSTRs autossdmicos das impressdes digitais

7.2.1 As impressdes digitais como fonte de material genético

As impressfes digitais podem ser vistas sob outro aspecto além da identificacdo
lofoscépica normalmente ja realizada. Elas podem atuar como fonte de material
biolégico para obtencdo de perfis genéticos para determinar a presenca de
individuos em um local de crime (ADYTIA et al., 2011; WICKENHEISER e HORNS,
2002). Em ocorréncias que ndo sao comuns o encontro de material biolégico, como
sangue, sémen, saliva, como os crimes patrimoniais, por exemplo, as ID’s se tornam
vestigios importantes para obtencdo de células epiteliais dos participantes de um

crime. As impressdes digitais latentes, nem sempre sao submetidas a identificacéo
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lofoscopica, muitas vezes, por estarem em superficies rugosas, que ndo sao
propicias & deposicao dos detalhes analisados da ID ou simplesmente porque estédo
incompletas (borrdes de impressées digitais). Além disso, os métodos empregados
para o exame, baseados na revelacdo das impressGes com poés, ja demonstraram
nao degradar o DNA por completo (LEEMANS, 2006; RESENDE, 2013). Outra
alternativa é a utilizacdo de luzes forenses pois possibilitam a visualizacdo de
vestigios latentes. Tanto as ID’s visiveis, quanto as latentes apds revelagédo, ao
serem fotografadas em vez de coletadas por fitas adesivas para identificacdo dos
pontos, permitem a coleta e submissao a analise genética das células epiteliais ali

presentes, propiciando assim, maior numero de vestigios.

Balogh et al. (2003) relataram que a maioria das células epiteliais de impressdes
digitais latentes analisadas sob o0 microscopio de luz eram cornedcitos
caracterizados por auséncia de nucleo, com uma minima incidéncia de células
nucleadas. Kita et al. (2008) sugerem também que, apesar de serem anucleados, 0s
queratinécitos podem ter quantidades residuais de DNA, possivelmente resultado da
degradacdo incompleta do DNA por endonucleases dependentes de Ca?*/Mg®* que
fragmentam este material genético em por¢des de aproximadamente 200 pares de
bases. Mas outros estudos defendem que durante o processo de queratinizacdo,
grandes organelas, incluindo o nucleo, sao perdidas e as eventuais células
nucleadas encontradas nas ID’s sdo provenientes da transferéncia de células de
outras partes do corpo, ou podem ainda ser oriundas de ductos de glandulas
(QUINONES e DANIEL, 2012). Daly et al. (2012) e Farber et al. (2010),
demonstraram a exigua quantidade de DNA extraida de amostras de impressfes
digitais. Sewell et al. (2008) constataram maior quantidade de DNA recuperado
guando os doadores de impressfes digitais eram solicitados a esfregarem suas
MAaos no rosto e cabelos, antes da deposicdo das impressdes. Considerando que
pessoas destras utilizam sua mao direita com maior frequéncia que a esquerda para
tocar em superficies e também em partes do proprio corpo, Phipps e Petricevic
(2007) demonstraram que a quantidade de DNA obtido era influenciada também
pela mao utilizada para deposicdo. Neste trabalho entdo, foi padronizada a aposi¢cao
de impressbes com o dedo direito dos doadores, considerando que a maioria da

populacao é constituida de destros.
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O dedo indicador da méo direita foi escolhido para a coleta por representar aquele
que € mais utilizado para segurar objetos, além de ser da mao mais utilizada pela
maioria da populacdo (destros). O tempo de aposicdo foi estabelecido em 10
segundos, apenas como padrdo. Estudos ja demonstraram que o tempo de toque
nao tem influéncia sobre a quantidade de DNA transferido para o suporte.
Impressoées digitais depositadas em diferentes periodos de pressao dos dedos (1, 2,
5, 10, 30, 50 e 60 segundos) ndo demonstraram diferencas significativas (BALOGH
et al., 2003).

As ID’s foram coletadas dos suportes logo apds a aposicao, retirando do estudo a
variavel da influéncia do tempo de exposicdo a degradacdo das células pelas
condi¢cdes ambientais. Popa et al. (2010) ja demonstraram a relacdo diretamente
proporcional entre o tempo de deposicdo de uma impressdo digital e sua

degradacdo morfologica e bioquimica.

Em relacdo a quantidade de células em uma ID, Phipps e Petricevic (2007)
concluiram em seu trabalho que um doador ndo pode ser rotulado de bom ou mau
doador, e que a quantidade de DNA depositada por um individuo ndo sera constante
a cada deposicdo. Apesar da quantidade de DNA em uma ID ser influenciada por
muitos fatores e a maioria ndo permitir controle, fixamos alguns padrbes neste
trabalho para testar suportes diferentes. Os mesmos individuos foram solicitados
para doar suas impressfes nos quatro suportes, mas em momentos distintos, ja que
apos a primeira pressado dos dedos, boa parte das células disponiveis ja foi deixada
e as subsequentes coletas teriam cada vez menor quantidade de DNA. Variaveis
como o doador, atividades anteriores a deposicdo ou lavagem das maos, que
poderiam influenciar na qualidade do perfil genético obtido foram fixadas — apenas
0S suportes seriam testados, com o0 objetivo de determinar qual proporcionaria a

melhor recuperagao de DNA de impressoes digitais.

Neste trabalho, optou-se por utilizar suportes estéreis, mas nao foi solicitado que os
doadores lavassem as maos antes da coleta. Desse modo, além de material
biolégico do proprio doador, é possivel que haja células provenientes de outras
pessoas com as quais o doador entrou em contato ou até de outros objetos que

possuiam ceélulas de outras pessoas — transferéncia secundaria. Nesses casos, nao
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houve contato direto do doador original com a superficie na qual as células foram
depositadas.

Em ocorréncias criminosas nas quais um grande niumero de vestigios € submetido a
analise, tempo e recursos devem ser investidos em itens com maiores perspectivas
de sucesso na obtencdo de perfis genéticos que auxiliem na elucidacdo de autoria
(PESARESI et al., 2012). Atualmente, com a maior sensibilidade das técnicas de
deteccdo de material genético, pequenas amostras, antes consideradas inateis, ndo

podem ser desprezadas.

Os resultados obtidos da analise dos perfis neste trabalho demonstrou sucesso
maior obtido na recuperacdo e amplificacdo de impressdes digitais apostas no
aluminio. Maior média de alelos coincidentes (67,33%) e perfis parciais (14) foram
obtidos neste suporte. O plastico e a madeira foram suportes que proporcionaram
médias bem parecidas de alelos coincidentes com a amostra controle (63,48% e
64,66% respectivamente), mas quando a distribuicdo dos perfis independentes é
observada, € possivel concluir que foi possivel recuperar maior nimero de perfis
completos do plastico (5), em relacdo a madeira (2). Os valores de média e
distribuicdo dos perfis de acordo com a porcentagem de alelos coincidentes no vidro
representam o pior dos suportes testados. Como foi dito anteriormente, ha de se
considerar que um suporte rugoso pode, em principio, proporcionar maior aderéncia
de ceélulas, disponibilizando quantidade de material biologico suficiente para
genotipagem, mas os métodos de coleta devem ser eficientes o bastante para
recupera-las desse suporte. Com o0s resultados obtidos neste trabalho, ndo se pode
atribuir a rugosidade do suporte ao sucesso na genotipagem, como em Resende

(2013) e Van Hoofstat et al. (1999).

Em trabalho de Daly (2012), desenvolvido no Laboratério de Ciéncia Forense do
Governo da Irlanda, sdo admitidos como perfis genéticos de vestigios uteis a
investigagdo aqueles que apresentam um minimo de 6 alelos (supostamente do
mesmo individuo), no total de 10 marcadores do kit de amplificacdo AmpFISTR®
SGM Plus™. Como neste trabalho, o kit de amplificacdo utilizado (AMpFISTR®
MiniFiler™) sé possui 8 marcadores, decidiu-se por considerar como perfis
satisfatorios, os que exibiram mais de 60% de alelos corretos (coincidentes com a

amostra controle). Considerando apenas os alelos coincidentes, essa porcentagem
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seria suficiente para direcionar investigagdes sobre um fato. Sob esse aspecto, 68%
dos perfis obtidos do suporte aluminio, 64% em madeira, 52% em plastico e 32% em
vidro seriam Uteis para direcionar uma interpretacdo sobre um fato criminoso. Caso
seja considerado como perfil Util, apenas aqueles completos (com 100% dos alelos
coincidentes com a amostra controle), o plastico (20%) exibiu o melhor resultado,
seguido do aluminio (12%), madeira (8%) e, por ultimo, vidro (4%).

7.3 Estratégias para amplificagdo Low Copy Number (LCN)

Como recurso para amostras degradadas e com pouca quantidade de DNA, o
aumento do namero de ciclos da PCR também foi empregado (FORSTER et al.,
2008). Foram estabelecidos 34 ciclos, em vez de 30 recomendados pelo fabricante,
como forma de aumentar a sensibilidade da técnica de amplificacéo, e permitir a
deteccdo de quantidades cada vez menores de DNA. Em testes iniciais realizados
com o kit Amp FISTR MiniFiler, ndo houve amplificacdo do material genético com 30
ciclos. Ainda, na amplificacdo das amostras neste estudo, 0,5 pl de DNA
TagPolimerase (AmpliTaq Gold® - Applied Biosystems) foi adicionada, apesar do
mix de reacao do kit j& conter essa polimerase, como forma de aumentar o sucesso
da amplificacdo. Adytia et al. (2011) relataram anélise de um caso forense em que a
superficie de uma pa foi analisada e confrontada com o perfil obtido de sangue do
suspeito de um assalto e, com o uso da estratégia de aumento de 6 ciclos de PCR
com o kit AmpFISTR MiniFiler e adicdo de 0,5 unidade de Taq DNA polimerase foi
possivel obter o perfil completo da amostra questionada.
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7.4 Amplificagcdo da amelogenina das impressdes digitais

Os resultados obtidos demonstraram sucesso maior de amplificacdo dos alelos
corretos da amelogenina (Grafico 3) comparado ao restante do perfil. O menor
tamanho de fragmentos X e Y (107-112pb), em relagcdo aos 8 marcadores aumenta
a probabilidade de amplificacdo em amostras degradadas ou em quantidades
infimas de DNA.

7.5 Amplificacdo de alelos extra (drop-in)

Os resultados de analise de DNA “low copy number’ ou “low template” exibem
quantidades maiores de efeitos estocasticos quando comparadas a amostras com
quantidades maiores de DNA disponiveis. Esses efeitos apresentam desafios
relacionados com a confiabilidade da interpretacdo de perfis de DNA e validade do
significado ou peso do resultado interpretativo (COWEN et al.,, 2011). Perfis de
mistura, que diminuem estatisticamente o poder dos resultados, sdo provenientes
das células do doador principal junto com contaminacéo oriunda de outras pessoas,
ou mesmo de outros objetos que foram tocados anteriormente por uma pessoa e
suas células foram transferidas do objeto para o doador principal, ou ainda por
contaminacdo do proprio laboratério. O material biolégico estranho na pele da
propria pessoa que deixa a impressao digital, impressdes pertencentes a mais de
uma pessoa, talvez nem participante do crime sob investigacéo, pode ser detectado

devido a grande facilidade de como o material é depositado (PESARESI, 2003).

Estes resultados evidenciam que, quando se amplifica uma amostra em condi¢des
LCN, é necesséario ter um cuidado extremo com contaminantes; quando se trata de
miniSTR, que tém uma sensibilidade superior, esses cuidados devem ser ainda
maiores pois, como se verificou, € mais facil detectar qualquer alelo, inclusive
contaminantes. Assim, estes artefatos devem ser levados em consideracgéo, devido

a facilidade com que se introduzem erros nos perfis (LAGOA, 2007).

Na literatura, foram descritas duas estratégias de analise de amostras LCN (GE e
BUTLER, 2014). Uma delas é a estratégia do consenso, na qual a aliquotas da

amostra sdo amplificadas repetidas vezes, e apenas os alelos consenso sao aceitos
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como fiéis (COWEN et al., 2011). J& a estratégia completa, analisa o total da

amostra extraida, amplificada somente uma vez.

Neste trabalho optou-se pela “estratégia completa” na qual todo ou quase todo o
conteudo extraido da amostra € submetido a amplificacdo, ja que a amostra obtida
de ID’s tem exigua quantidade de DNA e por demonstrar em LCN (GE e BUDOWLE,
2014) que amostras analisadas por essa estratégia apresentam menor taxa de drop-

outs.

Em principio, quando se obtém perfis de misturas, a contribui¢do principal de alelos
€ proveniente do doador primario, enquanto 0os menores picos referem-se a
transferéncias secundarias ou adventicias. Entretanto, quando se analisam amostras
LCN e ainda se utilizam recursos como o aumento do numero de ciclos de PCR,
quantidades infimas de DNA sé&o detectadas, dificultando a distin¢éo entre o perfil do
individuo que realmente tocou em um objeto, daqueles outros alelos provenientes de

contaminacdo ou variacdes estocasticas (Figura 3).

Em um caso forense, no qual o objetivo da investigacdo € justamente determinar a
identificacdo do doador de uma amostra, a distincdo entre alelos corretos e

contaminagdo € muito mais controversa.

Neste trabalho, a ocorréncia de alelos extra (drop-in) foi bastante similar em todos os
suportes, com excecao do plastico que apresentou resultado aproximadamente 30%

menor que no vidro, madeira e aluminio.

Assim como na amplificacdo dos marcadores, a amelogenina também pode ser
afetada pelos efeitos da amplificacdo preferencial, e mesmo em menor propor¢ao,
contaminantes ou células estranhas a dos doadores da ID podem amplificar e serem
expressivos no perfil em relacdo aos outros alelos. Assim como ha sucesso na
deteccdo de fragmentos menores como 0s da amelogenina, fragmentos de
contaminacdo também sdo detectados. Neste trabalho, como a amelogenina possui
apenas dois alelos possiveis, a ocorréncia de alelos extras foi menor em relagdo aos

outros marcadores.
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7.6 Ocorréncia de allele e locus droup-out

Outro fator que dificulta a andlise de amostras LCN é a amplificacéo preferencial que
ocorre quando poucas células estdo presentes na amostra e, no momento da
pipetagem, nem sempre uma aliquota homogénea dos constituintes da solucédo é
coletada. Alguns alelos podem amplificar em maior nimero, 0 que resulta em
desequilibrio heterozig6ético nos eletroferogramas, e em casos mais acentuados
ocorre allele drop-out (supressdo de alelos do perfil) (PUCH-SOLIS et al., 2011).
Estes artefatos sO6 sdo visiveis com um numero mais elevado de ciclos, porque
nestas condicdes, € possivel detectar qualquer molécula de DNA, mesmo quando
um dos alelos esta sub-representado. Gill et al. (2005) também relatou, por meio de
simulacdo, que a fonte de artefatos provenientes da variacdo estocastica é a
aleatoriedade na selecdo de moléculas de DNA, quando este € pipetado para a
reacdo de PCR. O desequilibrio heterozigético leva a que dois alelos do mesmo
locus possam ter tamanhos muito distintos, sendo por vezes dificil saber se 0 menor
€ um alelo. Estes resultados mostram que existe a tendéncia para um aumento do
desequilibrio heterozigético com a diminuicdo da eficiéncia da amplificacdo
(observada pela altura dos picos) (MULERO et al., 2008). Estas constatacfes
podem levar a conclusdo de que quanto mais baixo for o pico, menos confiavel é a

sua interpretacdo como pico homozigotico.

E possivel observar, de acordo com o Gréafico 5, que o nimero de allele drop-out é
significativo em todos os suportes testados, e que a sua ocorréncia pode ser
determinada pela natureza degradada e exigua das ID’s. Os valores de allele drop-
out e locus drop-out, sdo inversamente proporcionais ao numero de alelos corretos
detectados nas amostras, por isso seguem ordem inversa de ocorréncia. Como
neste estudo, os perfis das amostras controle estavam disponiveis para comparacéo
com os perfis das amostras de ID’s, obviamente a determinagdo do que seria um

alelo correto, ou drop-out é certeira.

Para os sistemas homozigéticos, 0 sucesso é mais elevado do que para 0s outros
sistemas, pelo simples fato de serem homozigoticos. A probabilidade de se observar
0 gendtipo correto (homozigose) € superior a de se observar o genoétipo correto para

um sistema heterozigético; porque, nos sistemas homozig6ticos, mesmo que ocorra
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allele drop-out, o outro alelo é detectado, fornecendo o gendtipo correto (LAGOA,
2007). A probabilidade de se observar, pelo menos, um dos alelos (que vai resultar
no perfil correto num sistema homozigotico) é superior a de se observar os dois

alelos necessarios para se obter o perfil correto num sistema heterozigaético.

Observa-se neste trabalho, que o perfil € mais afetado por allele drop-out do que por
drop-in (Grafico 5), o que ocorreu em todos o0s suportes considerados. Conclui-se
entdo que o maior problema enfrentado na analise dessas amostras foi a quantidade
exigua de amostra, € em menor grau a contaminac¢ao, que constitui um problema
caracteristico do aumento do numero de ciclos da PCR e consequente sensibilidade

de deteccéo.
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8. CONCLUSOES

- O kit de amplificagdo AmpFISTR MiniFiler™ & capaz de amplificar amostras com

supostas quantidades baixas de DNA como as de impressdes digitais;

- E possivel obter perfis genéticos, parciais e completos, de impressdes digitais

apostas nos suportes: aluminio, madeira, plastico e vidro;

- Perfis completos foram obtidos com maior sucesso na superficie de plastico,

seguido da superficie de madeira, aluminio, e por ultimo, vidro.
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10. ANEXOS

ANEXO |

Parecer de aprovac&o do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa

ESCOLA SUPERIOR DE
CIENCIAS DA SANTA CASA DE * wﬂv
MISERICORDIA DE VITORIA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificagdo de polimorfismos de DNA com utilizagdo de miniSTR;s em impressdes
digitais em suportes variados R

Pesquisador: CAROLINA MAYUMI VIEIRA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 27988414.0.0000.5065

Instituicao Proponente:

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 541.396
Data da Relatoria: 25/02/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma dissertagdo de mestrado. O estudo visa estabelecer o grau de confiabilidade do exame de
DNA em impressdes digitais, verificar se é possivel a obtengdo de perfis completos e conhecer os suportes
nos quais este processo possa ocorrer com mais facilidade, tudo isto visando futura incorporagao do
procedimento de coleta adequada de impressdes digitais na rotina de trabalho dos peritos criminais.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

Identificar perfis genéticos de polimorfismos de DNA mediante analise de miniSTR;s em impressdes
digitais.

Especificos:

- Verificar o grau de confiabilidade do exame de DNA em impressdes digitais a partir dos seguintes suportes:
plastico, vidro, metal e madeira;

- Verificar a possibilidade de obtencéo de perfis completos;

- Validar a importancia de incluir na rotina de atuagao dos peritos criminais a coleta adequada de

Enderego: EMESCAM, Av.N.S.da Penha 2190 - Centro de Pesquisa

Bairro: Bairro Santa Luzia CEP: 29.045-402
UF: ES Municipio: VITORIA
Telefone: (27)3334-3586 Fax: (27)3334-3586 E-mail: comite.etica@emescam.br
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ESCOLA SUPERIOR DE
CIENCIAS DA SANTA CASA DE ‘QRB1ecay ome
MISERICORDIA DE VITORIA -

Continuagdo do Parecer: 541.396

impressdes digitais nos suportes estudados.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O projeto nao implica em riscos de qualquer natureza para os sujeitos de pesquisa.
Beneficios:

Havera beneficios para a pericia criminal como um todo, na dependéncia dos resultados obtidos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa viavel e meritoria.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O projeto apresenta todos os termos de apresentagao obrigatéria.

Recomendacgoes:

Sugiro explicar melhor a metodologia de analise de dados.
Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao ha.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

VITORIA, 25 de Fevereiro de 2014

Assinador por:
PATRICIA CASAGRANDE DIAS DE ALMEIDA
(Coordenador)

Enderego: EMESCAM, Av.N.S.da Penha 2190 - Centro de Pesquisa

Bairro: Bairro Santa Luzia CEP: 29.045-402
UF: ES Municipio: VITORIA
Telefone: (27)3334-3586 Fax: (27)3334-3586 E-mail: comite.etica@emescam.br
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PROJETO DE PESQUISA INTITULADO:

Identificacdo de polimorfismos de DNA com utilizacdo de miniSTR's em

impressodes digitais em suportes variados

Eu, , autorizo a coleta de
4 (quatro) amostras de impressdes digitais produzidas pela pressdo do dedo indicador
direito em momentos diferentes, em quatro suportes diferentes, a saber: metal, vidro,
plastico e madeira visando contribuir com amostras para a pesquisa intitulada: “Identificacédo
de polimorfismos de DNA com utilizacdo de miniSTR’s em impressdes digitais em suportes
variados”. Afirmo ter tido oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para
esclarecer todas as minhas duvidas, acredito estar suficientemente informado, ficando claro
para mim que minha participacdo é voluntaria e que posso retirar este consentimento a
gualguer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também
dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, da auséncia de
riscos provenientes e da garantia de confidencialidade e de que as amostras ndo serao
usadas para outro fim que ndo seja a referida pesquisa. Diante do exposto expresso minha
concordancia de espontanea vontade em participar deste estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste voluntario (ou de seu representante legal) para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencéo do TCLE

Pesquisadores:

Carolina Mayumi Vieira — carolmayumi@gmail.com Telefone: 99725-5992

Professora Doutora Greiciane Gaburro Paneto — ggpaneto@gmail.com
Professor Doutor Luis Renato da Silveira Costa — renatocosta52@hotmail.com

Comité de Etica da EMESCAM — Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de
Misericérdia de Vitoria. Av. N. S. da Penha, 2190, Santa Luiza - Vitoria - ES - 29045-402 -
Tel.: (27) 3334-3500 — www.emescam.com.br

Comissado Nacional de Etica em Pesquisa: conep@saude.gov.br
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ANEXO Il

Teste de sensibilidade com amostra controle de 100pg de DNA (DNA
controle 007, Applied Biosystems)
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Amostra controle (swab bucal) de um dos doadores de impresséo digital.

ANEXO IV

Sample File Sample Name Pa=r|_e=lr SQO0 sQ —
frag 004 _DO01.fsa AR_3 MiniFiler_ GS500 v1 [ ]
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Amostra de impresséo digital coletada em madeira.

ANEXO V

Sample File Sample Name Pgel SQO0 sSQ
frag_004_DO07 fsa M_3 MiniFiler_GS500_v1 A
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ANEXO VI

Amostra de impresséo digital coletada em plastico.

Sample File Sample Name Panel SQO0 sQ ==
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ANEXO VII

Amostra de impresséo digital coletada em vidro.

Sample File Sample Name Panel SQO0 sQ —
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Amostra de impresséo digital coletada em aluminio.

ANEXO VIl
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Sample File Sample Name Panel SQO0 sQ _
[frag_001_E03.fsa A3 MiniFiler_GS500_v1 ]
[ D13S317 ] [ D75820 ]
90 120 150 180 210
2400
1600
800
0 odia AN
101112 7/18 |9 .
frag_001_EO03 fsa A3 MiniFiler_GS500_v1 ]
AMEL | [ D251338 == D21S11 |
90 120 150 180 210
2400
1600
N J\ A_AJ\
o T T T
X 151617 29
30
frag_001_E03.fsa A3 MiniFiler_GS500_v1 &
[ D16S539 I D18S51 ]
90 120 150 180 210
2400
1600
800
0
5 1314
frag_001_EO03 fsa A3 MiniFiler_GS500_v1 [¥]
[ CSF1PO ] FGA |
90 120 150 180 210
2400
1600
800 1
0 e MJ!\
8 9 17




73

ANEXO IX

Relacdo dos alelos encontrados por marcador do kit AmpFISTR MiniFiler nas
amostras de impressodes digitais apostas em suporte de aluminio.

AMOSTRA /

MARCADOR D13S317 D7S820 D2S51338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA
Al 111213 515 23 24 27 28 910 1112 17 22
A2 10 1112 23 30 910 14 16 12 21
A3 11 789 1517 28 30 911 14 10 2124
A4 1114 911 17 20 1213 1217 23 1011 25726

101112

A5 11 811 19 25 2931,2 1011 1319 13 23
A6 810 810 20 31 812 1315 1013
A7 1012 910 11 8 1921
A8 14 1012 16 17 29 9 1317 1213 20 25
A9 811 1011 20 23 30 33,2 91011 18 12 22
A10 13 10 20 22 3031,2 1012 1314 12
All 812 912 2124 29,2 30 1112 20 1112 20 26
Al12 13 26 1113 10 23 22
Al13 12 13 812 17 24 28 1214 10 20 1213 22

2123
Al4 81213 8 17181922 272933 12 23 1011 25
A15 81112 813 17 24 30 32 11 1215 13
A16 8912 6781215 2328 2931 710 16 17 1011 2021
Al7 8111213 7912 1721 29 30 912 1516 1012 19
A18 912 511 17 24 29 11 1517 11 19 22
A19 1114 89 16 20 25 31 131517 1012 22 23
A20 1112 810 23 24 911 15 1112 20 22

19 20
A21 121314 8911 25 2931,2 9 16 17 11 21
A22 1213 91011 19 26 29 33,2 81213 17 1112 2123
A23 12 6811 19 22 24,2 27 10 15 1113 21 24

2021
A24 1213 11 17 29 33,2 12 17 10 25
A25 1112 12 16 10 25

OBS.: Os alelos marcados em azul sdo aqueles coincidentes com a amostra referéncia.
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Relacdo dos alelos encontrados por marcador do kit AmpFISTR MiniFiler nas
amostras de impressdes digitais apostas em suporte de madeira.

MARCADOR/
AMOSTRA D13S317 D7S820 D2S1338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA
M1 1012 812 17 23 24 30 30,2 31 1112 16 18 1112 2325
M2 12 1112 23 30 911 14 16 11 20
M3 9 89 17 28 14 12 24
M4 1114 911 12 13 17 23 1011 2526
M5 11 8 19 28,2 30 1012 131719 1113 2325
M6 812 810 17 22 28 31 10 12 1315 101113 2123
M7 1012 810 18 23 3132,2 1214 12 15 1213 2123
M8 101112 14 7 16 17 29 30 8913 1517 1011 25
M9 10 11 9 20 23 28 30 1011 18 1012 22 23
M10 1314 1012 10 30 1011 12 8 2124
M11 12 891012 16 23 29 30 121314 10 10 14 18 21 22
M12 813 8101112 18 12 10,2 1011 23 24
M13 12 812 17 24 28 14 10 20 12 13 22
M14 12 2227 31,2 91012 10 24 910 19
M15 1314 11 30 912 23 1213
M16 11 8 17 23 29 13 1318 10
M17 811 78910 18 20 28 13,2 14,2 101213 25
M18 11 1011 17 24 29 91113 12 1517 1112 1921
M19 16 35 91214 910 1012 30
M20 12 511 19 24 29 30 30,2 12 1314 101112 20
M21 12 13 810 25 2931,2 9 101317 611 2125
M22 12 1115 19 26 26 29 8913 1718 1112 21232930
M23 12 8911 19 22 24,2 27 1112 14 15 1113 2124
M24 12 11 17 29332 12 17 10 202125
M25 12 811 17 22 26 811 12 10 25

OBS.: Os alelos marcados em azul sdo aqueles coincidentes com a amostra referéncia.
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ANEXO XI

Relacdo dos alelos encontrados por marcador do kit AmpFISTR MiniFiler nas
amostras de impressdes digitais apostas em suporte de plastico.

MARCADOR/

AMOSTRA D13S317 D7S820 D2S51338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA
P1 11 1011 23 30 11 1011
P2 8 10 12 23 2530 111213 14 16 10 11 20 23
P3 11 910 16 17 28 30 11 18 11 2123
P4 8 8 19 30,2 34 35,2 12 1011 2122
PS5 11 811 19 25 2931,2 1011 1319 13 25
P6 812 810 17 31 1012 1315 10 13 2123
P7 1012 810 18 23 3132,2 12 14 14 15 12 13 2122
P8 1014 1012 16 17 29 30 13 1517 1011 25
P9 811 1011 20 30 33,2 1011 12 18 1012 2223
P10 1314 1012 10 30 1011 12 8
P11 1112 2124 30 11 20 24 1012 26
P12 81315 6 18 25 2930 10 12 23 8 21
P13 811 8 1012 17 20 28 29 12 20 812 22 23
P14 12 11 17 19 28,2 11 1112 19 22
P15 11 11 18 30 911 1218 10 11
P16 11 812 19 23 29 30 1213 1318 1011 21
P17 8 16 22 812
P18 911 810 24 30 13 1517 811 19 22
P19 1112 67 24 35,2 10 15 810 20
P20 1112 810 23 24 30 9 15 101112 20 22
P21 10 14 17 25 24,2 28,2 11 202130
P22 12 13 910 17 19 23 26 29 33,2 813 17 1112 2123
P23 8 24,2 1112 14 1112 21
P24 812 11 17 33,2 1112 17 10 2125
P25 12 8 17 22 28 30 81113 10 25

OBS.: Os alelos marcados em azul sdo aqueles coincidentes com a amostra referéncia.
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Relacdo dos alelos encontrados por marcador do kit AmpFISTR MiniFiler nas
amostras de impressdes digitais apostas em suporte de vidro.

MARCADOR/

AMOSTRA D13S317 D7S820 D2S1338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA
V1 12 8 18 11 30
V2 12 30 34,237 9 23
V3 11 8 17 30 9 14 10
V4 1114 12 13 1217 23 1011 2526
V5 68 17 19 1011 14 19 1011 21
V6 12 810 17 10 1112 23
V7 12 10 2223 14 1314 12 13 21
V8 1011 16 17 1314 1011 2528
V9 11 18 23 14 71012
V10 22
Vil 1314 12 20 28,2 29 89 16 1013 18,221
V12 11 17 24 3031,2 12
V13 813 17 24 283031,2 91112 10 20 101112 22
V14 1112 8 22 31,2 1112 15 910 20
V15 1214 89 18 20 32,2 33,2 911 1215 1113 22 24
V16 11 1011 19 23 30 1112 1315 1012 2124
V17 1112 8 30 1112 10,2 1011 2324
V18 11 1013 24 30 912 20 1012
V19 1114 10 17 20 293031 9 1215 101213 20222325
V20 11 8 23 24 30 9 15 1112 2022
V21 11 14 911 23 31,2 9 17 1112 20
V22 12 910 19 26 2930 33,2 813 17 11 2021 23
V23 12 8 172225 2422730 12 14 15 101113 21
V24 812 11 17 29332 1112 17 10 2125
V25 12 8 22 12 25
OBS.: Os alelos marcados em azul sdo aqueles coincidentes com a amostra referéncia.
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Relacéo dos perfis genéticos de todas as amostras referéncias.
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AMOSTRA/

MARCADOR D13S317 D7S820 D251338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA
AR 1 1012 812 2324 30,231 1112 16 18 1112 2324
AR 2 812 1112 23 28 30 911 1416 11 20
AR 3 11 89 17 28 30 911 14 1011 2124
AR 4 1114 911 17 20 30,2 31,2 1213 17 23 1012 22 26
AR5 11 811 19 25 2931,2 1011 1319 1113 2325
AR 6 812 810 17 22 2831 1012 1315 10 13 2123
AR 7 1012 810 18 23 3132,2 12 14 14 15 1213 2122
AR 8 10 14 1012 16 17 29 30 13 1517 1011 25
AR 9 811 1011 20 23 30 33,2 1011 1218 1012 22 23
AR 10 1314 810 20 22 3031,2 1011 1314 1112 2124
AR 11 12 812 16 21 30 1112 1520 1012 26
AR 12 813 1012 18 25 29 33 1112 12 23 1011 2123
AR 13 1213 812 17 24 28 12 14 10 20 1213 22
AR 14 12 1113 19 22 31312 1112 1015 1112 2325
AR 15 1112 89 18 20 30 911 12 16 1113 22 24
AR 16 11 812 19 23 29 30 12 13 1318 1011 21
AR 17 1113 911 1721 3031,2 812 16 18 1012 1921
AR 18 911 810 1724 29 1113 1517 11 19 22
AR 19 1114 9 16 20 2931 1214 1517 10 22 23
AR 20 1112 810 23 24 30 911 15 1112 20 22
AR 21 1314 811 25 2931,2 9 16 17 11 2021
AR 22 1213 910 19 26 29 33,2 813 17 1112 2123
AR 23 12 811 19 22 24,2 27 1112 14 15 1113 2124
AR 24 812 11 17 33,2 1112 17 10 2125
AR 25 12 1112 1722 28 30 811 16 10 25
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ANEXO XIV

Porcentagem dos alelos extras (drop-in) para cada marcador genético do kit de amplificagédo
AmpFISTR Mini Filer (Promega) nas amostras de impressdes digitais nos diversos suportes.

SUPORTE/
MARCADOR D13S317 D7S820 D2S1338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA

ALUMINIO 17,82% 16,83% 7,92% 11,88% 10,89% 13,86% 8,91% 11,88%
MADEIRA 8,57% 17,14% 7,62% 11,43% 11,43% 17,14% 11,43% 15,24%
PLASTICO 12,5% 16,66% 18,05% 13,89% 5,55% 5,55% 15,28% 12,5%
VIDRO 9% 10% 13% 15% 10% 11% 19% 13%
ANEXO XV

Porcentagem de alelos nulos (drop-out) para cada marcador genético do kit de amplificacédo
AmpFISTR Mini Filer (Promega) nas amostras de impressodes digitais nos diversos suportes.

SUPORTE/
MARCADOR D13S317 D7S820 D2S1338 D21S11 D16S539 D18S51 CSF1PO FGA

ALUMINIO 10,48% 10,48% 8,96% 17,16% 17,91% 11,19% 9,70% 14,17%
MADEIRA 11,03% 14,71% 11,03% 16,18% 10,30% 14,71% 7,35% 14,71%
PLASTICO 10,07% 16,55% 12,95% 12,95% 10,79% 15,11% 9,35% 12,23%

VIDRO 10,19% 14,81% 12,04% 14,81% 11,57% 12,96% 10,65% 12,96%




