PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PROGRAMA DE MESTRADO EM GENETICA

LUCIANA MAIA ESCHER DOS SANTOS

ANALISE DO PERFIL MOLECULAR DE VESTIGIOS SANGUINEOS
PROVENIENTES DE LOCAIS DE CRIME APOS APLICACAO DE REAGENTE
QUIMIOLUMINESCENTE

Dissertacao de Mestrado

Goiania
2013



LUCIANA MAIA ESCHER DOS SANTOS

ANALISE DO PERFIL MOLECULAR DE VESTIGIOS SANGUINEOS
PROVENIENTES DE LOCAIS DE CRIME APOS APLICACAO DE REAGENTE
QUIMIOLUMINESCENTE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Genética da Pontificia
Universidade Catdlica de Goids como
requisito parcial para obtencéo do Titulo
de Mestre em Genética

Orientadora: Prof2. Dr2. Rejane da Silva Sena Barcelos

Goiania
2013



Dados Internacionais de Catalogagdo da Publicagado (CIP)
(Sistema de Bibliotecas PUC Goias)

Santos, Luciana Maia Escher.

S237a Analise do perfil molecular de vestigeos sanguineos
provenientes de locais de crime ap6s aplica¢do de reagente
quimioluminescente [manuscrito] / Luciana Maia Escher dos

Santos — 2013.
124 £.; il.; 30 cm.

Disserta¢do (mestrado) -- Pontificia Universidade Catolica de

Goias, Mestrado em Genética, Goiania, 2013.
“Orientadora: Profa. Dra. Rejane da Silva Sena Barcelos™.

1. Biologia molecular. 2. Sangue - Analise. 3. Genética legal.
[.Barcelos, Rejane da Silva Sena. II. Titulo.

CDU 343.983.2(043)




PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAD E PESQUISA
A Universitdra, 1069 ® Setor Universits

Caixa Postal 86 ® CEP 74605-010

rd
(Goidnia ® Goids ® Brasil
Fone: [62) 3946.1070 @ Fax: (62) 3946.1070

W, pucgoias.edu br @ prope@pucgoias edu.br

ATA COMPLEMENTAR N° 77/2013

MESTRADO EM GENETICA DA PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS

DISCENTE: LUCIANA MARIA ESCHER DOS SANTOS
DEFENDIDA EM 24 DE JUNHO DE 2013 E COM CONCEITO..£.... ‘
BANCA EXAMINADORA

a 'Dr‘. '\I;'govr.a.t"Aparecida Saddi
(membro interno)

B o LA . I
Profa Dra Daniela de Melo e Silva
(membro externo)




Isac Newton, em uma de suas cita¢des, disse:

“ Se eu vi mais longe, se eu cheguei até aqui....foi porque
me apoiei em ombro de gigante”

A0 meu pai, meu gigante.......

Dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao fim de dois anos, € uma experiéncia gratificante ver terminada esta
dissertacdo de mestrado. Aprendi muito, mas tenho consciéncia que “nada sei” e
muito tenho por aprender. “O sonho comanda a vida”. Fui atrds de um sonho, que se
tornou realidade, gracas a minha persisténcia, paciéncia e ajuda de muitas pessoas,

as quais estarei sempre grata.

A minha orientadora, Dra. Rejane da Silva Sena Barcelos, vdo as minhas
primeiras palavras de apreco, pela confianga, pelo acompanhamento constante
durante todo trabalho, apoiando e desafiando-me ao longo de todo o processo de
elaboracdo da dissertacdo. Os seus ensinamentos e estimulos, mas também as
criticas e sugestbes sempre pertinentes e direcionadas para 0s objetivos centrais
deste estudo, a disponibilidade e presteza permanente, o rigor, a confianga, o
elevado grau de exigéncia, a imensa capacidade de enriquecimento cientifico, o
exemplo de competéncia, foram algumas das principais marcas da sua orientacao,
as quais me nortearam e ensinaram......fazendo com que eu me tornasse, sem
davida, “uma académica melhor”....muito melhor. MUITO OBRIGADA
PROFESSORA.

Agradeco aos provedores de minha existéncia, e do que sou hoje, “meus
pais”. De vocés recebi o presente mais valioso do universo: A VIDA ! A vocés, toda
gratiddo do meu coragao por terem aberto as portas do meu futuro iluminando o meu
caminho com a luz mais brilhante que puderam encontrar: O ESTUDO. A minha
gratiddo e reconhecimento por me ajudarem a dar “mais um passo”... entre tantos
gue ja me ensinaram..com paciéncia e amor. OBRIGADA POR ACREDITAREM EM
MIM.

Aos meus irmaos, pelo apoio, incentivo e carinho incondicional de sempre.
AMO VOCES.

O meu amor e minha gratiddo ao meu esposo, por ter assumido nosso lar nos
meus incontaveis momentos de auséncia, com tanto amor, com tanta hombridade,

com tanta compreenséo. Agradeco com toda gratiddo do meu coragao o incentivo, a



cumplicidade, as contribuicbes académicas e, sobretudo, o amor com o qual me

confortou em tantos momentos dificeis, que estes anos trouxeram.

Aos meus filhos, que apesar de ainda ndo compreenderem o significado de
uma dissertacdo, sdo os responsaveis pelo término deste trabalho, me estimulando

a ser a cada dia um ser humano melhor. Esta é para e por vocés.

A perita Dra. Neide Maria de Oliveira Godinho, do Laboratério de Biologia e
DNA Forense do Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues, por ter aceito a “co-
orientacdo” deste trabalho. Agradeco sua disponibilidade, suas criticas, suas
intervencdes e a ajuda em tornar simples, aquilo que a partida parecia ser
complicado. O seu também elevado grau de exigéncia, e a enorme capacidade
cientifica s&o atributos que muito me ensinaram, nos varios momentos
compartilhados, nos mais duros e também nos mais simples. Aprendi, com seu
exemplo de competéncia e exceléncia profissional e pretendo aprimorar ao longo da
minha ainda longa vida académica. Pelas criticas, pelo estimulo permanente, pela
disponibilidade, pela oportunidade que me foi dada de aprender, pelos valiosos
ensinamentos e amizade que sempre me acolheu no laboratério, pela confianca, vai

a minha amizade e gratidao sincera.

A professora Dra. Daniela Melo,do Programa de Mestrado em Genética da
PUC — Goias, pela gentileza e relevancia das sugestdes para melhoria do trabalho,
bem como a presteza em colaborar.Muito obrigada pelo apoio e amizade.

Ainda, a todos do laboratério de Biologia e DNA Forense, obrigada pela
simpatia, presteza e disponibilidade com que me acolheram no laboratério. Com

vocés, também aprendi. De forma especial e grata, ao Breno e Alexandro.

As peritas Laryssa, Mariana, Nigela e Tatiane reconheco e agradeco
imensamente a colaboracdo e a disponibilidade nas diversas fases deste trabalho.

Agradeco a presteza, as sugestdes e a cordialidade.

A minha amiga de mestrado, Miriam... agradeco o0s varios momentos

incentivo, o companherismo e amizade.

Ao Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues da Superintendéncia de

Policia Técnico-Cientifica da Secretaria de Seguranca Publica e Justica do Estado



de Goias pela oportunidade e suporte necessario para que a pesquisa se realizasse

me permitindo conhecer e aprender em um laboratoério de exceléncia. Grata.

A todos aqueles que me transmitiram conhecimentos e experiéncias, me

guiaram além das teorias e das técnicas, expresso meu sincero agradecimento.



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

LISTA DE FIGURAS

Estrutura do complexo hexacoordenado (Fe ** com seis
ligacoes

Reacao da sintese do luminol a partir do acido 3-nitroftalico

Tecidos de algoddo cru (1,0cm X 1,0 cm) autoclavados,
contendo, o primeiro, impregnado com sangue total, os
seguintes, respectivamente, diluicdo de 1:1000; 1:10.000 e
1:1.000.000 e controle negativo.

Controle negativo e controle positivo em A, e Positividadede

luminescéncia no controle positivo em B

Amostras diluidas na concentracdo de 1:1.000 em A.
Luminescéncia observada nas amostras diluidas na
concentracéo de 1:1.000 em B

Amostras diluidas em 1:10.00 antes da aplicacdo do reagente
em A. Auséncia de luminescéncia na diluicdo de 1:10.0000
representada em B.

Amostras diluidas em 1: 1.000.000 em A. Auséncia de
luminescéncia apés aplicacdo do reagente quimioluminescente
em B.

Concentracdo de DNA (ng/ul) das amostras contendo
impregnacdo com sangue total em diferentes tempos de
armazenamento. Azul, amostras expostas ao reagente; Em
cinza, amostras sem exposi¢cao ao reagente.

Quantificacdo das amostras de DNA nas primeiras 48 horas da
aplicacdo do reagente, em relacdo ao grupo controle. Azul,
amostras expostas ao reagente; Em cinza, amostras sem
exposicao ao reagente.

Quantificacdo das amostras diluidas ap6s 30 dias da aplicacao
do reagente, em relacdo ao grupo controle sob mesmas
concentragfes. Azul, amostras expostas ao reagente; em cinza,
amostras sem exposicao ao reagente.

Perfil molecular obtido da amostra identificada como A2 - com
48 horas de armazenamento, sem 0 uso do reagente a base de
luminol da amostra com sangue total. Observa-se a
amplificacéo de todos os loci analisados com confirmacéo do
género sexual do doador da amostra.

22

27

41

45

45

46

46

a7

48

49

51



Figura 12:

Figura 13:

Perfil molecular obtido da amostra identificada como B3 - com g5

30 dias de armazenamento, com o uso do reagente a base de
luminol. Observa-se amplificacdo inespecifica na maioria dos
loci analisados com confirmac&o do género sexual do doador da
amostra

Perfil molecular obtido da amostra identificada como A7 - com
30 dias de armazenamento, com 0 uso do reagente a base de
luminol. Observa-se auséncia de amplificacdo em todos os loci
analisados

56



Tabela 01:

Tabela 02:

Tabela 03:

Tabela 04:

Tabela 05:

Tabela 06:

Tabela 07:

Tabela 08:

Tabela 09:

Tabela 10:

LISTA DE TABELAS

Amostragem utilizada no experimento, suas dilui¢cdes,
controles e exposi¢cdo ao reagente quimioluminescente.

Quantificacdo do DNA em amostras contendo
impregnacédo de substancia hematoide com 48 horas de
armazenamento, com € sem exposicdo ao reagente
guimioluminescente comparado ao grupo controle e em
diferentes concentracoes.

Quantificacgo do DNA em amostras contendo
impregnacdo de substancia hematoide com 30 dias de
exposicao ao reagente quimioluminescente comparado ao
grupo controle em diferentes concentracoes.

Loci amplificados e alelos observados nas amostras
contendo impregnacdo com sangue total e em diferentes
diluicbes com 48 horas de armazenamento sem exposi¢ao
ao reagente quimioluminescente.

Loci amplificados e alelos observados nas amostras
contendo impregnacdo com sangue total e em diferentes
diluicbes com 48 horas de armazenamento com exposi¢ao
ao reagente quimioluminescente.

Loci amplificados e alelos observados nas amostras
contendo impregnagdo com sangue total e em diferentes
diluicdes com 30 dias de armazenamento sem exposi¢cao
ao reagente quimioluminescente.

Loci amplificados e alelos observados nas amostras
contendo impregnagédo com sangue total e em diferentes
diluicdes com 30 dias de armazenamento com exposicao
ao reagente quimioluminescente.

Loci amplificados nas amostras contendo impregnacao de
substancia hematoide com 48 horas de armazenamento
comparado ao grupo controle em  diferentes
concentracoes.

Loci amplificados nas amostras contendo impregnacao de
substancia hematdide com 30 dias de armazenamento e
expostas ao reagente quimioluminescente comparado ao
grupo controle em diferentes concentracoes.

loci e alelos do Kit AmpFISTR® NGM Select™

40

a7

48

50

52

53

54

57

57

93



pb
CT
DNA
EDTA
FRET
HRM
IPC
mL
ICLR

PCR

Pg/uL
pH
POP
gPCR
RPM
SNP
SSLPs
STR
SSLPs

LISTA DE ABREVIATURAS

pares de base

do inglés Cycle Threshold

Acido desoxirribonucléico

do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid

do inglés Fluorescence resonance energy transfer
do inglés High Resolution Melting

do inglés Internal Positive Control

Mililitro

Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues
Microlitro

do inglés Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da
Polimerase)

Picogramas por microlitro
Potencial hidrogenibnico

Procedimento Operacional Padréao

PCR em Tempo Real

Rotagbes por minuto

do inglés Single Nucleotide Polymorphl

do inglés do inglés Single Sequence Length Polymorphisms
do inglés Short Tandem Reapets

do inglés Single Sequence Length Polymorphisms



SUMARIO

1 INTRODUGAD. ..ottt 15
O B B\ N (o] £=T 0 K T 15
1.2 Coleta e preservacédo de evidéncias bioldgicas..............cccceevvvnnnnne 17
1.2.1 A pericia CIeNtifiCaA.......cceuiiiiiiiiiie e 18
1.3 LOCAIS UE CHME...ciiiiiiiiieie et e e e e 19
1.3.1 Vestigio biolGgiCO: SANQUE..........cciuuviiiieiiiiiiieeee e 20
1.3.2 Testes presuntivos para deteccao de sangue..............cc........ 23
1.3.3 O reagente qUIMIOIUMINESCENTE........ccvvvviiieieiiiiiiiiiie 25
1.4 Marcadores moleculares de DNA.............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceeenn 29
1.4.1 Caracterizag8o dos STRS fOrenses........ccccceeveeeeeeeiiiiiiiiccnnns 33
1.5 Eletroforese capilar.............oooovvviiiiiiiiiiiie e 35
1.6 EXtragao do DNA......coooiii e 36
1.6.1 EXtrac@o com feNOl...........uvvviiiiieiiiiee e 37

2 OBUIETIVOS. ..ottt ettt e e e e e araeeaa e 38

2.1 ODJELIVO QEIal.....uueiiieiiiiie e 38
2.2 Objetivos €SPECITICOS. ...uuuiiiiiiiiiiiiie e 38

3 MATERIAIS E METODOS........cvoiieeeeeeeieeee et steaee e 39
3.1 Caracterizagao das amOStras. .........coevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
3.2 Aplicacéo do reagente quimioluminescente............cccceeeeeeeeeeeeeeenn. 40
3.3 EXIrag8o 0 DINA......uiiiiieiiiiiieeeee s 41
3.4 Quantificacao do DNA .........oviiieie e 42
3.5 AMpIificag@o dODNA.... ... 42
3.6 Eletroforese e andlise das amosStras.........ccuueeeeeeiiieieeeeeeeeeiiiiniiinns 43

A RESULTADOS. ... oottt e e e e e e e e e aaans 44

5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 44

B DISCUSSAOD.......ciiieieieieiiiie sttt 45

7 CONCLUSAO. ..ottt 52

B ANE X O S . e 53

O REFERENCIAS........coiiiiieee ettt 98



RESUMO

A Biologia Molecular mostrou-se uma ferramenta efetiva nos laboratérios forenses
pela capacidade de identificar um individuo a partir de quantidades infimas de
amostras biolégicas como sangue, 0ssos, sémen, cabelo, dentes, unhas, saliva,
urina, entre outros fluidos bioldgicos recuperados no local do crime. Uma das
principais evidéncias bioldgicas encontradas em local de crime s&o vestigios de
substancias hematoéides. Esta pesquisa visou a analise de perfis moleculares de
amostras biologicas expostas ao reagente quimioluminescente a base de luminol em
diferentes tempos de armazenamento (48 horas e 30 dias). Com a quantificacédo de
todas as amostras pode-se inferir que nas primeiras 48 horas de armazenamento,
obtiveram-se concentracbes variaveis de DNA e ap0s a aplicacdo do reagente
guimioluminescente. As amostras foram amplificadas por PCR utilizando um sistema
multiplex AmpFISTR® NGM SElect™ e eletroforese capilar. Foram obtidos perfis
moleculares completos e incompletos denotando inespecificidade conforme a
qualidade e quantidade da amostra analisada. A selecdo dos 17 marcadores
moleculares mini-STRs em muito contribuiu para o sucesso desses perfis, permitindo
estudo e analise de material degradado. Os dados indicam que a degradacdo da
molécula de DNA exposta ao reagente quimioluminescente foi maior nas amostras
diluidas em relacdo aquelas contendo impregnacdo com sangue total. A analise
estatistica das amostras com e sem exposicdo ao reagente quimioluminescente
comparado ao grupo controle e em diferentes concentragbes, mostrou nao haver
diferenca estatisticamente significativa entre os valores quantificados obtidos. Ainda
assim, analisar as amostras hematoides expostas ao luminol em menor tempo de
armazenamento proporcionardo perfis moleculares compativeis ao confronto de

amostras.

Palavras — chave: Perfil molecular; STRs; luminol; substancia hematoide



ABSTRACT

Molecular Biology shown to be an effective tool in forensic laboratories for the
ability to identify an individual from minute amounts of biological samples such as
blood, bones, semen, hair, teeth, nails, spittle, urine and other biological fluids
recovered from the crime scene. One of the main biological evidence found at a
crime scene are traces of bloodstains. This study aimed to analyze the molecular
profiles of biological samples exposed to the chemiluminescent reagent luminol
based on different storage times (48 hours and 30 days). With the measurement of
all samples can be inferred that in the first 48 hours of storage, there was obtained
DNA and varying concentrations after application of the chemiluminescent reagent.
The samples were amplified by PCR using a multiplex system AmpFISTR ® Select
™ NGM and capillary electrophoresis. Molecular profiles were obtained complete
and incomplete denoting specificity as the quality and quantity of the sample
analyzed. The selection of molecular markers mini-STRs greatly contributed to the
success of these profiles, allowing the study and analysis of degraded material. Our
data suggest that the degradation of the DNA molecule exposed to the
chemiluminescent reagent was higher in the samples compared to those containing
diluted whole blood impregnation. Therefore, analyzing the bloodstains samples
exposed to luminol in shorter storage provide molecular profiles compatible to clash

samples.

Keywords: molecular profile; STRs; luminol; bloodstains



1. INTRODUGCAO
1.1 O DNA FORENSE

O avango da ciéncia e tecnologia no contexto forense teve seu ponto
culminante em meados dos anos 80, quando as técnicas de identificacao,
fundamentados na analise direta do acido desoxirribonucleico (DNA), tornaram-
se uma das mais poderosas ferramentas para a identificagdo humana e
investigacbes criminais (Benecke, 1997). A determinagdo de identidade
genética pela metodologia de DNA pode ser usada para demonstrar a
culpabilidade dos criminosos, identificar corpos e restos humanos em desastres
e campos de batalha, determinar paternidade com confiabilidade praticamente
absoluta, elucidar trocas de bebes e detectar substituicdes e erros de rotulacéo

em laboratérios de patologia clinica (Pena, 2005).

O primeiro método de utilizacdo da analise do DNA para identificar
individuos foi desenvolvido em meados da década de 1980 por Sir Alec
Jeffreys. A metodologia demonstrou enorme potencial,mas houve sérias
reservas quanto o seu uso real, pois no inicio, havia duvidas quanto a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos métodos (Duarte et al., 2001; BROWN,
2001).Com o conhecimento atual, ao menos duas grandes vantagens devem
ser citadas sobre a tipagem molecular: o DNA possui uma alta estabilidade
quimica mesmo apo6s um longo periodo de tempo e esta presente em todas as
células nucleadas do organismo humano, o que facilita sua obtencao
(Malaghini et al., 2006).

As primeiras técnicas forenses de identificagdo humana eram
convenientes apenas para andlise de DNA de evidéncias bioldgicas que
contivessem células nucleadas. Atualmente, com a utilizagcdo do meétodo de
sequenciamento do DNA mitocondrial, essa limitagdo tem sido superada. Se
antes, impressodes digitais e outras pistas eram usadas para desvendar crimes;
hoje, sdo inumeros os espécimes bioldgicos dos quais o DNA pode ser extraido
(Lee e Laad, 2001).

A Biologia Molecular mostrou-se uma ferramenta efetiva nos laboratorios

forenses pela capacidade de identificar um individuo a partir de quantidades
15



infimas de amostras biolégicas como sangue, 0ssos, sémen, cabelo, dentes,
unhas, saliva, urina, entre outros fluidos biolégicos recuperados no local do
crime. [Essa técnica, conhecida como datiloscopia genética (genetic
fingerprinting) ou perfil de DNA, em muito colabora na elucidagdo de crimes
(Brown, 2001; Benecke, 2002).

O perfil de DNA contem muitos polimorfismos, que sao posi¢cdes onde a
sequencia de nucleotideos difere em cada membro da populagcdo. Para ser
considerado um polimorfismo, o alelo raro de um determinado loco deve estar

presente em mais de 1% dos individuos da populagéo (Brown, 2001).

O método de analise do DNA para finalidades forenses usa as mesmas
técnicas e principios que sdo rotineiramente empregadas em uma ampla
variedade de situagdes médicas e genéticas, tais como o diagnostico e o
mapeamento genético (Duarte et al., 2001). A molécula de DNA possui como
caracteristica a resisténcia a varias condigdes que destroem a maioria dos
outros compostos biolégicos como as proteinas, carboidratos e lipideos. Além
disso, poucas células nucleadas, com pequenas quantidades de DNA, sao
necessarias para a identificacdo de um individuo, contrapondo com os métodos
mais antigos, como 0s que empregavam grupos sanguineos e enzimas, que
exigiam quantidades elevadas de material biolégico (Duarte et al., 2001;
Schneider, 1997).

Com uma incrivel sensibilidade e poder de discriminacdo, a analise de
DNA tem sido a “figura-chave” e promete grandes progressos no campo da
ciéncia forense (Lee e Laad, 2001) fornecendo aos investigadores uma grande
chance de excluir suspeitos que nao estdo relacionados a cena do crime
(Baechtel e Comey, 1996).

O numero de tribunais que tem aceitado evidéncias baseadas na
analise de DNA cresce a cada dia, levando-nos a crer que, em um futuro ndo
muito distante, esta tecnologia sera empregada em todo o sistema legal
(Primorac et al., 2000). Porém, para que nao ocorra nenhum tipo de erro e para
a precisao dos resultados, regras rigidas de coleta e processamento das

amostras devem ser adotadas (Lee e Laad, 2001).
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Nas ultimas décadas, muitas técnicas foram desenvolvidas objetivando a
identificacdo genética precisa de individuos priorizando o fator tempo e
quantidade de amostra, dentre elas, as mais significativas sdo Restriction
Fragment Length Polymorphism - VNTR, Polymerase Chain Reaction - PCR e
Short Tandem Repeats - STR (Albuquerque, 2004).

1.2 COLETA E PRESERVAGAO DE EVIDENCIAS BIOLOGICAS

Os resultados da analise de DNA em tribunais estdo intimamente
relacionados com a cadeia de custddia das amostras biologicas coletadas em
locais de crime e métodos de preservacdo. Do ponto de vista técnico e
criminalistico, a molécula de DNA pode ser obtida de varios suportes e de
ambientes diferentes, associado a sua estabilidade, se armazenado em boas

condigdes, tem-se grandes chances de resultados confiaveis (Benecke, 2005).

O método especifico de coleta dependera da quantidade, do estado de
conservagao da evidéncia biolégica. Em geral, uma quantidade significativa de
material deve ser coletada para garantir a extracado de DNA suficiente para os
testes. No entanto, é importante preservar a amostra, livre de sujeira adicional,
gorduras, fluidos e outros materiais que possam afetar o processo de analise
de DNA. Portanto, protocolos contendo procedimentos operacionais padrao
(POP) de coleta de amostras tem sido previamente descritos na literatura (Lee
e Laad, 2001).

Deve-se, também, levar em conta que o material biolégico recuperado na
cena do crime pode sofrer alteragbes ambientais (luz, altas temperaturas,
reativos quimicos, etc) que poderdo ocasionar quebras e alteragdes dos
nucleotideos e, como consequéncia, modificar a composi¢cdo e a estrutura da

molécula de DNA, dificultando a analise (Bonaccorso, 2004).

Uma vez que as amostras foram coletadas, elas devem ser imediatamente
encaminhadas ao laboratdrio forense para o armazenamento em ambiente frio
e seco evitando a deterioracdo da amostra até que sejam submetidos a analise
(Benecke, 2005).

17



Existem fontes potenciais que podem levar a erros durante todo o estagio
do processamento da prova fisica, desde a coleta em campo, a analise no
laboratério, até a interpretacdo dos resultados. Nem todos os erros tem
consequéncias prejudiciais; muitos nem tem consequéncias e muitos s&o
prontamente identificados e podem ser corrigidos. Os lapsos que mais
preocupam, sdo aqueles que possam levar a uma falsa semelhanca. Para
conseguir resultados precisos, cuidados e atencdo a detalhes, devem ser
utilizados em todos os estagios do processo de identificagdo pelo método de

DNA, inclusive a atividade humana (Duarte et al., 2001).

1.2.1 A PERICIA CIENTIFICA

E crescente o papel que a ciéncia desempenha nas investigacdes
criminais (Rodrigues, Silva e Truzzi, 2010).Com a legislacdo a cada dia mais
voltada a protegdo dos direitos humanos, deve-se salvaguardar a integridade
fisica humana ndo se concebendo ao profissional de policia moderno a
obtencao de uma confissdo de um agravo por parte de um eventual suspeito
por meios insidiosos ou cruéis. Dessa forma, torna-se necessario que as
técnicas utilizadas para a comprovagdo do fato em questdo que sejam
analisadas utilizando o caminho da ciéncia e da tecnologia, utilizando métodos
rigorosos e que fornegam resultados tdo precisos quanto possiveis, sob pena
de ndo terem valia perante o tribunal caso os vestigios coletados no local de
crime durante a investigagdo ndo sejam tratados adequadamente. Nesse
sentido, importantes descobertas do mundo cientifico sdo aplicadas em

criminalistica para elucidar toda espécie de delito (Duarte, 2010).

Um local de crime deve ser analisado para materializar o fato através de
prova pericial. Crimes mais violentos, como o0s crimes contra a pessoa
homicidio, por exemplo, costumam apresentar sinais evidentes e, em muitos
casos, o perito realiza a identificagcdo e coleta de indicios no local, como
pegadas ou vestigios de sangue. Contudo, com o decorrer do tempo, tais

vestigios, principalmente o0s biolégicos, podem perder propriedades
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importantes para confiabilidade dos testes que serdo realizados para fins

forenses (Rodrigues; Silva; Truzzi, 2010).

Os fatores que podem prejudicar a analise forense podem ser
ambientais aos quais eventualmente os vestigios estejam expostos até o
momento em que sao encontrados, ou pela manipulagdo humana, com a
intencdo de oculta-los para que o fato ocorrido seja encoberto.Ha locais em
que a cena de crime foi alterada na tentativa de ocultar também o corpo
(Budowle, 1996).

Porém é imprescindivel uma analise detalhada do local para revelar
cenas ocultas. Um dos recursos disponiveis é a utilizacdo de reagentes
quimicos que revelam evidéncias biolégicas que orientam a busca da verdade.
Dentre os varios tipos de vestigios encontrados em locais onde ocorreu um

crime, os hematodides s&o os mais comuns (Pitarch et al., 2010).

1.3 LOCAIS DE CRIME

Todo acontecimento,de natureza criminal deixa elementos materiais
(indicios) no local. O objetivo da investigacdo subsequente é interpretar
corretamente os fatos, reconstrui-los e entender o evento. O indicio coletado na
cena do crime, apds analise e confirmacgao do vinculo com o delito, torna-se
evidéncia material, com valor probatorio, na persecugcdo penal se for
corretamente preservada e analisada. Evidéncia material pode ser qualquer
elemento encontrado no local de crime, desde grandes objetos ou itens

microscopicos.(Almeida, 2009).

Uma das principais evidéncias biolégicas encontradas em local de crime
sdo sem duvida, vestigios de substancias hematdides. Podem ser encontrados
em locais de crime em diferentes suportes tais como indumentarias, arma
branca ou de fogo, pedagos de tecido, veiculos, em objetos apreendidos, etc.
No direito penal, € comum vestigios de mancha de sangue proporcionar a
sentenca do criminoso. Se o procedimento de coleta, transporte e analise for

corretamente feito, o sangue encontrado estabelece uma forte relagdo entre o
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assassino, a vitima e a cena do crime (Mozayani & Noziglia, 2006; Malatesta,
2009; Adler et al., 2009).

Os criminosos costumam modificar o local de crime, lavando para retirar
as manchas de sangue aparentes, tornando-as invisiveis a olho nu, mas as
manchas latentes podem ser detectadas por meio de reveladores quimicos
(Dias Filho, 2010).

Em uma cena de crime, o sangue encontrado servira para uma
variedade de analises laboratoriais, tais como identificar a origem da amostra,
caracterizar o uso de substancias entorpecentes, através da analise dos
respingos de sangue encontrados, demonstrar o possivel tipo de arma utilizada
no delito. O perito criminal, inicialmente, pesquisa a amostra no sentido de ter a
certeza de que o vestigio encontrado é realmente sangue e, posteriormente, se

€ humano ( Antedomenico, 2010;Declave et al. , 2010).

As técnicas de deteccdo de vestigios de manchas de substancias
hematdides devem ser corretamente escolhidas, pois alguns agentes quimicos
interferem na analise da molécula de DNA, o que torna inviavel para testes
posteriores. Além do mais, o Cdédigo de Processo Penal Brasileiro cita no
“art.170. Nas pericias de laboratério, os peritos guardardao material suficiente
para a eventualidade de nova pericia. Sempre que conveniente, os laudos
serdo ilustrados com provas fotograficas, ou microfotograficas, desenhos ou

esquemas” (Monteiro, 2010).

Portanto, o reagente quimico a ser escolhido ndo deve interferir em testes
posteriores ndo podendo reagir com 0 sangue encontrado de modo a
impossibilitar a guarda de uma quantidade de material para uma posterior
contra-prova (Dolinski, 2009; Silva et al., 2012).

1.3.1 VESTIGIO BIOLOGICO: O SANGUE

O sangue é um tecido que desempenha diversas fungbes imprescindiveis
no organismo humano. Constituido pelo plasma, a fase liquida do sangue,

composta principalmente por agua, proteinas, gorduras e sais organicos e
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minerais, que corresponde a mais de 50% de seu volume total; as plaquetas,
que sao produzidas na medula dssea, sdo anucleadas e tém funcado de
colaborar na coagulagdo sanguinea de forma mecéanica em caso de lesdes
vasculares (Leite, Silva Junior e Miranda, 2007); os leucécitos, também séo
produzidos na medula 6ssea e sua principal atuagcdo se da no sistema
imunoldgico (Santos et al., 2007); e os eritrécitos, mais conhecidos por
hemacias, que contém a hemoglobina e cuja fungéo é efetuar o transporte do
oxigénio dos pulmdes aos tecidos e do gas carbdnico no sentido inverso
(Almeida, 2009).

A coloragao do sangue depende da concentragao de oxigénio dissolvido
nele: escarlate, quando contém uma boa quantidade do gas; até vermelho
escuro, quando a quantidade de oxigénio é baixa e a concentracdo de diéxido

de carbono é mais elevada (Monteiro, 2010).

A hemoglobina, componente primordial das hemacias, € um complexo
hexacoordenado responsavel pela condugdo de oxigénio aos tecidos do
organismo, e é composta por uma porg¢ao protéica, chamada globina, e quatro
cadeias polipeptidicas ligadas cada uma a um grupamento prostético heme
(Almeida, 2009). A estrutura da globina € composta por dois pares de cadeias
polipeptidicas — cadeia alfa e cadeia beta. A cadeia alfa é formada por 141
residuos de aminoacidos, e a cadeia beta pela jungcdo de 146 residuos de

aminoacidos. Os grupamentos heme consistem em complexos de coordenagéo

protoporfirinicos-Fe®*, em que o ferro encontra-se ligado ao centro do anel
porfirinico por quatro atomos de nitrogénio, restando dessa forma duas
posi¢coes axiais de coordenagao — uma delas é preenchida pela ligagdo com a
globina, enquanto a outra permanece livre para um ligante exdgeno, que em

geral sera o oxigénio, conforme ilustrado na Figura 01 (Barni et al., 2007).
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Figura 1.Estrutura do complexo hexacoordenado (Fe** com seis ligacdes)
hemoglobina/oxigénio. Fonte: BARNI et al. (2007).

Testes de presuncdo sao utilizados para a detecgcdo inicial da
caracterizacao da presenga do que pode potencialmente ser sangue. Segundo
Shanan, Watson e Daéid (2007), para que tais testes sejam considerados
bons, devem englobar propriedades como rapidez, seguranga, sensibilidade e
especificidade, além de ndo reagir com a amostra e contamina-la, interferindo
em analises posteriores, como a da molécula de DNA. Existem testes de
natureza quimioluminescente, que sdo empregados em locais nos quais ha a
suspeita de manchas de sangue, para torna-las visiveis em regides que
passaram por processos de limpeza e revelar vestigios que devido ao tempo
transcorrido ja se encontram irreconheciveis pela observagdo a olho nu
(Monteiro, 2010; Silva et al., 2012).

Dentre os testes de presuncdo utilizados para o sangue estdo a
fenolftaleina, o reagente de benzidina, o negro de amido e o luminol (Oliveira,
2006; Monteiro, 2010).
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1.3.2 TESTES PRESUNTIVOS PARA DETECCAO DE SANGUE

Com o aperfeigopamento das técnicas forenses, gradativamente mais
centradas na analise molecular, deve-se ter a preocupacdo de que o0s
reveladores usados para detecgdo de sangue ndo alterem a estrutura das

moléculas bioldgicas, especialmente molécula de DNA (Garofano, 2006).

Essas possiveis alteragdes comprometem a analise da evidéncia,
ocasionando impacto negativo na investigacdo forense, especialmente em
longo prazo, pois muitas vezes estas amostras n&o sao analisadas
imediatamente, e sim, armazenadas para posterior analise molecular a qual
pode ocorrer semanas ou meses apos sua coleta na cena de crime (Budowle,
1996).

Dessa forma, uma anadlise detalhada da agdo dos agentes reveladores
sobre a integridade molecular do DNA em manchas de substancia hematoide
torna-se fundamental para boa pratica forense. A integridade e a preservagao
das amostras constituem-se em fatores essenciais a obtengao de perfis
genéticos bem caracterizados e definidos, os quais s&o pré-requisito para
confecgdo de laudos periciais com excelente nivel técnico-cientifico. Dessa
forma, qualquer degradagdo que ocorra pode inviabilizar o confronto genético

com amostras de referéncia (Corréa, 2010).

Manchas de sangue em um local de crime revelam e caracterizam a
dinamica dos fatos, ou seja, 0 modo que o agressor agiu e deixou o local e que
tipo de instrumento utilizou para cometer o delito. Os vestigios deixados na
cena do crime ficam expostos a diversos fatores que podem comprometer sua
conservagao, desde aqueles do proprio ambiente, como chuva, calor e
umidade, até a manipulagcdo humana com a intengdo de encobri-los para
dificultar sua localizagdo pela policia e a consequente descoberta do fato
(Chemello, 2007).

O sangue é um vestigio frequentemente encontrado em cenas de crime
contra a pessoa e outros crimes com envolvimento de violéncia fisica. Muitas

vezes nao se consegue vincular o suspeito a mancha de sangue encontrada,
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mas o resultado negativo de tal confronte e util para descartar o envolvimento
de um cidadao. O sangue, ao sair do organismo, degrada-se. A hemoglobina
oxida-se, o atomo de ferro muda de heme para hemina, ou hematina, o qual
ocasiona a alteragcdo da cor da mancha de sangue de vermelha para marrom.
No estado férrico, o grupo heme possui atividades cataliticas e capacidade de
participar em reacbes redox como um grupo de enzimas chamadas
peroxidases. Essa atividade é empregada como base dos testes presuntivos

para identificacdo de sangue (Albertin, 1998).

O teste presuntivo tem como principio a reacdo de oxidagcdo de uma
substancia (indicador) por um agente oxidante, catalisada na presenca de
sangue. O grupo heme da hemoglobina atua sobre o perdxido de hidrogénio
adicionado, liberando o oxigénio necessario para oxidar o indicador utilizado. O
resultado € um composto corado ou emissdo de luminescéncia (Sawaya e
Rolim, 2004). Esses testes devem apresentar sensibilidade suficiente para
detectar manchas de sangue invisiveis a olho nu e ndo podem influenciar o
resultado de exames posteriores. O suporte, ou seja, o material onde séo
encontradas as manchas de sangue influencia na sensibilidade dos exames
presuntivos. Como por exemplo, fibras de algoddo geram boas analises, pois
possuem maior poder de retengdo que os tecidos compostos por fibras
sintéticas (Malatesta, 2009).

Existem testes de natureza quimioluminescente que sdo mais
empregados em locais nos quais ha a suspeita de que houve sangue, para
tornar visiveis manchas em regidées que passaram por processos de limpeza e
revelar vestigios que devido ao tempo transcorrido ja ndo sdo reconheciveis

pela observagao (Monteiro, 2010).

Os testes que utilizam indicadores quimioluminescentes como o luminol,
apresentam a grande vantagem de detectarem, em curto periodo de tempo,
tracos de sangue em grandes superficies e em suportes escuros, mesmo apos

terem sido lavados (Dias, 2011;Declave et al. ,2011).

Ja a benzidina acética (Teste de Adler Ascarelli), teste presuntivo de cor
que possui maior sensibilidade, com poder carcinogénico tornando um ponto

desfavoravel no uso cotidiano. Na pratica, a benzidina apresenta efeito
24



deletério sobre os testes subsequentes degradando o DNA. No caso de pouca
quantidade amostra de sangue, espalhada em pequena extensao do local de
crime, o uso de benzidina pode contaminar todo o vestigio (Pascual e Grifo,
2000).

De acordo com Declave (2011), a fenolftaleina (Reagente de KASTE
MEYER), € um indicador de pH reagindo quando em contato com substancias
de carater basico, produzindo um produto de cor rosa. Ja em pH acido ou
neutro, ndo ha alteragcdo da cor. Portanto, a fenoltaleina ndo reage somente
com sangue, mas qualquer substancia que possua carater basico, o que

aumenta a possibilidade de resultados falso-positivos (Atkins & JonesS, 2012).

O teste de luminol possui alta sensibilidade e menor especificidade
possibilitando gerar resultados falso positivos utilizando peroxidases de
plantas, metais (cobre, ferro e outros), produtos a base de cloro (hipoclorito) e

outros oxidantes (Tobe, 2007).

No intuito de aperfeicoar o uso do luminol, ha no mercado uma variante
da formula original, denominada Bluestar Forensic. De acordo com as
recomendagdes do fabricante a luminescéncia emitida por esse reagente é
mais forte e duradoura que a emitida pelo luminol; ndo requer escuridao total
para a caracterizagao da reacao; as reagdes positiva e falso-positivas podem
ser diferenciadas, e, ndo tendo, assim, como o luminol, efeito deletério sobre o
exame da molécula de DNA, extraida de manchas de sangue encontradas na
cena de crime. O reagente pode ser aplicado varias vezes e ainda receber
resultados de genotipagem, sendo atualmente, o teste presuntivo de sangue

mais sensivel do mercado (Marquete, 2006).

1.3.3 O REAGENTE QUIMIOLUMINESCENTE

A luminescéncia, um termo geral utilizado para designar diversos processos
de emisséo de luz, € um fenbmeno bastante instigante e estudado desde os
tempos mais remotos. Ocorre quando elétrons excitados apds a absorgao de
uma determinada quantidade de energia emitem radiagdo luminosa ao
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retornarem ao seu estado fundamental, sem que uma parte significativa dessa
energia se perca, se dissipando na forma de calor (Dias, 2001; Menezes, 2010;
Silva, 2012). Essa energia eletromagnética é emitida por moléculas que
possuem comprimento de onda na regiao localizada entre o infravermelho (800
nm) e o ultravioleta (400 nm) no conhecido espectro eletromagnético (Costa,
1992 ; Rossi, 2002).

A quimioluminescéncia, de acordo com Leite et al. (2004) € um subtipo de
luminescéncia em que a energia de excitagcdo do elétron para a producédo da
radiacdo luminosa advém de uma reac&o quimica, ou seja, a producdo de luz
ocorre devido a quebra de ligagdes ricas em energia ja existentes na molécula
que reage ou formadas a partir de rearranjos moleculares (intermediarios da
reacao). O tempo da reagao quimioluminescente e a duragdo da emissao da
radiagcao sao variaveis de acordo com a natureza do material que a emite e, de
acordo com Rossi (2002) variam de periodos muito pequenos (menores que 1

s) até muito longos (cerca de um dia).

A quimioluminescéncia tem sido amplamente utilizada em diversos tipos de
ensaios laboratoriais, destacando-se nas ultimas décadas na criminalistica com
a utilizacdo de compostos que produzem reagdes quimioluminescentes
instantaneas ao entrarem em contato com tecidos bioldégicos que podem ser
facilmente encontrados em locais nos quais um crime contra a pessoa tenha
sido praticado como sémen e, principalmente, sangue (Webb; Creamer;
Quickenden, 2006).

O luminol é um composto que possui poderosas propriedades
quimioluminescentes mediante oxidagao que sio caracterizadas pela emissao
de luz azulada (Menezes, 2010).De acordo com Navarrete et al.. (2005), a
quimioluminescéncia do luminol em meio aquoso basico, ocorre em presenca
de um reagente oxidante (H202, O2, HOCI) e, normalmente, de um metal de
transicdo ou certos ions inorganicos. Ele é amplamente utilizado em todo o
mundo para testar a presenca de sangue, uma vez que, o grupo heme, mesmo
em quantidades minimas, também €& capaz de catalisar sua oxidacdo em

solugédo alcalina (Gross; Harris; Kaldun, 1999; Leite; Fatibello-Filho; Rocha,
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2004; Barni et al., 2007). Nao obstante, em um local de crime os vestigios nem

sempre estao evidentes (Lytle, 2003).

Fatores ambientais e, principalmente, manipulacbes intencionais
influenciam em seu estado de conservacgao (Pitarch et al., 2010), o que pode
dificultar e muito a sua localizac&o e identificacdo ou mesmo uma coleta para
posteriores analises laboratoriais que serdo valiosas no eventual processo

criminal que seguira a fase de investigacao.

O luminol (5-amino-2,3-diidroftalazina-1,4-diona) é um reagente
mundialmente conhecido por suas propriedades quimiolumiescentes e ¢
popular pela eficacia na deteccdo de sangue (Monteiro, 2010), muito bem
caracterizada pela imediata emissdo de luz azul ao entrar em contato com o
referido tecido. Ele foi sintetizado pela primeira vez pelo quimico alemao H. O.
Albrecht, em 1928 e foi o primeiro composto a ser utilizado para a identificagao
de manchas de sangue, em meados dos anos 30 do século passado
(Menezes, 2010; Monteiro, 2010). Atualmente, um dos principais métodos para
a sua obtencdo é por meio da reacao da hidrazina com o acido 3-nitroftalico,
mediante aquecimento (Chemello, 2007), com a posterior reducdo do
grupamento nitro do 5-nitroftalhidrazina para a formagdo do produto final,

conforme demonstrado na Figura 02.
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Figura 2 — Reagao de sintese do luminol a partir do acido 3-nitroftalico. Em, A)
Acido 3-Nitroftalico; B) Hidrazina; C) 5-Nitroftalhidrazina; D) Luminol.
Fonte: MONTEIRO (2010).

A reacgado, para ocorrer, necessita de um agente oxidante — o mais

comumente utilizado é o peroxido de hidrogénio — e um catalisador — utiliza-se
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normalmente um metal de transicdo. Pode ser realizada em alguns tipos de
solventes organicos, como o dimetilssulféoxido, ou em solu¢gdes aquosas com
boa resposta, mas sua eficiéncia 6tima ocorre em meio basico (Dias, 2001;
Almeida, 2009).

No mecanismo mais provavel inventado para descrever a reagao mais
simples do luminol em meio aquoso, um metal de transicdo que age como
catalisador realiza a conversdo do luminol em diazoquinona. Essa molécula é
entdo atacada pelo anion proveniente do peréxido de hidrogénio hidrolisado,
formando um endoperoxido (3); este perde uma molécula de nitrogénio (N2) e
forma entdo o dianion do acido 3-aminoftalico (4), que ja é produzido no estado
excitado. Essa é a espécie que sofrera decaimento, gerando a
quimioluminescéncia por meio da emissao de luz em um comprimento de onde
de 431 nm quando o elétron excitado pela reacdo retorna ao seu estado
fundamental (Dias, 2001; Marquette & Blum, 2006).

O Iluminol é eficaz para detectar sangue, mesmo depois de lavado
diversas vezes (Ponce et al., 2002) devido ao fato de que, presente nas
hemacias, esta a hemoglobina que contém ions de ferro em seu grupo heme e
agem como o catalisador necessario para desencadear a reagéo
quimioluminescente do luminol (Ferreira & Rossi, 2002). Quando ainda se
encontra dentro do organismo, a hemoglobina permanece protegida pelos
eritrocitos que possuem mecanismos (enzimaticos e ndao enzimaticos) para
evitar sua desnaturagdo, mantendo os fons ferro na forma Fe®". Ao deixar o
corpo, O sangue passa a estar exposto a uma série de processos de
degradagéao, passando por hemolises e reag¢des de oxirreducdo catalisadas em
um primeiro momento por enzimas de sua propria estrutura celular e, também,
por aquelas presentes em microrganismos que se encontram no ambiente
(Barni et al., 2007). Sob tais condigdes, ocorre entdo a degradagao da porgao
polipeptidica da hemoglobina, e a oxidacdo do ion ferroso (Fe?*) passa a
acontecer de forma espontdanea, com a conversdao da hemoglobina a
metahemoglobina e, em meio alcalino, este ion passa a coordenar-se com
grupos hidroxila em substituicdo ao O,, que anteriormente ligava-se ao Fe?*
(Almeida, 2009).
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Esse novo grupo prostético heme composto por ions férricos em que as
moléculas de oxigénio estdo sendo substituidas por hidroxilas € chamado
hematina (ferroprotoporfirina) e o ciclo catalitico da reagdo luminol/sangue no
mecanismo proposto por Maloney e Thornton em 1985 (Almeida, 2009) é
iniciado e finalizado por ele: ao borrifar o reagente sobre uma mancha de
sangue, os grupamentos heme férricos (Fe**) perdem mais um elétron e véo
para um novo estado de oxidagao, formando dessa forma intermediarios
instaveis contendo Fe4+, que entdo catalisam sua oxidacdo, produzindo assim
a luminescéncia, enquanto sdo reduzidos novamente a Fe®* (Barni et al.,
2007). Existem algumas outras proposicoes para descrever 0 mecanismo, no
entanto esta ainda permanece como a mais aceita atualmente (Chemello,
2007).

Uma das maiores preocupacdes com relacdo a utilizacdo dos testes de
presuncdo € que os componentes aplicados sobre o material estudado
danifiquem sua estrutura de alguma forma e prejudiquem analises laboratoriais,
como a extracdo de DNA, que € de extrema importancia para a atividade

pericial (Quickenden & Cooper, 2001).

1.4 MARCADORES MOLECULARES DE DNA

O objetivo da analise forense de DNA é diferenciar um individuo de
outro, através de um grande numero de caracteristicas, dando-lhe uma
identidade absoluta como pessoa, podendo assim ser diferenciada entre
milhdes de outras (Alonso, 2013).

No estabelecimento do perfil genético do individuo s&o analisadas
algumas regides do DNA que apresentam maior variagao individual e facilidade
de estudo (sdo reconhecidas como marcadores genéticos ou moleculares). Os
marcadores moleculares podem ser utilizados para caracterizar o DNA de um
individuo em um padrdao ou perfil de fragmentos que lhe seja particular
(DUARTE et al., 2001).
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Os marcadores moleculares nos dias de hoje estdo cada vez mais sendo
utilizados pelos pesquisadores para desvendar sequéncias de DNA para varios
fins. Existem dois tipos de marcadores moleculares: os que hibridizam e os que
amplificam. Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP
(Restriction Fragment of Length Polymorphism) e Minisatélites ou locos VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles que amplificam o DNA,
incluem os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA);
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged
Sites) Microsatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Coutinho, 2006).

Os que hibridizam possuem uma grande desvantagem, sendo de
grande custo e tempo para realiza-los. Como vantagem estes marcadores
possuem uma consisténcia nos resultados. O VNTR possui um alto grau de
polimorfismo. Os que amplificam possuem uma baixa consisténcia nos
resultados, mas em compensagao o tempo de obtengdo dos resultados e a
facilidade no uso destas técnicas, além dos custos, vém colocando estes
marcadores nos mais utilizados pelos pesquisadores).(Andersen, 2003)

Um dos marcadores mais utilizados hoje em dia € o STR (Short Tandem
Repeat). Os STR’s (minissatélites) sao regides repetitivas do DNA que séo
obtidas por meio da técnica de reagcdo em cadeia de polimerase, ou PCR
(Polymerase Chain Reaction), sendo possivel por meio dessa técnica realizar a
tipagem do DNA com quantidades minimas de amostras, tais como, fio de
cabelo, manchas de sangue em uma arma, entre outras (DOLINSKY;
PEREIRA, 2007).

Os polimorfismos presentes no DNA mitocondrial e no cromossomo Y
também sado analisados e usados em algumas situagdes (LIMA, 2010).
Entretanto, os novos marcadores de polimorfismos que sao baseados na
substituicdo de nucleotideos unicos (SNP’s) e os polimorfismos de inser¢gao ou
delecédo de um ou mais nucleotideos (polimorfismos de insergao-delegédo ou,
indels), ambos apresentam grande vantagem, pois podem ser estudados em

produtos de amplificagdo muito curtos (50 pb ou menos). Esse procedimento
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€ adequado para se estudar moléculas de DNA extremamente degradadas
como no caso de cadaveres em estado muito avangado de decomposi¢ao ou

carbonizados (Pena, 2005).

A diversidade nestas regides consiste no numero de repeticbes de uma
dada sequéncia de bases, que nos STR’s pode ser de 1 a 4 bases e nos
VNTR’s de 10 a 100 pares de bases. Sendo assim, devido a quantidade de
repeticbes presentes, cada individuo tera um tamanho diferente para a regido
do DNA que contém um dado STR ou VNTR. Com isso, o alelo vai representar
cada possibilidade de tamanho (ou de numero de repeticbes) que pode ser

encontrada (Lima, 2010).

Os marcadores moleculares mais comummente aplicados nas
investigacdes forenses s&o os VNT’s, STR’s e SNP’s, sendo que os STR’s
superam varias limitacdes relacionadas A manipulagdo de sequéncias VNTR’s,
fazendo com que a tipagem de marcadores STR’s, seja mais utilizada para
identificacdo por DNA de vestigios biolégicos em geral (Dolinsky;Pereira,
2007).

No estabelecimento do perfil genético do individuo s&o analisadas
algumas regides de DNA que apresentam maior variagao individual e facilidade
de estudo (marcadores genéticos). Estes podem ser utilizados para
caracterizar o DNA de um individuo em um padrao ou perfil de fragmentos que
Ihe seja particular (Duarte et al.,2001).

Um dos marcadores mais utilizados hoje em dia € o STR (Short Tandem
Repeat). Os STR’s (minissatélites) sao regides repetitivas do DNA que sao
obtidas por meio da técnica de PCR ( Polymerase Chain Reaction ), sendo
possivel por meio dessa técnica realizar a tipagem do DNA com quantidades
minimas de amostras, tais como, fio de cabelo, manchas de sangue em uma

arma, entre outars (Dolinsky & Pereira, 2007).

Os STR’s (Short tandem repeats ou repeticdes curtas in tandem) sao
nucleotideos alinhados, em curtas repeticdes, organizados sequencialmente e

denominados de microssatélites (Ferreira & Grattapaglia, 2010).
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Os marcadores microssatélites sdo trechos de DNA constituidos em
unidades repetidas de dois, trés ou quatro nucleotideos e localizados dentro de
regides de sequéncia unica com numero menor do que 100 pares de
nucleotideos (Lewin,2001). Assim, cada regido gendmica que contenha um
determinado numero de repeticoes de uma destas sequéncias, constitui-se
num loco genético, altamente variavel entre individuos e multialélico

(Ferreira;Grattaplaglia, 1995).

Os microssatélites também podem ser designados de SSLPs (Single
Sequence Length Polymorphisms) ou STRs (Short Tandem Repeats) (Edwards
et al. ,1991). Existem autores que fazem distincdo entre microssatélites e
STRs, considerando que os primeiros sdo constituidos por repeticdes de 2 pb
enquanto que os segundos sdo constituidos por repeticbes de 3 a 6 pb;
contudo, e de acordo com a linguagem cientifica institucionalizada, estes dois

termos serao usados com o mesmo significado (Koreth et al., 1996).

Os STRs existem abundantemente tanto em procariontes como
eucariontes, representando cerca de 30% do DNA repetitivo e 3% da totalidade
do genoma humano. Em média, pode encontrar-se um STR a cada intervalo de
2000 pares de bases (International Human Genome Sequencing Consortium,
2001). Embora geralmente se considere que os STRs estao localizados nas
regides ndo codificantes do DNA, existe também uma pequena percentagem

(cerca de 8%) que se localiza em regides codificantes (Lagoa, 2008).

A distribuicdo destes microssatélites pelos cromossomos é heterogénea
e irregular, podendo encontrar-se espalhados em diferentes graus de
densidade, inclusive nas regides subteloméricas, locais onde se localizam em
menor quantidade (Koreth et al.,1996). Além disso, a sua freqUiéncia varia entre
cromossomos; no homem, o cromossoma 19 é o que apresenta maior
quantidade de STRs (Subramaninan et al.,2003).

Os STRs podem ser classificados de acordo com o comprimento da
unidade de repeticdo; as repeticbes podem distinguir-se em mono, di, tri, tetra,
penta ou hexanucleotidicas, conforme sejam constituidas por uma, duas, trés,
quatro, cinco ou seis pares de bases, respectivamente (quanto maior for a
unidade de repeticdo, mais informativo se considera o microssatélite)
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(International Human Genome Sequencing Consortium,2001). Por outro lado,
tendo em conta a estrutura da repeticdo, existem repeticdes perfeitas ou
simples, quando contém apenas uma unidade de repeticdo e imperfeitas ou
compostas, quando sdo constituidas por mais do que uma unidade de
repeticao, distintas entre si (Urquhart et al.,1994). Quando os alelos de um STR
sao constituidos por unidades de repeticdo incompletas sao designados de
microvariantes, sendo representados pelo numero de unidade de repeticdo
completas, seguido do numero de nucleotideos que formam a repeticéo
incompleta. O exemplo mais comum de um microvariante € o alelo 9.3 do l6cus
THO1, que é composto por nove unidades de repeticdo completas € uma

unidade incompleta, constituida por trés nucleotideos (Butler, 2005).

Os STRs mais frequentes no genoma humano sido constituidos por
repeticoes dinucleotidicas, que confirma a constatacdo de que a frequéncia de
cada um dos tipos anteriormente referidos diminui ‘a medida que aumenta o
seu tamanho. Alem disso, também se verifica que as unidades de repeticéo
mais frequentes apresentam uma predominancia de adeninas: A, AC, AAAN, e
AG, por ordem decrescente de abundancia (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2001 e Nadir et al., 2006).

Esses marcadores sao importantes ferramentas em estudos de vinculo
genético, identificagdo criminal de suspeitos, estudos de filogenia, entre outros
(Martinhago, 2010).

Os marcadores moleculares do tipo SNP’s (Single Nucleotide
Polymorphism ou Polimorfismo de Base Unica) abrangem uma classe mais
geral de polimorfismos sendo mais frequéntes que o0s marcadores
microssatélites e sdo distribuidos uniformemente por todo o genoma (Lewin,
2001). Sa&o os polimorfismos mais comuns dentro do genoma humano,
possuindo apenas variagdo em uma base no interior de uma sequéncia de
DNA que pode ser codificante ou ndo, e ocorrem aproximadamente uma vez a
cada 1.350 pb no genoma humano (Araujo et al., 2008). Com isso, séo
importantes para analise genética, tendo uma maior estabilidade quando

comparado com os microssatélites (Alonso, 2013).
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Os marcadores SNP tém como base as alteracdes mais elementares da
molécula de DNA que sdo as mudangas em bases unicas da cadeia
polinucleotidica (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Os marcadores SNP,
geralmente, séo bi-alélicos, ou seja, sdo encontrados apenas dois variantes em
uma espécie (Ex: uma alelo corresponde a um par de bases). Os SNP’s podem
ocorrer em regides codificadoras ou com fungao regulatéria, porém, na maior
parte das vezes s&do encontrados em espacgos intergénicos, sem fungao

determinada (Campan,2009).

1.4.1 Caracterizagdo dos marcadores moleculares do tipo STR forense

Os marcadores genéticos usados no contexto forense s&o
mcrossatélites constituidos por unidades de repeticdo que variam entre 3 a 5
pares de bases, que que geralmente se repetem entre 5 a 30 vezes,

denominados Short Tandem Repeats (Campam, 20009).

Os loci STR sao altamente polimérficos, com uma extencgao inferior a
350 pb podendo ser analisados através de reacbes de polimerizagdo em
cadeia (PCR multiplex). Esta caracteristica permite a sua utilizagdo em
amostras degradadas ou com quantidades minimas de material genético, o que
acontece com muita frequéncia no tipo de amostras estudadas no ambito

médico-legal (Brinkmann et al., 1996).

O elevado grau de polimorfismo destes microssatélites resulta da
variacédo do numero de unidades de repeticdo repetidas sequencialmente (em
tandem) e de uma microvariagdo a nivel de sequencia ou da estrutura das

unidades de repeticao (Butller , 2005).

Atualmente a amplificacdo dos STRs é feita quase automaticamente,
através de um sistema denominado PCR multiplex, que permite a amplificagéo
de varios loci numa reacdao que ocorre num so tubo. Este método além de
diminuir significativamente o tempo de processamento da amostras e a
quantidade de reagentes e de DNA necessarios, mostra-se ainda vantajoso
pelo facto de eliminar eventuais fontes de contaminagéo e de evitar a troca de

amostras (Schuez et al., 2006).Além disso, um sistema complementar de
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deteccgao fluorescente completa a automatizacdo de todo processo e facilita a

correta obtencgao de perfis genéticos (Campam et al., 2009).

O perfil genético de um individuo pode ser caracterizado a partir de
varios STRs. Os marcadores utilizados neste estudo, incluem alguns dos
validados e usados em todo o mundo, estando reunidos num kit desenvolvido
por uma empresa comercial pelo fato de fazer parte dos STRs escolhidos pelas
duas maiores poténcias mundiais (EUA e Inglaterra) das ciéncias forenses para

construirem as bases de dados nacionais de perfis genéticos (Martinez, 2009).

Os STRs que constituem o painel de marcadores genéticos forenses
partiiham um conjunto de caracteristicas que lhe conferem uma elevada taxa
de sucesso na resolugdo de casos de interesse meédico-legal: elevada
heterozigozidade e elevado grau de polimorfismo; elevado poder de
discriminagao, geralmente superior a 0,9 numa heterozigose superior a 70%;
localizagdo dispersa no genoma e segregagcao independente, com um
posicionamento em diferentes cromossomas ou pelo menos em bragos
diferentes, estando a sua localizacdo bem definida no cariétipo humano;
localizagdo em regides néo codificantes, ndo associadas a patologias; robustez
e reprodutibilidade dos resultados quando analisados em sistemas multiplex
(Romanova et al.,2009).
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1.5 ELETROFORESE CAPILAR

Para identificacdo de marcadores de DNA ou de proteinas utiliza-se a
eletroforese. A técnica consiste em um meio de separagao de substancias
utilizando um campo elétrico. O método tem numerosas aplicacées e baseia-se
no principio de que substancias de carga elétrica livre deslocam-se em sentido
invariavel. O processo tem sido amplamente usado para separacdo de
fragmentos moleculares, em especial por haver uma selegdo por peso

molecular, ou melhor, pela sua carga liquida (Vieira, 2006; Goes, 2010).

Apos amplificacdo por PCR, o comprimento total do fragmento
amplificado € medido para determinar o numero de repeticbes presentes em
cada alelo encontrado no perfil de DNA. Esta medicao do comprimento é feita
através de uma separagao por tamanho, envolvendo eletroforese em gel (GE)
ou por um capilar (CE). Cada fragmento amplificado €& marcado por
fluorescéncia durante a PCR, uma vez que, tanto o primer forward quanto o
reverse do loco especifico contém um corante fluorescente. Assim, através da
gravagao com a cor do corante e o tempo de migracao relativa de cada
fragmento de DNA, comparados a um marcador padrao de tamanho interno, o
tamanho de cada alelo STR pode ser determinado apds a sua separagao por
tamanho (John M. Butler, 2007; Caetano, 2009).

A separacao por eletroforese capilar combinada com excitacao por laser
de fluordéforos incorporado nos amplicons tem sido o método padréo para
analises de STR e sequenciamento de DNA por varias décadas. As principais
vantagens deste método sdo a elevada eficiéncia de separagdo, o baixo
consumo de amostra, com elevado rendimento através da analise paralela, e
alta sensibilidade de deteccdo, que proporciona o laser induzido por
fluorescéncia (LIF) (Oberacher, 2008). Contudo, os niveis de sobreposig¢ao
espectral durante a excitacdo dos fluoréforo e das interagcbes esféricas dos
fluoréforos durante a sintese de DNA, dificultam a interpretagdo e limitam a

quantificacdo dos dados. Métodos alternativos de avaliagédo de fragmentos de
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DNA tém sido introduzidos, utilizando a técnica de espectrometria de massa
(Planz et al., 2012).

1.6 EXTRAGAO DO DNA

A extracdo e a purificacdo dos acidos nucleicos a partir de diversas
amostras experimentais € uma etapa fundamental para obter alta eficiéncia de
amplificacdo nos protocolos que usam a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). O DNA em sua forma original de dupla fita apresenta alta estabilidade e
€ muito resistente e se mantém inalterado em varias condicbes de meio. No
entanto, alguns cuidados sdo aconselhaveis, para que seja evitada a
degradacdo das amostras obtidas no laboratério. A extracdo de DNA inclui
basicamente dois procedimentos principais: a lise das células presentes na
amostra e a purificacdo do DNA. Apos a lise das células, o DNA deve ser
separado dos restos celulares e das proteinas, precipitando o suspenso em

volume adequado de agua ultrapura ou solugdes-tampao adequadas.

As amostras de DNA podem também ser submetidas a processos de
concentragao e purificagdo, com a finalidade de se obter melhores resultados
nas amplificacbes. Para cada tipo de amostra, varios protocolos podem ser
testados, adaptados e otimizados, de maneira a se conseguir DNA de boa
qualidade (Shibata, 1992).

Sao varias as metodologias ja descritas para extragdo do DNA
genbmico, porém as mesmas sdo normalmente demoradas e com muitas
etapas, aumentando a probabilidade de falhas devido a excessiva
manipulacdo. Estas diversas técnicas de extracdo apresentam uma
necessidade comum: que o material genético dos organismos em questao
esteja purificado (Gabek et al., 2002), assim, s&o inumeras as metodologias

para extracdo de DNA, no entanto independentemente do método utilizado, a
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finalidade dos protocolos de extragao é resultar em um DNA de alta qualidade,

em quantidade, de forma rapida e eficiente (Schulz et al., 2006)

1.6.1 EXTRAGAO DE DNA COM FENOL

O método mais utilizado para purificacdo do DNA é a extracido com fenol
tamponado, que provoca a desnaturacao das proteinas de maneira eficiente. O
cloroférmio também é usado como agente desnaturante das proteinas contidas
na amostra. A mistura de fenol e cloroférmio € muito eficiente para
desproteinizar e sua agao se fundamenta na propriedade hidréfoba das
proteinas que apresentam afinidade por solventes organicos. O alcool
isoamilico previne a formacado de espuma quando a mistura é agitada, o que
torna mais facil a separagéo da fase orgénica e da fase aquosa. A proteina que
foi desnaturada pelo tratamento com fenol e cloroférmio forma uma camada na
interface das duas fases, separando-se do DNA que se mantém na fase
aquosa. A extracdo com fenol € dependente do pH. O fenol empregado nas
extragcdes de DNA deve ter o pH préximo de 8,0 (fenol tamponado), ja que
faixas mais baixas de pH deslocam o DNA para a interface na hora da
centrifugagdo. Em pH 7,0, ou acima, o DNA permanece na fase aquosa e em

pH abaixo de 7,0, ele é desnaturado e migra para a fase organica.

Barea et al, apés comparar métodos de extragdo, afirma que, as
extragdes que apresentaram melhores resultados quantitativos sdo os que

utilizaram solventes orgénicos, com fenol e cloroféormio.

Neste experimento, o DNA foi extraido pelo método organico (fenol-
cloroférmio), e purificado com Kit de purificacdo de DNA Amicon® (Millipore),

conforme protocolos em anexo. (ANEXO IlI).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade e a viabilidade do perfii de DNA de amostras
sanguineas em periodos de armazenamento pré-determinados, sendo estes 48

horas e 30 dias com e sem exposigao ao reagente quimioluminescente luminol.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

1. Extrair DNA de amostras armazenadas (48 horas e 30 dias) expostas ou
ndo ao reagente quimioluminescente, contendo sangue total e diluido
nas concentragdes de 1:1000; 1:10000 e 1:1000000.

2. Quantificar e comparar a concentragdo de DNA de amostras de tecido
de algodao impregnadas com substancia hematéide expostas ou ndo ao
reagente quimioluminescente pela metodologia de PCR em tempo real,

em periodos de armazenamento pré-determinados (48 horas e 30 dias);

3. Amplificar o DNA extraido utilizando marcadores do tipo STR situados
nos cromossomos autossémicos com o kit AmpFISTR® NGM SElect™
PCR Ampilification Kit (Applied Biosystems).

4. Comparar a quantidade e especificidade dos perfis moleculares obtidos
nas amostras submetidas a diferentes tempos de armazenamento e a
exposigao ao reagente quimioluminescente em relacdo as amostras nao

submetidas ao mesmo.

5. Avaliar estatisticamente os dados da quantificacdo de DNA nas amostras
expostas ou ndo ao reagente, bem como as amostras contendo sangue

total e diluido.
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6. 3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Esta pesquisa foi realizada no Laboratoério de Biologia e DNA Forense do
Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues (ICLR) da Superintendéncia de
Policia Técnico-Cientifica da Secretaria de Seguranca Publica e Justica do

Estado de Goias.

O experimento foi realizado utilizando amostras sanguineas colhida com
anticoagulante EDTA, de um unico doador do género sexual feminino. Como
suporte, foi utilizado tecido de algodao cru, previamente autoclavado, com
tamanho de 1,0 X 1,0 cm?, com um total de vinte unidades, conforme ilustrado
na Tabela 01.

Tabela 01. Amostragem utilizada no experimento, suas diluicbes, controles e
exposigao ao reagente quimioluminescente.

Reagente
Quimioluminescente | 1/1000 | 1/10.000 | 1/1.000.000 | CP* | CN"" | Total

. 02 02 02 02 02 10
Com aplicacao
Sem aplicacao 02 02 02 02 02 10
Total 04 04 04 04 04 20

CP™: Controle positivo ; CN™ : Controle Negativo

Em quatro suportes foi aplicado amostra contendo sangue total, em
outros doze suportes foram realizadas diluigbes do sangue nas seguintes
concentragdes (1:1000,1:10.000 e 1:1.000.000), permanecendo armazenados
por 48 horas a temperatura ambiente para secagem e o controle negativo foi

realizado em quatro suportes sem aplicagdo de nenhuma substancia.
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Figura 3: Tecidos de algodao cru (1,0cm X 1,0 cm) autoclavados,
contendo, da esquerda para direita, sangue total, diluicdo de

1:1000; 1:10.000 e 1:1.000.000 e controle negativo.
Apos a secagem de todas as amostras a temperatura ambiente, dez delas
foram submetidas a pulverizagdo com o reagente luminol, o qual foi preparado
de acordo com as orientagdes do fabricante, sendo aplicado em ambiente ao

abrigo da luz (ANEXO I) e fotografado.

Das dez amostras, duas foram utilizadas como controle positivo e duas
como controle negativo. No controle positivo foi impregnada amostra sanguinea
sem diluicdo e como controle negativo, foi utilizado o tecido sem amostra

sanguinea, seguindo os mesmos procedimentos citados acima.

A mesma amostragem, com o mesmo numero de fragmentos de tecido
impregnados com a mesma amostra sanguinea, nas mesmas diluigdes, sem a

aplicagao do reagente luminescente também foi utilizada como grupo controle.

Todas as amostras permaneceram armazenadas no laboratério de
Biologia e DNA Forense em envelopes de papel distintos por 48 horas e 30

dias.

3.2. APLICAGAO DO REAGENTE QUIMIOLUMINESCENTE — LUMINOL

O reagente luminol foi preparado segundo as recomendacdes do
fabricante e aplicado em ambiente ao abrigo da luz. Pulverizou-se em cada
amostra e armazenou-se a temperatura ambiente, sendo que a pulverizagao foi

feita de forma circular.
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3.3 EXTRAGAO DO DNA

O método mais utilizado para purificacdo do DNA é a extracdo com fenol
tamponado, que provoca a desnaturagao das proteinas de maneira eficiente. O
cloroférmio também € usado como agente desnaturante das proteinas contidas
na amostra. A mistura de fenol e cloroférmio é muito eficiente para
desproteinizar e sua agao se fundamenta na propriedade hidréfoba das
proteinas que apresentam afinidade por solventes organicos. O alcool
isoamilico previne a formag&o de espuma quando a mistura € agitada, o que
torna mais facil a separacao da fase orgénica e da fase aquosa. A proteina que
foi desnaturada pelo tratamento com fenol e cloroférmio forma uma camada na
interface das duas fases, separando-se do DNA que se mantém na fase
aquosa. A extracdo com fenol &€ dependente do pH. O fenol empregado nas
extragdes de DNA deve ter o pH préximo de 8,0 (fenol tamponado), ja que
faixas mais baixas de pH deslocam o DNA para a interface na hora da
centrifugacdo. Em pH 7,0, ou acima, o DNA permanece na fase aquosa e em

pH abaixo de 7,0, ele & desnaturado e migra para a fase organica.

Nogueira, 2004, apos comparar métodos de extragdo, afirma que, as
extragcdes que apresentaram melhores resultados quantitativos sao os que

utilizaram solventes organicos, com fenol e cloroférmio.

Neste experimento, o DNA foi extraido pelo método organico (fenol-
cloroférmio), e purificado com Kit de purificagdo de DNA Amicon® (Millipore),

conforme protocolos em anexo. (ANEXO IlI).

Todas as amostras foram extraidas pelo método organico e purificadas
utilizando o Kit Amicon® (Millipore). O protocolo utilizado na extragdo encontra-
se descrito no ANEXO |II.
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3.4. QUANTIFICAGAO DO DNA

Os produtos da extragao da molécula de DNA foram quantificados pela
metodologia de PCR em tempo real, utilizando o Kit Plexor HY® (Promega) e o
termociclador 1Q5® Biorad. Os dados foram analisados utilizando os softwares
Bio Rad 1Q5 e Plexor Analysis (Promega), A presenca de inibidores da reagéo
de PCR foi avaliada utilizando o Internal PCR Control (IPC) do kit Plexor HY®

(Promega).

Os dados foram analisados utilizando o Plexor® Analysis Softwares. O
protocolo bem como os mapas de quantificacdo encontram-se descritos no
ANEXO IlIl.

3.5. AMPLIFICAGAO DO DNA

Ap6s a normalizacdo do DNA na concentracdo recomendada pelo
fabricante, as amostras foram amplificadas por PCR utilizando o Kit multiplex
comercial que utiliza dezessete (17) marcadores moleculares do tipo STR com
volume total da reacdo de 25 uL. As amostras foram concentradas em
centrifuga a vacuo, ressuspensas e a amplificagcao foi realizada utilizando o kit
AmpFISTR® NGM SElect™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems,
2011b,c). Este kit de amplificagédo utiliza mini-STRs formando amplicons com
numero menor de pares de bases que aumentam a possibilidade de
amplificagdo em amostras degradadas. Os loci, localizagdo cromossémica,
escada alélica, marcadores fluorescentes podem ser analisados no Anexo IV.

Todas as amplificagdes do DNA foram realizadas no termociclador Gene
Amp® PCR System 9700-Applied Biosystems®. A quantidade de ciclos, tempo
de incubacdo e quantidade dos reagentes também seguiu a orientagdo do

fabricante do kit.
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3.6 ELETROFORESE E ANALISE DA AMPLIFICAGAO

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese capilar no
equipamento ABI® 3130 Genetic Analiser-Applied Biosystems, utilizando
polimero POP 4® (Applied Biosystems) e software de coleta de dados

Genemapper Datacollection® (Applied Biosystems).
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4. RESULTADOS

Imediatamente apos a aplicagdo do reagente quimioluminescente em
ambiente ao abrigo da luz, verificou-se uma luminescéncia tanto nas amostras
impregnadas com sangue total quanto naquelas diluidas em 1:1.000 (Figuras 4
e 5).

Figura 4. A: Controles negativo e positivo.
B: Positividade com luminescéncia.

Figura 5. A: amostras diluidas na concentragao de 1:1.000.
B: Luminescéncia observada nas amostras diluidas na concentragao
de 1:1.000.
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As amostras diluidas em 1:10.000 ndo emitiram luminescéncia apds a

aplicacéo do reagente quiioluminescente (Figura 6).

Figura 6. A: amostras diluidas em 1:10.000 antes da aplicagcdo do reagente.
B: auséncia de luminescéncia na diluicado de 1:10.000 representada.

As amostras diluidas em 1:1.000.000, ndo apresentaram positividade de

luminescéncia apos a aplicagdo do reagente (Figura 7).

Figura 7. A: amostras diluidas em 1:1.000.000.
B: auséncia de Iluminescéncia apds aplicagdo do reagente
quimioluminescente.
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No presente estudo observamos que a quantificagdo do DNA extraido
variou entre as amostras expostas ao reagente quimioluminescente com
relacdo ao grupo controle, ou seja, sem exposicdo ao reagente. Na
quantificacdo das amostras com 48 horas de armazenamento, a concentracéo
de DNA foi maior no grupo controle (39,6 ng/ul), ou seja, nas amostras
contendo sangue total e sem exposicdo ao reagente quimioluminescente.
Comparando as amostras impregnadas com sangue total com as amostras
diluidas, a concentracdo foi maior naquelas em que n&o havia diluicdo. Ja nas
amostras diluidas, as mais concentradas apresentaram maiores quantidades
de DNA (Tabela 02 e Figuras 8 € 9).

Tabela 02. Quantificaggo do DNA em amostras contendo impregnacdo de
substancia hematoide com 48 horas de armazenamento, com e sem
exposi¢cao ao reagente quimioluminescente comparado ao grupo
controle e em diferentes concentragoes.

AMOSTRA DILUIDA (ng/pl)

AMOSTRA SANGUE TOTAL

48 horas g/l 1: 1000 1:10.000  1: 1.000.000
Com luminol 11,2 0,00963 0,00476 0,00273
Sem luminol 39,6 0,017 0,00429 0,00421

Nas amostras com 30 dias de armazenamento, as impregnadas com
sangue total apresentaram resultado semelhante ao de quarenta e oito horas,
ou seja, a amostra controle apresentou maior concentracado de DNA em relagao

a amostra exposta ao reagente luminescente.
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Figura 8. Concentragdo de DNA (ng/ul) das amostras contendo
impregnacdao com sangue total em diferentes tempos de
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armazenamento. Azul, amostras expostas ao reagente; Em
cinza, amostras sem exposi¢c&o ao reagente.

0,017

0,00963

0,00476

0,00429

0,00421

0,00273

1:1000 1:10.0000  1:1.000.000

DNA -ng ul

Figura 9. Quantificagdo das amostras de DNA nas primeiras 48 horas da
aplicagdo do reagente, em relagdo ao grupo controle. Azul,
amostras expostas ao reagente; Em cinza, amostras sem
exposicao ao reagente.

Nas amostras diluidas, as de menores concentragdes, bem como sem
exposicdo ao reagente quimioluminescente, apresentaram maiores
concentragbes da molécula de DNA. Estes resultados podem ser observados

na Tabela 03 e na Figura 10.

Tabela 03. Quantificaggo do DNA em amostras contendo impregnacdo de
substancia hematéide com 30 dias de exposicdo ao reagente
quimioluminescente comparado ao grupo controle em diferentes
concentracdes.

AMOSTRA DILUIDA (ng  pl)
AMOSTRA  SANGUE TOTAL

(ng ul) 1:1000 1:10.000 1:1.000.000
Sem luminol 7,74 0,0154 0,00513 0,00328
Com luminol 2,41 0,000808 0,00267 0,00208
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Figura 10. Quantificacdo das amostras diluidas apds 30 dias da aplicagao do
reagente, em relagdo ao grupo controle sob mesmas concentragoes.
Azul, amostras expostas ao reagente; em cinza, amostras sem
exposigao ao reagente.

Apos a amplificacdo foi observado que nas amostras contendo sangue
total com 48 horas de armazenamento e sem exposigdo ao reagente
quimioluminescente, houve amplificacdo de todos os loci analisados, conforme

se evidencia na Tabela 04 e na Figura 18.

Ja nas amostras diluidas, observamos perfis que evidenciam
degradagdo da molécula de DNA, com perfil parcial nos loci analisados. Na
amostra diluida na propor¢do de 1:10.000 e 1:1.000.000 nado foi observado

amplificacdo em nenhum dos loci.

O perfil molecular da amostra controle sem a exposi¢cao ao reagente a
base de luminol foi utilizado como referéncia para o confronto com os perfis

moleculares observados nas demais amostras.

Tabela 04. Loci amplificados e alelos observados nas amostras contendo
impregnagcdo com sangue total e em diferentes diluicdes com 48
horas de armazenamento sem exposicdo ao reagente
quimioluminescente.
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Loci Alelos observados

Sangue total 1:1.000 1:10.000  1:1.000.000

D10S1248 14 - 15 14 -15-16 - -
VWA 16 — 17 15-16 -17 - -
D16S539 10 - 11 10 - 11 - -
D2S1338 25-25 25-25 - -
Amelogenina X=X X=X - -
D8S1179 10 — 11 10-11-12 - 12
D21S11 28 - 29 28 - 29 - -
D18S51 13-14 - - -
D2251045 11-16 11-16 - 17 - 16
D19S433 14 -14.2 - - -
THO1 6-9.3 6-93 - -
FGA 24 -24.2 - - -
D2S441 10 — 11 10 — 11 - -
D3S1358 15-15 15 - -
D1S1656 16.3 — 18.3 18.3 - -
D12S391 17 — 22 - - -
SE33 27.2-28.2 - - -

A Figura 11 ilustra o perfil molecular obtido da amostra identificada como
A2 - com 48 horas de armazenamento, sem o uso do reagente a base de
luminol da amostra com sangue total. Observa-se a amplificagdo de todos os
loci analisados com confirmacéo do género sexual do doador da amostra. Este

perfil foi utilizado como referéncia para as demais amplificacdes.

50



Applied
Biosystems 2013_AGHTD
B blappar I0owd2
Snmals ame Pansl S0 [ 50 |
NZE &2 WERISEls par el ud I [ | ]
| pizsizlE | | WA, | oi3ssa || C251353
T , 14C , C = 4 .
B ]
- 200 ‘
“ |
A . [l hl| I |I'|I ¥
1| [16 14| 25
1 1 1
15 [ 1= [11
HSC_a3 WGKIEClee_paral w2 [ ]
g Ca5117a Il D151 Cags1
T 14C C fracin 4t
1 1 1
Adirl
i 14 ‘
‘Rt “ | |
1 r—_— i
X 1n 28 15
1 1
I 0 14|
HSE_ a2 WGKZSEls parsl vk | | |
DE2E-045 | Digs4s | mHe || F3A
TC 14C zC Z=C 4
S
AR
i || | |
) AU A AL JiLs 1L
n s 14 g a1 [24]
1
142 22|
HSE A& HEKSElea parel w2 | ] |
| bemaad | pesisse || oesiese || L2831 | 1) |
TC 14C s ZEC 4
1 [} 1
2R
LU
Im | '\ i
[}
a LLERNEEY .-'-II-... 11 --Ilr-'lI | 2l 1] [T SRENE - -—II--J'\-.
10 15 1.5 17|22 22
I
11 185 282
FriJun 14,2013 Jic4E=0, ERT Print=d by: gmid Fape | of 1

Figura 11: Perfil molecular obtido da amostra identificada como A2 - com 48
horas de armazenamento, sem o uso do reagente a base de luminol
da amostra com sangue total. Observa-se a amplificacdo de todos
os loci analisados com confirmagao do género sexual do doador da

amostra.

Semelhante ao resultado das amostras armazenadas em 48 horas e

sem exposi¢ao ao reagente quimioluminescente, as amostras com 48 horas e



com exposi¢cao ao reagente a base de luminol e armazenadas pelo mesmo
tempo mostraram identidade de perfis, ou seja, amplificagcdo compativel em
todos os loci analisados (Tabela 05). O resultado da amplificagdo das amostras
diluidas em 1:10.000 e 1:1.000.000 foi negativo, ou seja, nenhuma amplificacéo
foi observada. Ja na diluicdo de 1:1000 observamos amplificacédo de alguns
loci, com a caracterizagdo do género sexual do doador da amostra, mas o
restante dos marcadores moleculares apresentaram o perfil observado

diferente do perfil referéncia, caracterizando degradagao da amostra.

Tabela 05. Loci amplificados e alelos observados nas amostras contendo
impregnacdo com sangue total e em diferentes diluicdes com 48
horas de armazenamento com exposicdo ao reagente
quimioluminescente.

Alelos observados

Loci Controle 1:1.000 1:10.000 1:1.000.000
D10S1248 14 - 15 15-16 - -
Vwa 16 — 17 14 - 15 - -
D16S539 10 — 11 11-12 - -
D2S1338 25-25 - - -
Amelogenina X=X X=X - -
D8S1179 10 — 11 10-12 - -
D21S11 28 - 29 29 -30 - -
D18S51 13-14 15 - -
D2251045 11-16 16 — 17 - -
D19S433 14 -14.2 14 - 15 - -
THO1 6-9.3 6 - -
FGA 24 -24.2 22 -25 - -
D2S441 10 — 11 11 - -
D3S1358 15-15 15-16 - -
D1S1656 16.3-18.3 12 - -
D12S391 17 - 22 - - -
SE33 27.2-28.2 - - -
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Ja nas amostras com 30 dias de armazenamento observamos o mesmo
padrdao de amplificacdo na amostra impregnada com sangue total sem
exposicado ao reagente. Ja nas amostras com diluigdo observamos perfis
moleculares degradados em quase todos os marcadores moleculares
analisados, ou seja, amplificacdo inespecifica, conforme mostrado na Tabela
06 e Figura 12.

Tabela 06. Loci amplificados e alelos observados nas amostras
contendoimpregnagao com sangue total e em diferentes diluigdes
com 30 dias de armazenamento sem exposi¢do ao reagente
quimioluminescente.

Alelos observados

Loci Sangue
total 1:1.000 1:10.000 1:1.000.000
D10S1248 14 - 15 14 -15-16 14 -15-16 14 -15-16
vWA 16— 17 14-15-16-17 14 -15-17 16 — 17
D16S539 10-11 10-11-12 11-12 10 — 11
D2S1338 25-25 16-18-25 16 -18-25 -
Amelogenina X=X X-X X=X X=X
D8S1179 10 — 11 10-11-12 10-11-12 10 — 11
D21S11 28 -29 28 -29-30 28 -29-30 28 -29
D18S51 13-14 13-14-15-16 14 13
D2251045 11-16 11-16-17 11 -16-17 11-16
D19S433 14-14.2 14 -14.2-15 14 -14.2-15 14 -14.2
THO1 6-9.3 6-9.3 6 6-9.3
FGA 24 -24.2 22-24-242-25 22 -
D2S441 10 — 11 10-11-11.3 10-11-11.3 10 — 11
D3S1358 15-15 15-16 15-16 15
D1S1656 16.3 -18.3 12-15-16.3 12-15-18.3 16.3-18.3
D12S391 17 - 22 17-18-19-22 17-18-19- 17 -22
22
SE33 272-282 15-242-272-282 15-272-28.2 -
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Ja nas amostras com 30 dias de armazenamento e expostas ao
reagente quimioluminescente observamos que as diluicbes mostraram perfis
moleculares incompletos e degradados em relagdo a amostra de sangue total
(Tabela 07 e Figura 12). A amostra de sangue total apresentou amplificacdo
em todos os marcadores moleculares com identidade de perfil com o doador.
Tabela 07. Loci amplificados e alelos observados nas amostras contendo

impregnagdo com sangue total e em diferentes diluicdes com 30

dias de armazenamento com exposicdo ao reagente
quimioluminescente.

Loci Alelos
Sangue total 1:1.000 1:10.000 1:1.000.000
D10S1248 14 -15 14 -14 15-16-18 12-15
vWA 16 - 17 - 14 -15 -
D16S539 10 — 11 - 11-12 11 -11
D2S1338 25-25 - 16 -18 22 -22
Amelogenina X=X X-X X-X X=X
D8S1179 10 — 11 - 12-12 12-13
D21S11 28 -29 - 29-30 -
D18S51 13-14 - 15-16 -
D2251045 11-16 - 15-16-17 -
D19S433 14 - 14.2 - 14 -15 14 -15
THO1 6-9.3 - 6-6 6
FGA 24 -242 - 22 -25 -
D2S441 10 — 11 11 -1 10-11-113 11-11.3
D3S1358 15-15 - 15-16 15
D1S1656 16.3-18.3 - 12-15 -
D12S391 17 - 22 - 18 -19 -
SE33 27.2-28.2 - 15-15 15-24.2
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Figura 12: Perfil molecular obtido da amostra identificada como B3 - com
30 dias de armazenamento, com o uso do reagente a base de luminol.
Observa-se amplificacdo inespecifica na maioria dos loci analisados com

confirmacg&o do género sexual do doador da amostra.

Nas amostras identificadas como controle negativo nao foi observado

amplificagdo de nenhum dos loci analisados (Figura 13).
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Figura 13. Perfil molecular obtido da amostra identificada como A7 —
controle negativo, com 30 dias de armazenamento, com o uso do
reagente a base de luminol. Observa-se auséncia de amplificagdo

em todos os loci analisados.
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Quanto ao numero total de loci amplificados, observamos que somente
nas amostras de sangue total - controle, ou seja, sem diluicdo do material,
foram observados perfis completos. Nas amostras diluidas, somente a amostra
com diluicdo de 1:1000, sem exposi¢cado ao reagente apresentou identidade no
loci da amelogenina. Nas demais amostras contendo diluigdo do material com
Oou sem exposi¢cao ao reagente quimioluminescente, comparadas aos perfis das
amostras controle, apresentaram auséncia de um perfil completo e ainda,
apresentaram perfil molecular degradado impossibilitando a realizacdo de

confronto de perfis genéticos (Tabela 08 e 09).

Tabela 08. Loci amplificados nas amostras contendo impregnacao de
substancia hematdide com 48 horas de armazenamento
comparado ao grupo controle em diferentes concentragoes.

Loci amplificados

AMOSTRA
Sangue total 1:1000 1:10.000 1:1.000.000
Sem luminol 17 01 - -
Com luminol 17 - - -

Tabela 09. Loci amplificados nas amostras contendo impregnacao de
substancia hematéide com 30 dias de armazenamento e expostas
ao reagente quimioluminescente comparado ao grupo controle em
diferentes concentracoes.

Loci amplificados

AMOSTRA
S Sangue total 1:1000 1:10.000 1:1.000.000

Sem luminol 17 01 01 01
Com luminol 17 01 - 01
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para comparacao dos dados foi utilizado o teste estatistico t student.
Para os valores quantificados de DNA em amostras com 48 horas de
armazenamento, com e sem exposicdo ao reagente quimioluminescente
comparado ao grupo controle e em diferentes concentragdes, ndo ha diferenga
estatisticamente significativa (p=0,51) nas amostras tratadas com luminol e
sem o reagente. As amostras com sangue total apresentaram 3.5 vezes mais
DNA naquelas ndo expostas ao reagente. Ja as amostras com diluicdo, a
estatistica revela que as diluidas na concentracdo de 1:1.000, mostrou 1.7
vezes mais DNA nas amostras ndo expostas ao reagente quimioluminescente
comparadas aquelas submetidas ao reagente. Nas amostras com diluicdo de
1:10.000, praticamente tem-se a mesma quantidade de DNA e nas amostras
diluidas em 1:1.000.000 tem-se 1.5 vezes mais DNA em amostras sem o

reagente.

Com relacdo a quantificacdo da concentracdo de DNA nas amostras
contendo impregnacgao de substancia hematéide com 30 dias de exposigédo ao
reagente quimioluminescente comparado ao grupo controle, ou seja, sem
exposicdo ao reagente, em diferentes concentracbes, ndo foi observado
diferenca estatisticamente significativa (p=0,53). As amostras impregnadas com
sangue total apresentaram 3.2 vezes mais DNA em relagdo aquelas néao
expostas ao reagente quimioluminescente. Ja nas amostras com diluigdo, as
amostras diluidas na concentragdo de 1:1.000, mostrou 1.9 vezes mais DNA
nas amostras sem luminol comparadas as submetidas a exposi¢do ao reagente
luminescente, bem como as diluidas em 1:10.000. As amostras diluidas na
concentracao de 1:1.000.000 foi observado 1.6 vezes mais DNA em amostras

sem a aplicagdo do reagente.
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6. DISCUSSAO

O laboratério de DNA Forense do ICLR possui uma grande quantidade
de casos considerados “fechados — amostra referéncia e questionada” e
“abertos — amostras questionadas” para analise, aliado a grande cobranga para
emissao de laudos desses casos. Fazendo parte dessa estatistica estdo casos
criminais em que o perito de local utilizou o reagente quimioluminescente e o
caso esta armazenado no laboratério aguardando a ordem cronoldgica de

analise.

Segundo Vaz (2008), Baraccati (2009) e Rabello (2011) o interesse
médico-legal da criminalistica reside no fato de se procurar vestigios
anatémicos, biolégicos ou humorais que permitam estabelecer a identidade do
autor do crime. Nas ocorréncias de morte violenta, a amostra sanguinea ¢ um
dos vestigios mais comuns em locais de crime sendo que em alguns locais

existe a tentativa de adulteragdo para se apagar os vestigios ali deixados.

As evidéncias recolhidas em locais de crime tém que ser analisadas. As
analises forenses baseiam-se, sobretudo, nas técnicas e métodos da
Imunologia, Quimica, Biologia Molecular, Quimica Analitica, Bioquimica, bem
como na Microscopia, Cristalografia, Cromatografia, Fluorescéncia,
Fosforescéncia entre outros (Vaz, 2008). Uma amalgama de principios de
técnicas que sdo adaptadas das outras ciéncias para ser possivel a sua
utilizagcao na area forense, uma vez que a amostragem €& bastante diferente da

das outras ciéncias (Vaz et al., 2009).

Contudo, problemas unicos podem suceder considerando que os
cientistas forenses lidam com amostras ou vestigios com histéria desconhecida
e muitas delas, degradadas, contaminadas ou outros desafios ambientais
(Bonaccorso, 2005.,Pardini 2005).

Adicionalmente, as quantidades de amostras recolhidas ndo sao as

ideais que permitam métodos analiticos ou clinicos estandardizados, portanto,
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os cientistas forenses véem-se obrigados a criar protocolos analiticos que vao
de encontro as suas necessidades/circunstancias especiais (Vaz, 2008; Khan,
2009).

Os testes presuntivos para detec¢cdo de sangue devem ser incluidos no
procedimento operacional padrao das equipes periciais, pois esta etapa é
sinbnimo de celeridade e economia na pericia realizada (Oliveira et al., 2012;
Ramos et al., 2012).

Portanto, faz-se necessaria uma analise mais minuciosa, com
isolamento do local do crime e a utilizagdo de reagentes quimioluminescentes
para se verificar o “modus operandi” utilizado no local. Shanan et al. (2007)
concluiu que o melhor teste presuntivo de sangue total foi no método em que

se foi utilizado o reagente a base de luminol.

A utilizagdo desses reagentes a base de luminol nos plantbes da Policia
Técnico-Cientifica € considerada de rotina proporcionando inUmeras respostas
em locais de crime. Barni et al.(2007) e Frigeri et al. (2013) relatam a relevancia
do reagente a base de luminol para area forense devido a sua alta
sensibilidade sendo um sistema para detecgdo de manchas de sangue latentes

de facil manuseio.

Resultados semelhantes também foram observados por Kalapothakis
(2011), Vidotto (2010) e Queiroz (2010) os quais relatam que o reagente
quimioluminescente é tido como a melhor escolha para detectar manchas de
sangue frescas e latentes e, para este Ultimo tipo, sua capacidade para
localizar manchas envelhecidas e nao visiveis a olho nu Ihe confere vantagem
frente as demais técnicas ndo quimioluminescentes, além de possuir alta

sensibilidade e limite de detec¢ao extremamente pequeno.

Na rotina pericial inumeras amostras sao analisadas com o objetivo de
se obter o perfil molecular, dentre elas, roupas com sangue ou sémen; sangue
coletado de armas ou de veiculos envolvidos em crimes; sangue revelado por
luminol em roupas, estofamentos ou outros revestimentos; esfregagos oral,
vaginal ou anal de vitimas de violéncia sexual; amostras encontradas em

corpos carbonizados ou em ossadas (Marluzzo, 2013).
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Doménico et al. (2012) relata a eficiéncia do reagente a base de luminol
na investigacdo criminal e seu mecanismo de agao. Através de diversas
pesquisas constatou-se que ele consegue detectar concentragbes
extremamente pequenas de sangue em diversas superficies, mesmo depois de
diversas lavagens e apds anos expostos a fatores ambientais. Rocquefelte
(2006) relata que somente a deteccdo visual ndo garante a tipagem de DNA
bem sucedida. Conclui que o novo reagente luminol tem se mostrado muito
eficaz em anadlises forenses para localizar manchas de sangue lavadas ou
diluidas sendo rotineiramente utilizado nas analises forenses de varios paises

como a Francga.

Santos (2011), Drotz (2008) e Nilsson (2008) também demonstraram
que o luminol é um composto eficiente para detectar manchas de sangue
frescas e latentes e, para este ultimo tipo é tido como a melhor escolha, pois
sua capacidade para localizar manchas envelhecidas e nao visiveis a olho nu
Ilhe confere vantagem frente as demais técnicas nao quimioluminescente, além

de possuir alta sensibilidade e limite de detec¢cdo extremamente pequeno.

Medir com qualidade é uma exigéncia da sociedade e, na rotina forense
considerada de triagem para os passos seguintes a extragdo, dessa forma,
esta demanda alcancga os produtos e servigos relacionados a Ciéncia Forense,
isto €, aqueles relacionados a aplicacdo de ciéncias a matéria ou problemas
legais, em especial penal. Entre essas ciéncias, atualmente, apresenta papel

de destaque a identificagdo humana por DNA (Garrido & Giovanellil, 2011).

As técnicas atuais de biologia molecular utilizadas em identificagao
humana demandam a prévia determinacdo da concentragdo do DNA. Com
isso, varios métodos sdo propostos para a quantificacdo desse material em
uma amostra. Contudo, a grande maioria dos métodos resulta em
determinacgdes relativas, com valor vinculado a um calibrador, tomado como
padrao (Vallone et al., 2006; Nielsen et al., 2008).

Todavia, uma das ferramentas mais utilizadas em laboratérios médicos e
forenses € a Reacdao em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real

(gPCR). Uma grande variedade de métodos de qPCR foram desenvolvidos nos
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ultimos anos, especialmente para uso em amostras forenses (Kline et al.(a),
2005).

Uma correta quantificagdo do material genético humano e essencial em
amostras forenses que, em geral sdo exiguas, deterioradas e contaminadas
com inibidores de PCR (Giovanelli, 2013). A exatiddo na quantificacdo da
amostra e também requisito essencial para as técnicas posteriores a extragao,
onde se determina o perfil genético. De forma bastante generalizada, uma das
técnicas utilizadas pelos laboratérios forenses € a amplificacdo do DNA por
meio de PCR com multiplos marcadores de short tandem repeats (STR) para

posterior separagao por meio de eletroforese capilar e analise (Butler, 2010).

Embora grande parte das analises forenses seja de natureza qualitativa,
muitas vezes medidas quantitativas em etapas prévias sao necessarias para
garantir a qualidade dos resultados obtidos. Especialmente na area de DNA
forense, cujo alto poder de individualizagéo e suficiente para garantir seu valor
probante, o rigor profissional deve ser ainda maior na obtencado de resultados
(Nielsen et al., 2008).

A quantificacdo do DNA utilizando-se a metodologia de PCR em tempo
real fornece uma quantificagdo dindmica superior aos outros métodos,
aumentando a objetividade da interpretacdo (Krenke et al.,, 2008). Analises
semelhantes desta metodologia realizadas por Sawazaki (2013) concluiu que
utilizar o sistema de PCR em Tempo Real com Tagman, pelo uso do sistema
com SYBR Green ou o BRYTTM Green, se revela um método de mais baixo
custo, altamente eficiente, permitindo a solicitacdo da ISO 17025 pelo
laboratorio.

Nas amostras impregnadas com sangue total, tanto nas armazenadas
por 48 horas quanto em 30 dias, com ou sem a exposicdo a reagentes
quimioluminescentes mostraram uma concentracdo de DNA maior em relacéo
as amostras diluidas. Este resultado também foi observado em relagao as
amostras diluidas, onde foi observado que, na medida em que se diluia a
amostra, uma menor concentracdo de DNA era obtida, além de ser encontrada
uma maior quantidade de DNA nas amostras nominadas controle em relagao

as amostras diluidas.
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Com a quantificagdo de todas as amostras pode-se inferir que ja nas
primeiras 48 horas de armazenamento, tem-se perda de material genético, e
essa perda se mostrou progressiva com o passar do tempo e com a aplicagéo
do reagente quimioluminescente, demonstrado nas figuras 12, 13 e 14. Esses
dados sugerem a degradacdo da molécula de DNA expostas ao reagente
quimioluminescente em relagdo ao grupo sem exposicdo. Resultados
semelhantes da quantificagdo apds a exposigao ao reagente luminol foram
obtidos por Almeida et al. (2010).

As amostras foram submetidas a PCR utilizando um sistema multiplex
para amplificagdo e eletroforese capilar para analise de perfil através de
eletroferogramas, com o intuito de se saber se, apesar desses resultados
quantitativos diferenciados, ainda se pode ter perfil genético satisfatdrio, bem
como, se os dados quantificados se confirmam através dos perfis. Sebastiany
(2012) e Bazzali (2009) relatam que os processos forenses necessitam de dois
ou varios dias para serem executados, sendo que o método multiplex gera um
rendimento substancialmente maior que as técnicas convencionalmente
utilizadas. Este disponibiliza implicagdes significantes de analises das amostras

forenses de baixo custo, e rapidez na disponibilizacdo dos resultados.

O desenvolvimento de protocolos de PCR multiplex e a implementagao
de ferramentas de software para apoiar a interpretacdo dos dados séao
necessarios para agilizar o processo e ajudar as técnicas de PCR a
estabelecer-se como a tecnologia de tipagem em DNA forense de rotina. O
sistema aumenta a velocidade, reduz custos e maximiza a eficiéncia nas
analises forenses, melhorando a resolugao e precisdo dos resultados (Bazzali,
2009).

Quanto aos perfis moleculares obtidos, as amostras impregnadas com
sangue total apresentaram perfis completos em todos os marcadores
analisados. O marcador de género sexual confirmou que a amostra era de um
doador do sexo feminino. A selecdo dos marcadores moleculares mini-STRs
em muito contribuiu para o sucesso desses perfis, que também foram

observados por Castro et al. (2008) no qual houve a geragao de produtos de
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amplificacdo muito maiores aos comparados, permitindo estudo e analise de

material degradado.

Resultados contrastantes com nossa pesquisa (Castro et al.,2008;
Almeida et al., 2010; Barabro et al., 2007, Shanan et al., 2007 e Doménico et
al., 2012), indicaram que nao existem diferengas entre os resultados de
amplificacdo das amostras sem o tratamento prévio com luminol e aquelas que
foram testadas com o reagente, o que comprova que o luminol ndo interfere na
analise de DNA por PCR.

Corroborando com nossos resultados, Doménico et al. (2012) e
Chemello (2007) relataram a sensibilidade do luminol pode chegar aos
impressionantes 1:1.000.000.000, mesmo em locais os quais tenham sido
lavados e que a reagao quimica n&o afeta a cadeia de DNA. Ja Nilsson (2006)
e Barni et al.(2007) relatam que o tratamento com luminol ndo parece ter um
efeito inibidor grave na analise por PCR. Existe um risco de degradacgéo do
DNA, que aumenta com a exposi¢cao prolongada da mancha de sangue

pulverizada com o reagente.

Experimentos realizados por Swango et al. (2013) mostram que o DNA
extraido a partir de amostras forenses se encontra com frequéncia em estado
de degradacao, o que afeta a anadlise de maneira significativa, resultados

também encontrados em nossa pesquisa.

Giovanelli (2013) e Curran (2009) mostraram que trabalhar com
concentracdes desconhecidas, ou nao confiaveis, pode acarretar em nao
obtencdo de resultados ou em resultados duvidosos. Para evitar tais
problemas, a produgdo de um Material de Referencia Certificado (MRC)

nacional para quantificacdo de DNA faz-se inadiavel.

A analise estatistica ndao demonstrou diferengca estatisticamente
significativa em relacdo ao tempo de exposicdo (48 horas e 30 dias) nas
amostras com e sem exposicdo ao reagente quimioluminescente. Ja na
quantidade de loci amplificados, as amostras diluidas apresentaram
quantidades distintas em fungdo da diluicdo sendo que as amostras mais
concentradas apresentaram um maior numero de loci amplificados. Foi

observado inespecificidade dos alelos amplificados, bem como, auséncia de
64



amplificacdo nos marcadores moleculares analisados nas amostras diluidas em

relagdo as amostras sem diluicéo.

Portanto, em fungdo dos resultados obtidos na quantificacdo de DNA
aliados a geracdo de perfis moleculares inespecificos, as evidéncias
hematoides de locais de crime expostas ao reagente quimioluminescente
devem ser analisadas o mais breve possivel, reduzindo ao maximo o tempo de
armazenamento para minimizar os efeitos do reagente sobre a molécula de
DNA, bem como a orientacdo para o perito criminal selecionar amostras mais

concentradas no local de crime para a obtencdo de um melhor resultado.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados, podemos concluir que nos intervalos de

armazenamento de 48 horas e 30 dias, foi observado que:

1. A quantificagdo do DNA extraido por PCR em tempo real revelou uma maior
concentracdo de DNA nas amostras com sangue total expostas ou ndo ao

reagente quimioluminescente, bem como nas amostras menos diluidas;

2. As amostras foram amplificadas utilizando marcadores moleculares do tipo
STR situados nos cromossomos autossOmicos (kit AmpFISTR® NGM
SElect™ PCR Amplification Kit - Applied Biosystems) obtendo perfis
completos e incompletos conforme a qualidade e quantidade de DNA da

amostra analisada.

3. O aumento do tempo de armazenamento, bem como a exposicdo ao
reagente luminol, proporcionaram a obtencdo de perfis incompletos e

ausentes.

4. As amostras impregnadas com substancia hematdide coletadas em locais de
crime expostas ao reagente luminol devem ser analisadas o mais breve
possivel diminuindo a auséncia de amplificacdo e a obtencdo de perfis

inespecificos.

5. Os resultados observados na quantificagdo de DNA por PCR em tempo real
tanto nas amostras armazenadas com 48 horas e 30 dias, bem como, nas
amostras concentradas e diluidas, nao apresentaram diferengas

estatisticamente significativas pelo teste estatistico t de student.

66



7. ANEXOS

ANEXO I. PROTOCOLO PARA PREPARAGAO DO LUMINOL

1. Adicionar o p6 de luminol ao liquido incolor contido no frasco borrifador;

2. Agitar até que o po se dissolva completamente, caracterizando o liquido
com uma cor amarelada.
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ANEXO Il. PROTOCOLO PARA EXTRAGAO DO DNA

O DNA foi extraido pelo método organico (fenol-cloroférmio), e purificado com
AMICOM ,conforme protocolos em anexo. (ANEXO 2).

1. Adicionar a um fragmento da amostra, 300 microlitros de Tampao de
Extragcdo de Manchas (SEB), 7,5 microlitros de Proteinase K e 11
microlitros de DTT — vértex por 10s;

2. Incubar a 56°C por 18-24 hs;

3. Retirar o vestigio (utilizar cesta separadora e centrifugar 5 minutos a 12
000 RPM);

4. Adicionar 300 microlitros de Clorofane a cada amostra utilizando pipeta
de repeticdo sem a necessidade de ponteira — vortex;

5. Centrifugar 5 minutos a 12 000 RPM;

6. Identificar igualmente dois tubos ependorf da caixa amicom e colocar o
tubo amicom em um deles. Tampar o outro e deixar para recuperagao
do DNA no final do procedimento;

7. Transferir a fase aquosa (superior) para a unidade concentradora
Amicon;

8. Centrifugar a 14 000 g por 20 minutos;

9. Adicionar 300 microlitros de &gua ultrapura A unidade concentradora
Amicon e centrifugar a 14 000 g por 20 minutos;

10.Adicionar 40 microlitros de agua estéril sobre o Amicon (Neste momento
troca-se de microtubo e vira-se a membrana concentradora);

11.Inverter o tubo Amicon, no eppendorf identificado anteriormente, e
recuperar o DNA centrifugado a 1 000g por 2 minutos e incubar a 56°

antes de amplificar.
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ANEXO lll. PROTOCOLO DE QUANTIFICAGAO

| Secretaria da Seguranga Publica e Justica
Superintendéncia de Policia Técnico-Cientifica
Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues

Laboratério de Biologia e DNA Forense

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO-
POP Analise de resultados da quantificacao de
DNA por PCR em tempo real utilizando o kit
Plexor HY (Promega)

POP N°

ICLR.SEBIO.0.63

REVISAO n° 0001

Pagina 69 de 110

1. Objetivos:
a. Geral: Sistematizar e padronizar a rotina de trabalho, contribuindo

para a melhoria na qualidade dos processos, favorecendo a

selecdo adequada de recursos e ferramentas necessarias a

execucao do servico, colaborando para aplicacdo das normas de

seguranca no ambiente de trabalho, facilitando o processo de

capacitacao profissional e a comunicacdo efetiva no local de

trabalho.

b. Especifico: Analisar os resultados da quantificacdo de DNA por

PCR em tempo real utilizando o kit Plexor HY (Promega).

2. Campo de Aplicagao:
Laboratério de DNA do Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues.

3. Definigoes, siglas e abreviaturas

DNA: acido desoxirribonucléico - composto organico que contém instrugoes

genéticas
PCR: reagdao em cadeia da polimerase

NTC: controle negativo da reagao (agua ultra-pura)

IPC: Controle interno de DNA para monitorar eficiéncia da amplificacdo e

detectar a presenca de inibidores.

Tm: Temperatura de anelamento ou melting

Ct: limite para detecgao de inicio de amplificagcdo do DNA (RFU)

RFU: nivel de fluorescéncia
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— NUmero de LD: numero de registro da amostra e do laudo de DNA

resultante.

4. Recursos necessarios:

— Computador acoplado ao equipamento iQ5 (Biorad) contendo os softwares
Bio-Rad 1Q5 e Plexor Analysis (Promega)

— Pen-drive formatado

— Computador contendo o programa Plexor Analysis (Promega) acoplado a
uma impressora.

5. Procedimento:

Exportar os resultados

5.1. Selecionar a op¢ao “PCR Quant” no canto superior esquerdo da tela. Na
funcao “Results”, selecionar “Background subtracted > “Analysis mode” ;

5.2. Selecionar “Results”. Os dados para o fluoréforo FAM estardo mostrados
numa planilha. Selecionar a aba “Amplification Data (RFU)” da planilha;

5.3. Para retirar o ruido, selecionar a opgao “Background subtract” no Analysis
mode que fica no lado direito da tela;

5.4. Iniciar o programa “Plexor Analysis” clicando na pasta “Plexor” que se
encontra no desktop do mesmo computador;

5.5. Clicar no aplicativo “Analysis”. O programa “Plexor(R) Analysis” abrira. Os
programas “Plexor Analysis” e “iQ5 Bio-Rad” deveréo estar abertos ao mesmo
tempo para a analise dos resultados.

5.6. No Menu principal, selecionar “File> Import New Run” ou clicar no icone

E’
. Uma nova janela se abrira.

5.7. Selecionar o equipamento clicando sobre “Biorad iQ5 (via paste)” (Figura
1

5.8. Se os fluoroforos nao estiverem visiveis, clicar em “add target” quatro
vezes. Preencher de acordo com a Figura 8, marcando “Amplification” e “Melt”
para todos os fluoréforos, exceto para o IC5, que sera a “passive reference”.

Clicar em “Next”. A janela “File Import” se abrira;
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=:| Plesar(tm) Analysic Saftware v1. 5.4.10

Assay Setup
In order o define the assay you wish to impod, pleasa specify tha following
parameters. (* = Raquired )

Assay Nane - Please enler the name of this assay

Institirrmeil ® - Pl solacd the suppoited nstiumesl Tor (his s
Eichiad Cycler K (wa paste]
EloRad 105
BicAad 105 (via pase)
| Capheid] SmartTpcEr

GO44TA

Figura 1. Importando os dados do programa iQ5 para o programa Plexor
Analysis.

5.9. Retornar para o programa iQ5 na aba “PCR Quant” do mdédulo “Data
Analysis”. Selecionar a aba “Amplification Data (RFU)” na planilha para o
fluoréforo FAM. O fluoréforo FAM corresponde ao DNA autossdmico, o CO560
ao cromossomo Y e o CR610 ao controle interno.

5.10. Selecionar todos os dados da planilha clicando no canto superior
esquerdo da planilha e depois utilizar o atalho Control + C para copiar os dados
(Figura 2 e 3);
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Figura 2. Resultados da quantificagdo no iQ5.

ﬂ-' Plexor{tm] Analysis Sollware v1.5.4.70
File Import

To i gt wour Q5 run, copythe "Data Table® O each dve fom the amplification and melt sleges and paste
tham mio the ables as labelad balow.

Furrpok i sk
FAM Cossl CREID 15
| PesteFromcigho... | | PastaFromcipbo.. | | PasteFromciobe.. | | PasteFromcicho.. |

cangel < Back

EA4ATA

Figura 3. Janela do programa Plexor Analysis para importagao dos dados.
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5.11. Na janela “File Import” do programa “Plexor Analysis” clicar em “Paste
from clipboard” para o fluoréforo FAM. Os dados da planilha serdo copiados
para o programa. Repita a operagédo para todos os fluoroforos, copiando os
dados da aba PCR Quant”;

5.12. No programa iQ5, selecionar a aba “Melt curve/peak”. Selecionar a aba
“-d(RFU)/dt”, localizado embaixo da tabela de resultados. Copiar os dados de
todos os fluoréforos para o “Plexor Analysis” como foi feito anteriormente para
os dados de amplificacao (Control+C/ Paste from clipboard) (Figura 4).
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Figura 4. Resultados de temperatura de Melting.

5.13. Quando todos os dados tiverem sido copiados do “iQ5” para o “Plexor
Analysis”, clicar em “Finish”.

5.14. Fechar o programa iQ5. A tela do termociclador passara da fungédo “Host
control mode” para a opgéo “Register user”;

5.15. Abrir o equipamento, levantando a alavanca e empurrando a tampa para
tras;

5.16. Retirar a placa do equipamento;

5.17. Descartar a placa em lixo biolégico;
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5.18. Fechar novamente o equipamento;

5.19. Desligar o equipamento, desligando primeiramente a parte de cima
(sistema de deteccdo) e depois a parte de baixo (termociclador);

5.20. Salvar os resultados da quantificacdo do programa “Plexor Analysis”
(extensdo do arquivo:.aan) para um pen-drive previamente formatado,
utilizando o nome da placa correspondente.

5.21. Fechar o programa “Plexor Analysis”;

5.22. Desligar o computador.

5.23. Em um computador da sala de peritos, salvar o arquivo de resultados
.ann em compartiihada>Biologia e DNA>DNA>PCR em tempo
real>Plexor>resultados.

5.24. Abrir novamente o aplicativo “Plexor Analysis” em compartilhada>Biologia
e DNA>DNA>PCR em tempo real>Plexor>Analysis.

5.25. No menu principal, selecionar File>Abrir. Escolha o arquivo desejado.
5.26. Utilizando os botdes da Tabela 1, definir as amostras como padrdes
(“Standards”), desconhecidas (“Unknown”) ou controle negativo (“non-template
control-NTC”). Selecionar os pogos e depois clicar nos botdes para definir as

amostras;

Tabela 1. Botdes e definicbes para analise no programa Plexor Analysis.

Botao Definigao
- - . . ~
| Definir cor da amostra para visualizagéo
UHE I Definir amostra como desconhecida (para analise)

@ Definir amostra como controle negativo — NTC
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Definir amostra como padrao

21081 Definir diluigdo seriada

\ Definir amostra como controle positivo
+
B

Criar curva padrao

5.27. Diferenciar as cores das amostras-padréo (verde), desconhecidas (azul) e

I
|

NTC (vermelho). Clicar em , selecionar a cor e depois, as amostras
correspondentes.

5.28. Ajustar a temperatura de desnaturacao (“melting temperature”) para os
fluoréforos FAM, CO560 e CR610. Selecionar a aba “PCR curves” e depois
selecione os pogos que contém a curva padrdo. Na janela “Melt curves”
posicionar o cursor sobre a linha da temperatura de desnaturagao esperada
(“expected target melt temperature line”), clicar e arrastar o cursor até o centro
da curva de desnaturacdo. A Tabela 2 mostra os valores de temperatura de

melting — Tm — esperados para as curvas de desnaturagio.

Tabela 2. Temperatura de desnaturagcado esperada para os fluoréforos FAM,
C0O560 e CR610.

Fluoréforo FAM (Autossémico)  CO560 (Y) CR610 (Controle interno)

Tm 79-81°C £ 1,5 81-83°C £ 1,5 79-81°C £ 2

5.29. Selecionar as amostras-padrao, clicando em . A janela de diluigéo
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seriada se abrira (Figura 5).

Assign Dilution Series

(%) Wertical Series

() Horizontal Series

Starting Concentration: | 50.0
Dilution Factor: | 5.0

() Increasing

(+) Decreasing

Apply [ Cancel

e
BEIETA

Figura 5. Janela de diluigdo seriada.

5.30. Na janela “Assign Dilution Series”, selecionar “Vertical Series”, “Starting
Concentration: 507, “Dilution Factor: 5” e “Decreasing”. Clicar em “Apply”.
5.31. Para criar uma curva padrdo, selecionar a aba “Standard curves”.

Selecionar as amostras padrdo, a aba do fluoréforo FAM, e entdo clicar em

+
seguida o botao :J “Add Standard curve”. A aba “Standard curve”
habilitara.
5.32. Selecionar a aba “Standard curve”. Na janela aparecera a curva padrao e
o coeficiente de regressao linear. A curva deve ter algumas caracteristicas
como R?>0,98 e Slope entre -3,1 e 3,7. O “Slope” ou inclinagdo da reta
representa a eficiéncia de amplificagdo, sendo que uma inclinagdo de -3,3
representa uma eficiéncia de 100%, ou seja, a duplicagdo dos produtos de
amplificacédo a cada ciclo.
5.33. Um R?<0,98 pode ser resultado de variagdo na diluigdo ou pipetagem
(comumente, o Ultimo ponto da curva). Se o valor de R? nao foi alcancado,
podem ser removidos até dois pontos que se distanciam da curva, para uma
maior precisdo dos calculos. Para remover um ponto, selecionar a amostra na

planilha na aba “PCR Curves” e a tecla “delete” do teclado do computador.
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Selecionar as amostras-padrao para uma nova curva e clicar novamente

\:
4I. Uma janela de confirmacéo ira aparecer. Clicar em OK. Para visualizar
a nova curva, selecionar a aba “Standard curves”.

5.35. Selecionar a aba “PCR curves”, fluoréforo FAM (DNA autossdmico),

+
selecionar todas as amostras da planilha e clicar novamente em ;I Uma
janela de confirmacao ira aparecer. Clicar em OK. Assim, todas as amostras
serdo quantificadas de acordo com as amostras-padrao na curva de regressao.
5.36. Repetir o procedimento do item anterior para os fluoréforos CO560 (DNA
masculino) e CR610 (controle interno).

5.37. Selecionar a aba “Sample IDs", uma planilha com o mapa das amostras
aparecera na tela.

5.38. Abrir o arquivo excel (xlIs.) correspondente a placa em questdo no
endereco compartilhada> Biologia e DNA> PCR em tempo real> Placas.

5.39. Copiar os nomes de cada amostra da planilha do excel para a planilha do
programa “Plexor Analysis”, célula a célula .

5.40. Selecionar a aba PCR curves. Nesta aba, € feita a analise de
amplificagao (Figura 6).

5.41. Na parte superior esquerda, visualiza-se o grafico com a curva de
amplificagdo. Deve ser feita para todos os fluoréforos. Para visualizar cada
amostra, clica-se na amostra da planilha. Varias amostras podem ser
selecionadas ao mesmo tempo, desde que a tecla control do teclado se
mantenha pressionada durante a selecdao. Quanto mais a esquerda a curva
exponencial da amostra, maior a quantidade de DNA. Ou seja, quando mais
rapido a amostra entra na funcdo exponencial de duplicacdo cortando o eixo
horizontal de Ct, mais DNA tem na amostra.

5.42. No grafico inferior, encontra-se a curva de melting. Esse grafico serve
apenas como controle de qualidade das amostras. Os picos das amostras
devem estar todas na regido azulada do grafico. A temperatura de melting é
humana especifica.

5.43. No lado direito, aparece os resultados da quantificacdo como uma

legenda dos graficos.
77



5.44. Para verificar a presenga de inibidores, selecionar cada amostra
individualmente na aba FAM juntamente com uma amostra padréao de
concentragdo semelhante. Em seguida, selecionar a aba CR610-IPC, verificar
se amostras cortam o eixo de Ct em pontos semelhantes (mesmo momento de
amplificacdo de DNA). Se cortarem em pontos semelhantes, significa que
houve amplificacdo normal e auséncia de inibidores. Se ndao houver corte da
amostra analisada ou houver em ponto distante em até dois pontos, significa
que nao houve amplificacdo do DNA da amostra e a presenca de inibidores.

Amostra com a presenca de inibidores necessitam ser novamente purificadas.
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Selecao de abas

e

Janela de curvas
de amplificagcéo

g4 #3 9z ai 0
R .

L] o Cal
4 0B AXd: T
Legenda do

rafico
Janelas de curvas 9

de melting (Resultados)

Planilha para selegao
de amostras

BTAETA

Figura 6. Tela de analise dos resultados da quantificacao.

5.45. Para gerar um relatério contendo os resultados da quantificagéo,
selecione “Forensics” no Menu e depois “Set STR normalization and IPC
Parameters”. Defina os valores para as variaveis de cada uma das funcoes:
“Autossomal STR”, “Y-STRs” e “IPC”. Os valores de STR autossémico e STR'Y
sao definigdes para planejar uma PCR (com definigdes do fabricante). O IPC é
o valor de tolerancia a presenca de inibidores, utiliza-se o valor de 2,0. Clicar
em “Apply”.

5.46. Para imprimir os resultados, selecione as amostras de cada LD, e em
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seguida no icone . Selecionar a improessora correspondente e clicar em

OK. As folhas devem ser arquivadas em cada pasta do caso.

6. Referéncias:

PROMEGA. Plexor® HY System for the Bio-Rad iQ™5 Real-Time PCR
Detection System. Instructions for use of products DC1000 and DC1001.

Technical Manual.

| Secretaria da Seguranga Publica e Justica

. POP N°
' uperintendéncia de Policia Técnico-Cientifica

1stituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues

ICLR.SEBIO.0.011
Laboratorio de Biologia e DNA Forense

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO- | REVISAO n° 0001
POP quantificacdo de DNA utilizando o Kit Plexor
HY (Promega) e o equipamento IQ5TM Real

Time PCR detection system (Bio-Rad) Pagina 79 de 110

1. Objetivos:
c. Geral : sistematizar e padronizar a rotina de trabalho, contribuindo

para a melhoria na qualidade dos processos, favorecendo a
selecdo adequada de recursos e ferramentas necesséarias a
execucao do servico, colaborando para aplicacdo das normas de
seguranca no ambiente de trabalho, facilitando o processo de
capacitacao profissional e a comunicagao efetiva no local de
trabalho.

Especifico: quantificar as amostras de DNA extraido total e masculino para

orientacdo no procedimento de amplificagao por PCR.

2. Campo de Aplicagao:
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Laboratério de DNA do Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues.

3. Definigoes, siglas e abreviaturas

— DNA: acido desoxirribonucléico - composto organico que contém instrugoes
genéticas

— Microtubos: tubos em polipropileno com tampa;

— Vortex: aparelho utilizado para a homogeneizagao e/ou agitagdo mecanica
de amostras.

— PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

— MI: microlitro.

- ng: nanograma.

4. Recursos necessarios:

— Amostras de DNA extraido;

— Estante para microtubos

— Agua ultra-pura;

— Kit plexor HY (PROMEGA);

— DNA masculino padrao 50ng/uL (acompanha o kit)
— Placa de 96 pocos para PCR.

— Fita selante de qualidade dtica.

— Espatula para vedacéo.

— Pipetas e ponteiras diversas.

— Instrumento de PCR em tempo real (1Q5).

— Software Plexor® Analysis.

5. Procedimento:

5.1. Registrar a placa com o nome das amostras a serem utilizadas no
procedimento, utilizando a planilha modelo salva em Biologia e
DNA>DNA>PCR em tempo real>PLACAS;

5.2. Imprimir uma copia;
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5.3. Organizar as amostras de DNA extraido em estantes de modo a facilitar a

sua localizagao correta no procedimento;

5.4. Retirar o DNA padrao e os demais reagentes do congelador até que estes
atinjam a temperatura ambiente; Centrifugar por 3-5 segundos utilizando

vortex;

5.5. Preparar, na sala de Pré-PCR, o mix de PCR com os reagentes descritos
na planilha (Plexor®HY 2X Master mix, Plexor®HY 20X Primer / IPC e agua
ultra-pura) de acordo com a quantidade de amostras (Tabela 1). Centrifugar por

3-5 segundos utilizando vortex;

Tabela 01. Preparo da reagdo de PCR para quantificagdo (para 2uL de DNA/

reacao).

Componente Volume (por reacao)
Plexor® HY 2X Master Mix 10uL

Plexor® HY 20X Primer/ IPC Mix 1uL

Agua ultrapure 7uL

Volume final 18uL

5.6. Pipetar 18uL de mix em cada pogo que sera utilizado na placa de PCR. E

importante seguir um Unico padrao de pipetagem e um unico pipetador;

5.7. Preparar, na sala de extracdo, a diluigdo seriada do DNA padrdo na
proporgao 1:5 em microtubos de 0,2uL, utilizando sempre a mesma agua, e

dispensar o DNA somente na parede do microtubo, tomando o cuidado de n&o

afundar a ponteira no liquido. Centrifugar por 3-5 segundos utilizando vortex

antes de remover a aliquota para cada nova diluigao (Tabela 2);
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Tabela 2. Diluigdes para a DNA padréo.

Concentragao Volume de DNA Volume de agua
50ng/uL Use o DNA né&o diluido OuL
10ng/uL 10uL do DNA néo diluido 40uL
2ng/uL 10uL da diluigdo 10ng/uL 40uL
0,4ng/uL 10uL da diluicdo 2ng/uL 40uL
0,08ng/uL 10uL da diluigdo 0,4ng/uL 40uL
0,016ng/uL 10uL da diluicdo 0,08ng/uL 40uL
0,0032ng/uL 10uL da diluicao 40uL

0,016ng/uL

5.8. Pipetar em duplicata, para as amostras-padrao, 2uL de cada diluicado nas

colunas “1” e “2” da placa de acordo com a figura abaixo (Figura 1). E

importante seguir um unico padrao de pipetagem e um unico pipetador;

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 50 ng/uL 50 ng/uL UNK UNK | UNK [ UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
B 10 ng/uL 10 ng/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
c 2 ng/uL 2 ng/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
D 0,4 ng/uL 0,4 g/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
E 0,08 ng/uL 0,08ng/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
F | 0,016 ng/uL 0,016ng/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
G | 0,0032ng/uL | 0,0032ng/uL UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK
H NTC NTC UNK UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK | UNK

Figura 1. Esquema da placa com as amostras e padrdes.
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5.9. Pipetar agua ultra-pura nos pogos H1 e H2 2uL;

5.10. Pipetar 2uL das amostras de DNA correspondentes da planilha, nos
pocos da coluna 3 a 12. E importante seguir um Unico padrdo de pipetagem e
um unico pipetador;

5.11. Vedar a placa com o selante, tomando o cuidado de segura-lo apenas
pelas laterais. A placa ndo pode encostar o fundo em lugar algum;

5.12. Fixar o selante com a espatula com o objetivo de vedar todos os pogos e
evitar a evaporacéao de liquido durante a PCR;

5.13. Retirar as laterais do selante;

5.14. Centrifugar rapidamente a placa para garantir a inexisténcia de bolhas e
para que o liquido esteja no fundo do pogo. As bolhas que se encontram na
parte superior do liquido sairdo quando a placa for aquecida, mas as bolhas
que se encontram no fundo dos pogos devem ser retiradas por centrifugagao;
5.15. Ligar o termociclador (iCycler) e a parte de cima do equipamento, onde se
encontra o sistema de deteccédo das fluorescéncias. Os botdes Liga/Desliga
encontram-se na lateral do equipamento;

5.16. Ligar o computador dedicado ao equipamento;

5.17. Abrir a parte superior do equipamento levantando a alavanca da tampa
do termociclador e empurrando-a para tras do equipamento;

5.18. Colocar a placa ja selada no equipamento. Verifique se o selo encontra-
se bem colocado;

5.19. Fechar a tampa do equipamento;

5.20. Iniciar o programa Bio-Rad 1Q5 clicando na tecla de atalho que situa-se
no desktop. Na tela do termociclador, a opg¢ao “Register user’ que se
encontrava piscando passara para a fungao “Host control mode”;

5.21. Selecionar, no modulo “Workshop”, “protocol” e depois o programa
“PlexorHY” (Figura 2);

83



Modulo “workshop”

Programa PlexorHY
Senp | WE Plais Summary | para selecionar

N RrCiac] | R Flae RS HOfHY.An
Polob g 2 Poralen & I adnin =
- AepatTe =
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Figura 2. Tela inicial do programa Bio-rad 1Q5.

5.22. Criar uma nova placa clicando no botdo “Create New”, que fica no lado
direito em “Select Plate Setup”>Create new (Figura 1). A janela “Plate septup
editor” abrira;

5.23. Selecionar, na placa virtual que aparece na tela, os pogos que serao
utiizados e identificar se s&o amostras, padrbes ou controle negativo
(unknown, standard ou NTC) utilizando os botbdes de fung¢des. Para selecionar,
clique no botdo xxx e em seguida no botdo correspondente ao tipo de amostra
(Tabela 3). No caso das amostras padroes, as replicatas devem ter o mesmo
numero. Os pocos de mesma numeracao e funcdo serdo considerados
replicatas pelo algoritmo;

5.24. Selecionar a opgéao Select/ Add fluorophores. Para o protocolo Plexor,
selecione FAM, CR610, CO560 e IC5. Clicar em OK (Figura 3);
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FS Bio Rad i)y - Fluor Selector

 Filter Pasition | Fluor | Selected Color =
T
SYBR
SYBR1
SYBR2
SYBR3
SYBR4
SYBRS

JOE
TET
¥IC
CO%0

OO0ROOOOO0OO0O0O0O

TAMRA

Fluor Name = {EFEE“]
Fiter Position: [ - | Corcel |
! Add Hew Fluor | |

BEGETA

Figura 3. Selecionando os fluoroforos.

5.25. Clicar sobre o fluoréforo no lado direito da tela e depois sobre o botao

_J para que o sistema de deteccdo faca a leitura dos fluoréforos
selecionados. Selecionar os pogos ou clicar no canto superior esquerdo da
placa virtual. A cor correspondente a cada um dos fluoréforos deve aparecer

em cada um dos pogos utilizados durante a quantificagao (Tabela 3 e Figura 4);

Tabela 3. Botdes utilizados para definir as configuragdes dos pocgos da placa.

Botées Definigcao

h‘ Bot&do usado para a selecdo dos pogos

e
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Amostra de DNA padréo

Controle negativo
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Figura 5. Criando uma nova placa.
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5.26. Selecionar nanograms, no canto direito da tela, na seg¢ao units. Logo
abaixo selecionar Dilution series e depois indicar para o programa os pog¢os da
curva padrao (replicates 1 a 7);

5.27. Colocar 50, na opgao “Starting concentration”. Na opg¢ao “dilution factor"
colocar 5. Selecionar “decreasing” e depois “Apply dilution series” para que o
algoritimo calcule as concentragdes de DNA da curva padrao;

5.28. Selecionar a opgao “Spreadsheet” para verificar as configuragdes no
formato de planilha;

5.29. Selecionar “Exit Plate Spreadsheet Editing” para voltar para a tela
anterior, se as configuragdes estiverem corretas;

5.30. Selecionar “Save & Exit Plate Editing”. Nomear a placa (ex.:
2011_Placa01);

5.31. Selecionar “Run”;

5.32. Selecionar “Collect well factors from experimental plate” (Figura 6);

Opcéo: “Collect well factors

= me=ma |1 TOM experimental plate”
e Persistent wellr

Aot Well Facters from Experisventl Plate I

Iniciar a corrida

Furming veser selex tea] Protooo] and Plete
Protocolo selecionado i

Galuckad Praboc: i PhazozeH. bma | | | [Suluctud Mabubiutig: | Placortivps
= Placa
| Okl Cycke 2 30 CrteanIx Sanple o | 2l Szl Type ¢ A
Step L Sep | Sepd stepd
[wEE 5.0 £ =0 [OFn | @osn | Ooun | @k |

R st i Sy T8 8 W N o2
it o e
f \ gEaaae
i S RGN HCY
' CHCRCN N
T . . ddddad
PR Mak Doka T o porabune: - T T P [ T
Co s ==l = L
—=T 3 1 1 L1} [ (e
— 1 o3 w0 o T O e
PR ] oy Ty Ty e T
o || ¢ EACIEICICE
s [ ageo;s

T137TA

A0 00T | Ze20E

Figura 6. Iniciando a corrida.
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5.33. Selecionar “Begin Run” (o sistema de detec¢do demora 15 minutos para
aquecer, se aparecer a janela de alerta, aguardar o tempo solicitado e clicar
novamente em “Begin Run”). Na tela aparecera a informagédo “Background
readings data...”, selecione “Yes”. Uma nova informagdo aparecera “Well
Factor data has exceded expiration time...”. Selecione “Yes”;

5.34. Na tela aparecera a janela “Monitor Run”, mostrando o andamento da
quantificagao;

5.35. Na tela do computador aparecera o tempo de duragao do experimento e o
horario de término, assim como as etapas em andamento;

5.36. Selecionar “Yes” (Figura 7), apds o término do experimento (aparecera na
tela do computador uma janela com a opgéo “Display completed run in data

analaysis?”) Fazer a analise dos resultados.

Run Status

g

9 , Completed
Y J
Display completed run in daka analysis?

Figura 7. Janela indicando o fim da corrida.

7. Referéncia:

PROMEGA. Plexor® HY System for the Bio-Rad iQ™5 Real-Time PCR
Detection System. Instructions for use of products DC1000 and DC1001.

Technical Manual.
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Applied Protocolo

Biosystems

POP

do Kit AmpF_STR® NGMTM

PCR Amplification

ANEXO IV. PROTOCOLO DE AMPLIFICAGAO

1. OBJETIVO: Estabelecer procedimentos para amplificacdo por PCR em multiplex
de 15 marcadores STRs mais o determinador de género amelogenina utilizando o
kit AmpF_STRe NGMmv PCR Amplification (P/N 4415020 - 200 reacgdes, P/N
4415021 - 1000 reagbes) da Applied Biosystems.

2. RESPONSAVEIS: Todos os coordenadores, colaboradores, estagiarios e
alunos do Centro de Treinamento Applied Biosystems (CTAB).

3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES :
I) Componentes do kit

O kit AmpF_STRe NGMtv é composto por:

REAGENTE CONTEUDO Quantidade 200 Quantidade 1.000
reacdes reacdes

AmpFISTR® Primers forward e reverse | ¢ ypo 1.0mL |1 frasco, 5.0
NGM  SElect™ para amplificar DNA L

€™ | humano m
Primer Set
AMpFISTR® Tubos de Master Mix |5 typos, 1.0 mL | 1 frasco, 10.0
NGM  SElect™ contendo enzima, sais, n L

e | ANTPs, proteina | €3¢ m
Master Mix carreadora, e 0,05% de

azida sédica

AmpFISTR® Escada alelica contendo | 1 typo, 50.0 uL | 1 tubo, 75.0 pL
NGM  SElect™ alelos amplificados
Allelic Ladder
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AmpFISTR® 0,10 ng/uL de DNA| 455 0.3mL | 1tubo, 0.3 mL
humano masculino 007

Control DNA 007 em 0,02% de azida

sodica e tampao

Il) Armazenamento
A tabela abaixo lista a temperatura de armazenamento para os componentes do
kit:

IMPORTANTE: Os fluoréforos anexados aos primers sao sensiveis a luz. Proteja o
tubo com AmpF_STRe NGM Primer Set da luz quando este ndo estiver em uso.
DNA amplificado, AmpF_STRe NGMrwm Allelic Ladder, e GeneScantv-500 LIZ Size
Standard também devem ser protegidos da luz.

Componente Temperatura
AmpF_STRe NGM Master Mix -15 a - 25.,C ao
receber,

AmpF_STRe NGM Primer Set
2 a 80oC apos uso

AmpF_STR® NGMTM Allelic Ladder inicial

AmpF_STRe Control DNA 2 a8.C

Fluxograma de trabalho:
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Extract DNA
(o= EXTRACAO DO DNA

PrepFiler™ Forensic DNA Extraction it

Quantify DNA

QUANTIFICACAO DO
W T

Genafmp® PCR System 9700 Thermal Cycler®

* AmpEfication should be performed on silver- or gold-plated sdver
Ofi-well blocks onfy.

A 4

Perform Electrophoresis

DNA
Cuanfifilar® Duo DNA Quantification Kit
Perform PCR
AmpFRESTR® NGM™ PCR AmpEfication Kit
PCR

" ELETROFORESE
= ale] &
AE| PRISM® Appied Biosysten
ABI PRISM® 310 3100431 00-Avant 51%-'313&:.? Sé-t:n:"—lbslé: @
Genetic Analyzer Genstic Analyzer Anahyzer
Analyze Data

— ANALISE DOS DADOS

Gensbapper® ID or Genelapper® I0-X Software

Preparo das Amostras

E importante que o DNA extraido esteja em quantidade suficiente para
amplificacdo conforme recomendado pelo manual do usuario do kit. Para tanto
deve ser escolhido protocolo de extracdo que garanta este rendimento. A
amplificacdo por PCR com o kit AmpF_STRe NGMtm requer 5 uyL de DNA a
concentracéo recomendada de 0,05ng/ pL. Se for necessario normalizagéo deve
ser utilizado Low TE buffer*.

* Low TE buffer (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,0). Vocé pode preparer o buffer
como descrito abaixo ou comprar da Teknova (Cat # T0223).

Como preparer o low TE buffer:

1. Misturar:

* 10 mL de Tris-HCI 1 M, pH 8,0 com
* 0,2 mL de EDTA0,5M, pH 8,0 em
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* 990 mL de agua destilada ou deionizada.
2. Aliquotar e autoclavar a solugao.
3. Estocar a temperature ambiente

Nota: o volume final em cada tubo de PCR é de 12,5 L.

lll) Preparo dos Mixes para PCR

1- Calcular o volume de cada componente do KIT , de acordo com o
numero de amostras:

REAGENTE VOLUME POR REACAO

AmpF _STRe NGM™ | 5 uL
Master Mix

AmpF_STRe NGM™ | 25 uL
Primer Set 2,5 pL

Inclua uma reagao adicional no calculo para fornecer um excesso de volume
para perdas que ocorra durante as transferéncias de reagentes.

2- Vortex os tubos com os reagentes e centrifugue, antes de pipetar o Mix.
3- Pipete os volumes do Mix em um tubo de tamanho apropriado.

4- Vortexe o mix e centrifugue.

5- Dispense 7,5 yL do Mix por pogo da placa ou por tubo de reagao.

6- Pipete as amostras de acordo com a tabela abaixo:

Amostra de DNA Volume

Controle negativo | Adicionar 5 pL de low TE

Sua amostra Diluir a amostra de maneira a obter 0,05 ng/pL.

Controle positivo | Combinar 5 uL do DNA controle 007 (0,1ng/pL) no Mix da
reacao para ter 0,5ng do DNA total na reagao do controle
positivo.

IV) Preparo da reagdao de PCR

Programe o termociclador com as seguintes condi¢des:
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Incubagao Ciclagem (29 ciclos) Extengao
inicial desnaturagdo | anelamento Final HOLD FINAL
HOLD ciclagem HOLD HOLD
95°C 11min 94°C 20seg 59°C 3min 60°C 10min 4°C

Importante: Se usar o GeneAmp PCR System 9700, selecionar o modo 9600
Emulation.

Quando a corrida estiver concluida, armazene o DNA amplificado, segundo as
condi¢des abaixo, protegendo-o da luz:

Tempo de armazenamento Condigoes
Menos que 2 semanas 2a8°C
Mais que 2 semanas -15a-25°C

Observagao: Os cartdes de coleta tratados FTAe podem ser usados para coleta,
armazenamento, e processamento de amostras biolégicas. Um pequeno pedaco
(punch) do cartdao contendo mancha de sangue, retirado com auxilio de
perfuradores especificos, pode ser colocado diretamente no tubo de amplificagao,
purificado, e amplificado sem haver transferéncia da evidéncia. Nossos estudos
tem indicado que um pedago do cartdo de 1,2 mm contendo mancha de sangue
contém aproximadamente 5 a 20 ng de DNA. De acordo com esta quantificagédo, o
numero apropriado de ciclos para esta grande quantidade de DNA é de 24 ciclos.
No entanto, é recomendado que cada laboratério determine o numero ciclos 6timo
com base em estudos de validagao interna.

V) VI) Preparo dos produtos de PCR para separacgao através de
eletroforese capilar

1. Reagentes Necessarios

Formamida Hi-Di™ (Aliquotar em tubos de 1,5 mL e armazenar em -15 a —25°C)
Genescan™ 500 Liz™ Size Standard (Armazenar em 2 a 8°C)

AmpF_STRe NGM™ Alellic Ladder (Armazenar em 2 a 8°C, ap0s a primeira
utilizagao)

2. Preparo da mistura de Formamida HiDi e Size Standard
1. Homogeneizar os reagentes acima com vortex e centrifugar rapidamente.

2. Preparar a mistura Formamida/Liz seguindo a especificagao abaixo:
¢ (No de amostras + 2) x 8,7 ul de Formamida Hi-Di™
¢ (Node amostras + 2) x 0,3 ul de Liz 500 Size Standard

3. Distribuir 9 yL da mistura de Formamida/Liz em cada poco da placa.
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4. Misturar o produto de PCR e adicionar 1 ul do produto em cada pogo usando a
micropipeta para misturar o produto de PCR com o Formamida/Liz. Para a amostra
da escada alélica, adicionar 1 uL da escada alélica na mistura de Formamidal/Liz.
5. Desnaturar as amostras a 95°C por 3 min.

6. Colocar no gelo por 3 min.

VI) Preparo do equipamento ABI PRISM 3130 para separacao dos
fragmentos de DNA

Modulo de corrida: HIDFragmentAnalysis36_POP4_1

Condigao da Injegao: — 3100-Avant e 3130 = 3 kV/5 sec
— 3100 e 3130xI = 3 kV/10 sec

Dye Set: G5
VII) Analise dos resultados utilizando o software GeneMapper ID v3.2
Analise dos resultados obtidos com os kits AmpF_STRe através dos softwares

validados para identificagcdo humana: GeneMapper ID v3.2 ou GeneMapper ID-X.

4. REFERENCIAS : Manual do usuério do kit AmpF_ STRe NGM PCR
Amplification (P/N 4425511 Rev. B 11/2009)

94



ANEXO V.

TABELA 10. loci e alelos do Kit AmpFISTR® NGM Select™

ALELOS Marcador DNA
Locus Localizagao/ Controle
cromossomo Escada Alélica 007
D10S124 10926.3 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 6-FAM™ 12,15
8
vWA 12p13.31 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 6-FAM™ 14, 16
D16S539 16924.1 5,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15 6-FAM™ 9,10
D2S1338 2q35 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 6-FAM™ 20, 23
Amelogen | X:p22.1-22.3 X, Y VIC® X, Y
n Y: p11.2
D8S1179 8qg24.13 8,910, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 VIC® 12,13
D21S11 21911.2-921 24,242, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, VIC® 28, 31
32,32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36, 37, 38
D18S51 18qg21.33 7,9,10,10.2, 11,12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 16, 17, 18, 19, VIC® 12,15
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
D22S105 22912.3 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 NED™ 11,16
D19S433 19q12 9,10, 11, 12,12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, 16.2, NED™ 14,15
17,17.2
THO1 11p15.5 4,5,6,7,8,9,9.3,10,11,13.3 NED™ 7,93
FGA 4928 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27, 28, 29, 30, NED™ 24, 26
30.2,31.2,32.2,33.2,42.2,43.2,44.2,45.2, 46.2, 47 .2,
48.2,50.2,51.2
D2S441 2p14 9,10, 11, 11.3, 12, 13, 14, 15, 16 PET® 14,15
D3S1358 3p21.31 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 PET® 15, 16
D1S1656 1942.2 9,10, 11, 12, 13, 14, 14.3, 15, 15.3, 16, 16.3, 17, 17.3, PET® 13,16
18.3, 19.3,20.3
D12S391 12p13.2 14,15, 16, 17, 18, 19, 19.3, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 PET® 18,19
SE33 6 42,6.3,8,9, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20.2, PET® 17,25.2

21,21.2,22.2,23.2,24.2,25.2,26.2,27.2,28.2, 29.2,
30.230.2,31.2, 32.2, 33.2, 34.2, 35, 35.2, 36, 37
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ANEXO VI

3.1 PCR quantitativo em tempo real (real-time PCR)

O século XX foi marcado por diversas descobertas cientificas. Contudo a
descoberta da molécula de DNA, nomeadamente a sua estrutura e a sua
fungao, tera sido uma das maiores revolugbes no dominio da Biologia, visto ter
possibilitado a compreensao dos mecanismos fundamentais da vida. Tal fato
aumentou a vontade de conhecer e compreender o genoma, estando ja
completamente sequenciados os genomas de diversas espécies, incluindo o do
Ser Humano. O estudo do genoma possibilitou e, ainda possibilita, a analise,
discussdo e compreensao dos fendbmenos da hereditariedade, da variabilidade
inter e intra-especifica, da erradicagao e/ou controlo de doencas, entre outros
aspectos (Pelt-Verkuil et al., 2008).

O aumento gradual do conhecimento da complexidade da molécula de
DNA e a constante exigéncia de meios diagnosticos cada vez mais rapidos e
especificos, conduziram ao desenvolvimento de diversas técnicas de
quantificacdo do DNA ao longo dos ultimos 50 anos. Destacam-se a Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e as numerosas variantes recentemente
desenvolvidas, entre as quais se evidencia a PCR em tempo real que tem
como principal particularidade a monitorizacdo em tempo real da amplificacédo
(Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008). Devido a rapidez, sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade da técnica, a PCR em tempo real é hoje em
dia fundamental em investigagdo médica, forense ou biotecnolégica. As suas
aplicagdes estendem-se desde a genotipagem e a quantificacdo da expresséo
génica até a toxicologia forense e a biosseguranga. Esta amplitude de
aplicagdbes € demonstrada pelo crescimento quase exponencial das
publicacdes cientificas baseadas nesta técnica desde a sua criagdo em 1993
(Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008; Oliveira, 2009).
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3.1.1 Contextualizagao histérica

O sucesso da amplificacdo de DNA pela técnica da PCR convencional
esta dependente de diversos fatores, como a presenga de inibidores, a
quantidade de DNA, o estado de degradacao do DNA, entre outros. Assim, a
necessidade de monitorizar em simultaneo a quantidade e qualidade do DNA
amplificado levou ao desenvolvimento de uma variante da técnica da PCR

convencional: a PCR em tempo real.

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa ou
PCR em tempo real quantitativa ou simplesmente qPCR ou RTQ-PCR, foi
descrita pela primeira vez em 1993, por Higuchi e seus colaboradores.
Montaram um sistema ao qual acoplaram uma camara de video, de modo a
monitorizar a PCR durante todos os ciclos. Este mecanismo permitia-lhes
detectar o aumento da fluorescéncia durante a reacéo, devido a ligagdo do
brometo de etidio as moléculas de DNA de dupla cadeia recém-sintetizadas
(Higuchi et al., 1993).

O procedimento é semelhante ao da técnica da PCR convencional
diferindo essencialmente numa caracteristica inovadora: a possibilidade de
quantificacdo em tempo real do DNA amplificado, em cada ciclo de
amplificacdo. Neste método, as fases de amplificagcdo, deteccao e
quantificacdo sao totalmente automatizadas, ocorrendo em simultaneo e em
tempo real (Heid et al., 1996). O sucesso da técnica rapidamente levou ao seu
aperfeicoamento. Para tal contribuiram, por exemplo, o desenvolvimento de
sondas de oligonucledtidos de dupla-hélice e a descoberta de que a Taq
polimerase possui atividade exonuclease 501-3[1. Na ultima década diversas
plataformas de instrumentacdo foram criadas e comercializadas, no entanto, a
maioria € composta por um termociclador, com sistema 6ptico para a excitagcao
e recolha da emissao da fluorescéncia e um computador com software proprio

para a aquisicao de dados e analise final da reagao (Mackay et al., 2007).
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3.1.2 Principios da técnica

O procedimento da técnica de PCR em tempo real segue o principio
geral da PCR convencional. Assim, apresenta as trés fases caracteristicas da
PCR: a fase de crescimento exponencial, fase de crescimento linear e fase
estacionaria. A primeira fase é bastante especifica e precisa. Ao final da fase
de crescimento linear os produtos da reagcdo sdo consumidos iniciando o
processo de degradacao. A fase estacionaria corresponde ao final da analise
devido ao elevado nivel de degradacao dos produtos da PCR. Os compostos
fluorescentes adicionados ao DNA geram um sinal de fluorescéncia que é
diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado ao longo das
diferentes fases e que podem ser representados graficamente como

demonstrado na Figura 3 (Chen e Janes, 2002).
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Figura 3 — Representacédo grafica das fases da PCR em tempo real.
(Adaptado de Kubista et al., 2006).

A fase de crescimento exponencial € considerada a melhor para se
estudar a reagao devido a elevada eficiéncia registada, uma vez que a relagéo
entre a quantidade de produto e do input de DNA é mais consistente. Por este
motivo os dados de fluorescéncia sdao geralmente recolhidos desde o inicio do

processo de amplificagao (Zaczek et al.,2010)
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A interpretagao dos resultados obtidos pelos equipamentos obriga a que
se definam conceitos especificos, como baseline, ponto CT e threshold. A
baseline corresponde ao limiar minimo de deteccdo de fluorescéncia do
instrumento sendo considerado “ruido de fundo” do equipamento. O ponto CT,
denominado na literatura como cycle threshold, corresponde ao numero de
ciclos necessarios para que a fluorescéncia da reacao seja detectavel. Trata-se
de um ponto a partir do qual a fluorescéncia detectada ultrapassa o limiar da
fase exponencial, conhecido também na literatura como threshold, definido
automatica e arbitrariamente pelo software do equipamento em fungdo da
baseline (Pienkowski et al. 2010; Blackshaw et al. 2010).

O valor minimo de CT €& dependente da quantidade de moléculas
presente no inicio do processo de amplificagdo, o que significa que um menor
numero de moléculas inicialmente representa um maior numero de ciclos
requeridos para gerar um aumento exponencial do sinal da fluorescéncia que
seja significativamente superior a baseline (Heid et al., 1996; Kubista et al.,
2006; Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008). Na maioria dos protocolos
da PCR em tempo real, o valor CT varia entre 17 ciclos (aproximadamente 10
milhdes de moléculas iniciais) e 37 ciclos (aproximadamente 1 molécula inicial)
como € demonstrado na Figura 4 (Pelt-Verkuil et al., 2008).
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Figura 4 — Representagédo grafica dos resultados da amplificagdo em tempo
real em funcado de diferentes teores de moléculas de DNA iniciais
(Adaptado de Pelt-Verkuil et al., 2008).

A eficiéncia (E) da amplificacdo é fundamental para o sucesso da
técnica. Esta deve variar idealmente entre os 90% e 100% (-3.6 > declive > -
3.1), podendo ser determinada através de métodos diversos. O mais simples
baseia-se na equacao: E = 10(-1/declive)-1 (Pelt-Verkuil et al., 2008).

A eficiéncia da amplificagdo pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo o comprimento do amplicom, existéncia de estruturas secundarias na
amostra, qualidade dos primers usados, procedimentos laboratoriais incorretos,
presenga ou utilizagdo de inibidores da PCR (hemoglobina, ureia, heparina,
glicogénio, gorduras, ions calcio, etc.), presenca ou utilizagdo de promotores da
PCR (glicerol, DMSO, BSA, proteina gene 32, Taq Extender, E.coli ss DNA
binding), entre outros (Pelt-Verkuil et al., 2008).

3.1.3 Tecnologias e métodos de detecgao

A andlise in vitro dos produtos da amplificagcao por PCR em tempo real é
concretizada através da utilizacdo de compostos fluorescentes. Diversos
protocolos tém sido desenvolvidos para permitir a detecgdo dos produtos da
PCR, ao longo da amplificagdo. Todos os protocolos requerem o uso de um
termociclador de PCR em tempo real especifico, bem como capilares de vidro
onde se desenvolve a reacdo em cadeia da polimerase. Estes equipamentos
incluem ainda um sistema 6ptico, uma fonte de iluminagao ultra-violeta e um

detector de fluorescéncia (Schulz et al., 2006).

O termociclador procede as oscilagoes de temperatura necessarias para
a concretizagdo dos trés ciclos da PCR. As variagbes da temperatura sao
obtidas através da circulagado de ar aquecido a partir de uma bomba de calor e
controladas numa camara técnica. Esta reacdo ocorre em capilares de vidro de
borosilicato, que apresentam uma superficie especifica elevada para que

ocorra um equilibrio rapido entre a temperatura do ar e os componentes da
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reacdo. Desta forma, um ciclo de amplificagao pode ser concluido em menos
de 30 segundos. As propriedades opticas do vidro de borosilicato estédo
optimizadas para a quantificacdo da fluorescéncia. A unidade O6ptica do
aparelho pode ser constituida por seis ou sete canais de deteccdo que medem
a luz emitida em comprimentos de onda diferentes. Os resultados da
fluorescéncia medida podem ser monitorizados a cada instante no computador

gue se encontra ligado ao sistema (Silva et al., 2007; Schroeder et al.,2003).

Os métodos quimicos de fluorescéncia utilizados na PCR em tempo real
sdo hoje em dia diversificados, recorrendo todos eles a um composto
fluorescente cujo sinal é passivel de ser detectado por um laser do
termociclador ao longo do processo. De acordo com a literatura, estes métodos
podem ser agrupados em dois grandes grupos de acordo com o tipo do
composto fluorescente e respectivo comportamento durante o processo.

Serdo considerados o0s seguintes grupos de compostos: corantes
intercalantes e sondas de sequéncia especifica (Mackay et al.,, 2007; Pelt-
Verkuil et al., 2008)

3.1.4 Corantes intercalantes

Os corantes intercalantes sao fluorocromos sem especificidade para
uma sequéncia particular de DNA, que se intercalam na dupla cadeia de
qualquer produto da PCR permitindo a sua detec¢do. Contudo o correto design
dos oligonucleotideos iniciadores confere elevada especificidade da deteccédo e
quantificacdo a estes métodos. Neste dominio, a primeira tecnologia
desenvolvida foi patenteada pela Molecular Probes®, Inc, em 1990, sendo
denominada de SYBR® Green. Recentemente foram desenvolvidas novas
moléculas: a LCGreen® Plus (Idaho Technology) e a EvaGreen® (Biotium Inc)

(Romanova,et al., 2009).

SYBR® Green

A tecnologia SYBR® Green baseia-se num conjunto de moléculas com a
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capacidade de se ligar de forma covalente a dupla cadeia de DNA e quando
excitadas emitem uma fluorescéncia verde que é medida e convertida numa
quantidade de DNA (Fig. 5). Esta tecnologia beneficia do fato das moléculas
SYBR® Green néo interferirem com a atividade da maioria das nucleases e das
DNA polimerases e de aquelas apresentarem elevada afinidade com a dupla
cadeia de DNA, o que € bastante util na deteccao de amostras de DNA com um

baixo numero de copias (Mackay et al., 2007).

No inicio do processo a fluorescéncia é reduzida, visto que as moléculas
SYBR® Green livres nao estido ligadas ao DNA de dupla cadeia e como tal, o
sinal produzido € minimo. Ao longo do processo, apds a detecgao dos primers,
quantidades crescentes dos fluorocromos ligam-se a dupla cadeia de DNA pré-
sintetizada pela enzima Taq DNA polimerase. No fim da fase de extensao de
cada ciclo, a fluorescéncia € monitorizada e quantificada e, consequentemente
o DNA amplificado é determinado (Correia, 2007; Mackay et al., 2007).

A literatura refere que o coreto desenho dos oligonucleotideos
iniciadores torna-se determinante na especificidade do DNA a amplificar.
Contudo, alguns estudos demonstraram que a SYBR® Green liga-se
preferencialmente a produtos da PCR cuja temperatura de desnaturagao seja
superior, indicando a sua potencial preferéncia por regides ricas em guanina e
citosina. Desta forma, a especificidade dos resultados deve ser validada

através de uma analise da
temperatura de melting (Correia, 2007; Mackay et al., 2007).

Como acontece com qualquer ligacao da molécula de DNA, o SYBR®
Green pode causar mutagdes e trata-se de um possivel agente cancerigeno,
no entanto é mais seguro e mais facil de eliminar comparativamente ao
brometo de etidio (Mackay et al., 2007).
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Polymerase

Figura 5 - Representagdo da molécula SYBR® Green (azul) intercalada na
dupla cadeia de DNA (verde). (Extraido de (A) -
http://www.fleury.com.br/Medicos/SaudeEmDia/ManualHematologia/pages/PCRQuantitativoemT
empoReal- TimePCR.aspx, acedido a 26.11.2009; (B) -
http://homepages.strath.ac.uk/~dfs97113/BB310/lect403.html, acedido a 14.12.2009).

A tecnologia SYBR® Green apresenta como principais vantagens a
grande sensibilidade, o reduzido custo e a facilidade de manuseamento. Em
contrapartida, apresenta como principal desvantagem a possibilidade de
ligacdo a todo o DNA em cadeia dupla, durante a reagdo de polimerizagao,
incluindo os dimeros de iniciadores e outros produtos nao especificos, o que se
pode traduzir numa subestimagdo da concentracdo do fragmento alvo. Além
disso, a detecgcdo com SYBR® Green exige uma optimizagdo extensiva, uma
vez que nao é especifico para uma determinada sequéncia de DNA. Desta
forma, torna-se imperativo o acompanhamento dos ensaios de forma a validar
os resultados (Mackay et al. 2007; Oliveira 2009).

Sondas de sequéncia especifica

As sondas, lineares ou em alga, sdo oligonucle6tidos que requerem um
fluorocromo que é adicionado a uma sonda com especificidade para uma dada
sequéncia de DNA e que detectam exclusivamente a dada sequéncia em todos
os produtos da PCR (Watrob et al., 2003).

Estas tecnologias permitem que o resultado possa ser monitorizado em
tempo real, através do computador da plataforma de instrumentacdo. A
transferéncia de energia de um marcador fluorescente para um segundo,
conceito denominado na literatura inglesa como Fluorescence resonance
energy transfer (FRET), € uma propriedade que depende da interacgéo

molecular entre dois fluorocromos (molécula repérter e molécula quencher) e é
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determinada pela distancia fisica entre as duas moléculas (Pelt-Verkuil et
al.,2008).

A emissdo de energia do repdrter (molécula dadora) é absorvida pelo do
quencher (molécula receptora) levando ou a extingdo da fluorescéncia ou ao
autoquenching. Este efeito de quenching muatuo (entre as duas moléculas) é
determinado pela sua sobreposigcdo espectral (comprimento de onda a que
ambas emitem ou absorvem radiacdo) e pela distancia fisica entre ambas (Fig.
4). A distancia critica entre os dois fluorocromos pode variar desde poucas
unidades de Angstroms (o equivalente a dimensao de um unico nucleétido) até
ao comprimento de diversos nucleotidos que determina a quantidade obtida de
guenching. Uma vez excedida esta distancia critica, a fluorescéncia da
molécula repérter deixara de ser absorvida (Watrob et al., 2003; Pelt-Verkuil et
al.,2008).

Nucleotideos especificos do produto da PCR

v

Fluorescent
Reporter Dye

Quencher Dye

Figura 6 — Representacdo de um oligonucledtido com estrutura terciaria tipo
hairpin-loop utilizado como molecular beacons (Adaptado de
http://www.bio.davidson.edu/Couses/genomics/method/beacon1.gif,
acedido a 10.02.2010).

As moléculas reporter e quencher estdo posicionadas em ambas as
extremidades do oligonucleétido permitindo assim, que os fluorocromos
estejam bastante proximos um do outro. Os molecular beacons néo
hibridizados retém a estrutura hairpin-loop, o que demonstra que nenhum sinal
fluorescente emitido pela molécula repérter € absorvido devido a forte

proximidade da molécula quencher. Os molecular beacons hibridizados até
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uma dada regiao complementar do DNA alvo adoptam uma estrutura linear, em
vez da estrutura hairpin-loop, com a consequéncia de que ambas as moléculas
fluorescentes permanecerao espacialmente afastadas. Este facto provocara
uma significativa redugao da actividade de absor¢do da molécula quencher, e
consequentemente a fluorescéncia escapara e sera registada (Watrob et al.,
2003; Pelt-Verkuil et al., 2008).

Na pratica, esta tecnologia tem sido utilizada para quantificar e
caracterizar DNA alvo amplificado, bem como, monitorizagdo de polimorfismos
genéticos em organismos (exemplo: SNPs ou polimorfismos de nucleétidos
unicos (Pelt-Verkuil et al., 2008).

Existem varios tipos de molecular beacons, nomeadamente, os primers
»ocorpionl] e “Sunrisel! ou tecnologias derivadas daquelas, como as sondas
TagMan®.

Sondas TagMan®

A tecnologia TagMan® é uma variagdo dos molecular beacons,
desenvolvida por Perkin Elmer e descrita por Holland e colaboradores, em
1991, que langou a base das oligosondas fluorogénicas. Esta destina-se a
deteccdo de sequéncias especificas nos fragmentos de DNA amplificados na
PCR (Holland et al., 1991; Pelt-Verkuil et al., 2008).

A deteccao e monitorizacdo da actividade exonucleotidica 5’-3’ da Taq

DNA polimerase é fundamental nesta tecnologia, sendo utilizados para tal, dois
primers especificos de uma determinada sequéncia de DNA e uma sonda
Tagman® homodloga a regido do fragmento de DNA entre os primers (Mackay
et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

A sonda apresenta na extremidade 3’ uma molécula que aceita a energia
da molécula repoérter e a dissipa na forma de luz ou calor, designada na

105



literatura como quencher e na extremidade 5’ um fluorocromo repérter (Heid et
al., 1996; Pelt-Verkuil et al., 2008). A proximidade fisica da molécula repérter e
do quencher no principio da analise suprime a detecgdo da fluorescéncia
daquele pela transferéncia de energia Forster (Pelt- Verkuil et al., 2008;
Oliveira, 2009). Na fase de hibridagdo do PCR, as sondas vao-se ligar a
sequéncia alvo com a qual apresentam uma total complementaridade (Fig. 7).

Posteriormente, as sondas TagMan® hibridizam e s&do detectadas pela enzima
Taqg DNA polimerase que a hidrolisa pela sua actividade exonucleotidica 501-31]
(Fig. 8). Este processo conduz a separagao do quencher da molécula reporter,
durante a extensdo resultando num aumento exponencial da intensidade de
fluorescéncia até um ponto onde pode ser detectado, ultrapassando o limiar CT
(Novais e Pires-Alves 2004; Ferro 2005; Pelt-Verkuil et al., 2008). E possivel
entdo estabelecer uma relagao inversa entre o numero de moléculas de DNA
iniciais na reagao e o valor de CT, que € a base para os calculos na PCR em

tempo real. (Alonso et al., 2003).

Figura 07. Hibridacdo das sondas TagMan®. R: molécula reporter (emite
fluorescéncia), Q: Quencher (absorve fluorescéncia da sonda
intacta) (Adaptado de
http://www.ibb.unesp.br/extensao/acidos_nucleicos/material_didatic
0_2009/13_PCR_tempo_real.pdf, acedido a 26.11.2009).
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Figura 08 — Hidrolise das sondas TagMan®. R: molécula reporter (emite
fluorescéncia), Q: Quencher (absorve fluorescéncia da sonda
intacta) (Adaptado de
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http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Pierce/re
altimepcr.htm, acedido a 10.02.2010).

O recurso a sonda TagMan® provou ser um método muito
especificopara determinar a presenca ou auséncia de sequéncias especificas.
Trata-se de uma tecnologia bastante rapida, com elevada sensibilidade e

precisao e menor risco de contaminacgao.

Além do mais, € uma técnica que pode ter viabilidade de automatizagao,

nao necessita de processamento da amostra pos-PCR e permite que diversos

tipos de analises sejam realizados simultaneamente. Contudo é um método
relativamente dispendioso, pelo fato de exigir duas moléculas (reporter e
quencher) ligadas as extremidades da sonda, e complexo em termos de
planeamento pois requer uma amplificacédo e uma hidrélise eficientes (Novais e
Pires-Alves 2004; Mackay et al., 2007; Oliveira, 2009).

3.1.5 Analise dos resultados obtidos

A analise das curvas de melting € uma abordagem classica largamente
utilizada para proceder a analise dos resultados obtidos na PCR em tempo
real. Estas curvas representam a temperatura em fungdo da fluorescéncia e
dependem do tamanho e composicdo em bases do produto amplificado.
FreqUuentemente obtém-se através de aumentos sucessivos da temperatura
nos poc¢os da reagao até se perder a fluorescéncia devido a desnaturacdo do
DNA. Quando se atinge a temperatura de melting da sequéncia alvo observa-
se uma quebra abrupta da fluorescéncia; caso se observem diminui¢des
adicionais da fluorescéncia tal pode representar contaminacdo ou insuficiente
especificidade dos parametros do PCR. A temperatura de melting de cada
produto de amplificagdo depende do seu conteudo em guanina e citosina
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(G+C), comprimento e caracteristicas da sequéncia, permitindo distinguir
diferentes produtos da PCR. Este método tem sido utilizado para avaliar a
extensdo de potenciais ligagdes n&o especificas do corante a qualquer produto
de dupla cadeia, incluindo dimeros de oligonucleotideos iniciadores (artefato
originado pela interacgao de dois primers durante a fase de extensao do PCR,
com subsequente formagao de um produto da PCR pela extensao a partir da
extremidade 3/1 de um ou de ambos os primers) e produtos de amplificagdo
nao especificos (Espy et al., 2006; Mackay et al., 2007).

As principais vantagens das curvas de melting estao relacionadas com a
possibilidade da confirmacao da(s) sequéncia(s) do(s) produto(s) da PCR, com
a sua alta especificidade (cada produto tem a sua prépria temperatura de
melting), com o reduzido risco de contaminagéo (o capilar utilizado é fechado),
com o facto de diferenciar produtos da PCR especificos dos inespecificos e
com a possibilidade de caracterizar polimorfismos de insercao/deleccéo,
genotipar SNPs e detectar mutagdes (Espy et al., 2006; Carvalho, 2007;
Mackay et al., 2007).

Analise HRM

A analise HRM (High Resolution Melting) € um método pos-PCR
bastante recente, homogéneo, rapido, simples e que se realiza em sistema
fechado, que foi desenvolvido tendo por base as enormes potencialidades da
andlise classica das curvas de melting. E uma técnica que consiste na
caracterizagcao de amostras de DNA de acordo com seus comportamentos de
dissociacao durante a transicdo de DNA dupla cadeia para DNA de cadeia
simples com o aumento da temperatura, recorrendo a corantes fluorescentes
intercalantes que se ligam ao DNA de dupla cadeia, sendo o fendmeno
monitorizado através da PCR em tempo real( Ruan et al.,2010; Nagy et al.,
2009).

Estes corantes apresentam baixa toxicidade para a reacdo, podendo,
portanto, serem usados em concentragdes elevadas a fim de saturar toda a

dupla cadeia de DNA das amostras. Isso significa, que os sinais de
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fluorescéncia medidos tém maior fidelidade (sensibilidade e resolugao),
aparentemente devido a menor proporcdo de redistribuicdo de corante das
regides desnaturadas para aquelas ainda em dupla cadeia (Romanova et al.,
2007).

Durante a PCR, quando ocorre a desnaturagao do DNA a fluorescéncia
desaparece originando a curva de melting. As diferencas da composicao de
bases do DNA podem ser detectadas e comparadas pela curva e temperatura
de melting (Tm). A andlise dos dados é feita com um software especifico
(Reed, et al., 2004; Krypuy, et al., 2006; Herrman et al., 2007; Tesoriero, 2008;
Villela et al., 2010).

Para cada sequéncia existe uma curva padrao e temperatura de melting
especifica (Figura 09). Tal fato faz com que esta técnica apresente uma vasta
gama de aplicagdes, nomeadamente detecgdo de mutagdes, triagem de
heterozigotias, genotipagem, caracterizagdo de blocos de haplétipos, analise
de metilagdo de DNA, mapeamento de DNA, prevaléncias alélicas numa
populagao e identificagdo de espécies (Herrman et al., 2007; Tesoriero, 2008;
Villela et al., 2010).

EEm
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Figura 09 — Curva HRM. O grafico demonstra um decréscimo na fluorescéncia
quando ocorre a passagem da estrutura em cadeia dupla para a
cadeiasimples. Vermelho = homozigético com guanina; verde =
homozigo6tico com adenina; azul = heterozigético (Adaptado de http://
www.appliedbiosystems.com, acedido a 12.12.2012).

3.1.6 Quantificagao dos resultados da qPCR
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Apos a deteccdo e amplificagcdo do DNA é necessario quantifica-lo. A
técnica da PCR em tempo real permite que a quantificacdo do DNA possa ser
realizada de forma absoluta ou relativa. Assim, recorre-se frequentemente a
dois métodos para quantificar os resultados da PCR em tempo real: o0 método
da curva padrdao e método da comparacdo do limiar da fase exponencial
(Makay et al., 2006; Pelt-Verkuil et al., 2008).

Na quantificacdo absoluta determina-se o numero exacto de moléculas
(numero de copias de DNA ou nanogramas de DNA). Regra geral,trata - se de
um meétodo de determinagc&do da concentragao inicial de uma dada a mostra de
concentracdo desconhecida a partir de uma curva padrao, obtida apds diversas
analises precisas e consistentes em amostras de concentragcdo conhecida.
Para tal, o valor de CT (de uma dada amostra de concentragdo desconhecida)
€ projectado num grafico CT em funcgao do logaritmo da concentragdo de DNA,
onde esta representada a curva padrdo, e a partir da qual se extrapola a

concentracdo de DNA da amostra em questdo (Moore., et al. 2010).

O método mais utilizado para quantificagao relativa € o da comparacao
do limiar da fase exponencial (threshold), sem recurso a curvas padrao. Este
método consiste na comparagdao dos valores CT das amostras com um
controle. Os valores de CT de ambos (amostra e controle) sdo normalizados a
um gene endogeno apropriado. O método comparativo CT também é
conhecido como o método 2—AACT, onde AACT=ACTamostra - ACTreferéncia.
Nesta equagdo ACTamostra € o valor de CT para qualguer amostra
normalizada (ao gene apropriado) e ACTreferéncia é o valor de CT para o
controlo normalizado (ao gene apropriado). Para que o calculo de AACT seja
valido, a eficiéncia da amplificacdo da amostra alvo e da referéncia endégena
deve ser aproximadamente igual. Tal pode ser estabelecido visualizando a
variagdo do ACT de acordo com a diluigdo do modelo (Livak e Schmittgen,
2001; Mackay et al., 2006; Pelt-Verkuil et al., 2008). A quantificacéo relativa é
aplicavel na quantificacdo da expressdo génica (quando esta é medida em

valores multiplos de expressdo) e tem sido utilizada na monitorizagcdo da
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atividade do sistema imunitario apds transplantacdo de 6rgaos (Sabek et al.,
2002).

3.1.7 Vantagens da técnica de PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real apresenta como principais vantagens:
simplicidade, especificidade, elevada sensibilidade no que se refere a utilizacao
de uma sonda ou de um corante apropriado, rapidez, reducdo do risco de
contaminacado pos amplificacdo, elevado potencial de producgédo, introducéo
continua de novos quimicos, deteccao de quantidades relativamente pequenas
de DNA alvo (trés picogramas de material, o que é cerca de 1000 vezes menos
material genético), facilidade de quantificacdo, utilizacdo de uma
instrumentacdo de maior fiabilidade e uma melhoria nos protocolos tem feito
com que a tecnologia de PCR em tempo real seja a tecnologia de referéncia
para a deteccdo de DNA. Na verdade, esta tecnologia baseada na reacg¢ao de
hibridizacdo FRET permite a eliminagdo de alguns passos intermédios,
favorecendo a automatizacao e a capacidade da analise em simultdneo de um
grande numero de amostras. Esta técnica inclui um menor risco de
contaminacgao, pois os sistemas sédo fechados e ndo exigem manipulagdo do
conteudo de reacao apds a conclusdo da PCR. Uma vantagem adicional é o
acompanhamento do restante produto no tubo de reacdo, encurtando assim
consideravelmente o tempo de ensaio. Finalmente, os resultados obtidos
podem ser rapida e facilmente confirmados através da analise das curvas de
melting (Watzinger et al., 2006; Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

A gPCR requer uma elevada competéncia profissional e assisténcia
técnica muito especializada e finalmente € uma tecnologia com um custo inicial
muito elevado devido ao pre¢co do equipamento, o que impede que muitos
laboratérios estejam equipados com esta tecnologia. Felizmente, o preco
destes instrumentos esta a ser reduzido em virtude da evolugéo tecnoldgica
das lampadas dos equipamentos que estdo a incorporar LEDs em detrimento

do laser, halogéneo ou tungsténio. Nesta técnica recorre-se frequentemente a
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corantes interligantes, que tém a desvantagem de se ligar a qualquer outro
produto da dupla cadeia, incluindo dimeros de primers e outros produtos de
amplificagdo ndo especificos, originando assim emissédo de fluorescéncia que
pode nao corresponder ao DNA alvo (Alonso, 2008; Martinhago et al. 2010;
George et al. 2009). Outra desvantagem deve-se a incompatibilidade da

técnica com alguns quimicos que emitem fluorescéncia (Watzinger et al., 2004)
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