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RESUMO

A genética forense utiliza a biologia molecular para analisar vestigios bioldgicos em cadeia de custddia, com
o intuito de identificagdo humana por meio da molécula de DNA, sendo a extracdo o método de acesso ao
DNA das células presentes nas amostras — um procedimento delicado que demanda a escolha do protocolo
correto para obter o maximo de material possivel. Em cenas de crime, a disponibilidade limitada de vestigios
biolégicos dificulta a extragédo, pois os protocolos requerem uma maior quantidade de tecido disponivel,
tornando necessario o desenvolvimento de mais protocolos de extragao voltados a pequenas quantidades de
amostra. O objetivo deste trabalho foi padronizar um método eficiente de extragdo de DNA in-house, para ser
aplicado na analise de amostras de sangue de quantidade muito limitada, adaptando o método de salting-out
por Gaaib et al. (2010), visando o auxilio em investigagdes periciais com mais exatidao e menor custo. As
amostras obtidas foram testadas por meio de eletroforese e PCR. O protocolo de sangue modificado
inicialmente obteve sucesso, apresentando bandas na eletroforese, porém falhou nas demais extragdes por
possivel problema com os reagentes utilizados, também nao havendo amplificagdo do DNA na PCR por
problemas na quantidade ou qualidade do material extraido. Ndo se obteve sucesso nos objetivos, sendo
necessarias mais pesquisas para avaliar os motivos das falhas no protocolo de extragao.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia molecular; Genética forense; Pericia criminal.
1 INTRODUGAO

De acordo com a Declaracdo de Sydney, feita pela International Association of
Forensic Science, a ciéncia forense pode ser definida como um conjunto de pesquisas que
estuda os vestigios presentes em um caso, sendo remanescentes de atividades passadas,
como a presenga de um individuo e suas acgdes, a fim de compreender eventos como
incidentes de segurancga e crimes. A investigacdo desses vestigios ocorre através de sua
deteccao, reconhecimento, recuperacao, exame e interpretacao (Roux et al., 2022).

Essa definicdo entra em conformagdo com o artigo 158 do Cdédigo do Processo
Penal (CPP), que atribui ao perito criminal a cadeia de custddia, o conjunto de todos os
procedimentos utilizados para manter e documentar vestigios coletados em locais ou em
vitimas de crimes, presente no Decreto-Lei no 3.689, de 03 de outubro de 1941, o qual
aborda a area da Pericia Oficial Brasileira de Natureza Criminal, suas respectivas fungoes,
e 0s encargos concedidos ao perito criminal em relacdo ao exame do corpo de delito, cadeia
de custddia e pericias em geral (Brasil, 1941; Brasil, 2009; Silva et al., 2022).

De acordo com essa legislagao, é fungao do perito isolar e preservar o local de crime,
realizando atividades policiais ou periciais para a detecg¢ao de vestigio, seguindo as dez
etapas constatadas no Art. 158-B, sendo elas: reconhecimento, isolamento, fixagao, coleta,
acondicionamento, transporte, recebimento, processamento, armazenamento e descarte
(Brasil, 1941; Brasil, 2009).

O processamento entende-se pelo exame pericial em si, sendo que o vestigio deve
ser manipulado adequadamente as suas caracteristicas bioldgicas, fisicas e quimicas, e o
resultado posterior a analise, formalizado em laudo produzido pelo perito. Nesse sentido,
diferentes evidéncias coletadas devem ser investigadas pela area que melhor atende esses
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critérios, sendo elas divididas em Biologia, Fisica e Quimica e subdivididas em outras areas,
como Toxicologia forense, balistica forense, Entomologia forense, Genética forense e
Hematologia forense (Santos; Montenegro, 2023).

No caso da Genética Forense, aliada a biologia molecular (ciéncia que estuda o
material genético e seus derivados), os vestigios de origem biolégica como sangue, sémen,
urina, saliva, tecidos, ossos, dentes, 6rgaos, entre outros, sdo avaliados com o objetivo
principal da identificagdo humana por meio da extragdo e processamento do DNA, com as
principais finalidades de redugao de numero de suspeitos ou deteccdo de restos mortais
(Oliveira; Moraes Filho, 2018; Sessa; Salerno, 2024).

Essa area da ciéncia forense vem se mostrando util nos casos de homicidio, estupro,
troca ou abandono de criangas, identificagdo de individuos desaparecidos, disputas de
paternidade e exoneracdo de condenados injustamente, tornando-se, segundo estudos,
uma das evidencias mais relevantes em julgamentos no tribunal (Ling et al., 2021; Sessa,;
Salerno, 2024).

O principio de identificacdo por meio do DNA é baseado na deteccdo de
polimorfismos, regides que possuem um alto grau de variabilidade de pessoa para pessoa,
sendo o mais utilizado atualmente na genética forense o STR (Short Tandem Repeat), que
consiste em repeti¢des curtas de nucleotideos em sequéncia (Oliveira; Moraes Filho, 2018).

Para sua leitura as técnicas vao desde a PCR convencional, eletroforese e Southern
Blotting, até métodos mais avangados como PCR em Tempo Real (QPCR), PCR Multiplex,
Nested PCR, e Sequenciamento de Nova Geracado (NGS). Entretanto, para aplica-las é
necessario primeiramente isolar do DNA contido nas provas coletadas em locais de crime
por meio de uma técnica de extracao (Oliveira; Moraes Filho, 2018; Sessa; Salerno, 2024).

A extracdo € o método de acesso ao DNA no nucleo das células, e geralmente
consiste em trés principais etapas, sendo a lise das membranas celulares, a remogao de
proteinas e macromoléculas contaminantes, e a precipitagdo do DNA (Bonaccorso;
Muakad, 2005). E um processo decisivo que demanda a escolha de um método de
execugao correto para a obtengdo do maximo de material e informagéo possivel, ja que o
tipo, a quantidade e o estado de conservagao do material biolégico influenciam no processo
de extracdo, e a quantidade de DNA extraido afeta consideravelmente o resultado das
analises (Wang, et al, 2011; Hirashima et al., 2022).

Em cenas de crime a disponibilidade de vestigios biolégicos € geralmente muito
limitada, dificultando a obtengcdo do DNA, uma vez que, grande parte dos protocolos de
extracdo desenvolvidos requerem uma maior quantidade de tecido disponivel. Além disso,
os Kits utilizados sdo de alto custo ou n&o acessiveis a paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos (Wang et al., 2011; Tozzo et al., 2022).

Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de mais protocolos de extragcao
de DNA voltados a obtencdo de material genético a partir de pequenas quantidades de
amostra, visando auxiliar as investigagdes criminais. O desenvolvimento desses protocolos
pode assegurar que evidéncias de cunho biolégico, como a identificagado por meio do DNA,
tornem-se mais precisas, garantindo sua exatidao e credibilidade em sua aplicacao juridica
(Ling et al., 2021).

Nesse sentido, esta pesquisa buscou padronizar um método eficiente de extracao
de DNA in-house, para ser aplicado na analise de amostras de sangue de quantidade muito
limitada, adaptando o método de salting-out por Gaaib et al. (2010), a fim de auxiliar as
investigacdes periciais e conferir maior exatiddo e menores custos aos resultados.
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2 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Cesumar
Maringa—PR sob protocolo numero 81925924.0.0000.5539. As amostras de gotas de
sangue foram coletadas de onze voluntarios, os quais assinaram termos de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), no laboratério de Genética Humana da Universidade Cesumar,
campus Maringa—PR.

2.1 EXTRAGAO DE DNA DE AMOSTRAS DE SANGUE

A coleta (Figura 1) consistiu em depositar gotas de sangue de tamanho padronizado
(1cm?), por meio de pungéo capilar, em laminas de microscopia limpas e identificadas.
Foram realizadas quatro tentativas de obter o DNA das amostras. Aguardou-se o processo
de secagem natural do material ao ar livre por cerca de 30 minutos. Em seguida, o material
foi retirado da superficie da lamina com uso de swab estéril embebido em Tampéao A (10mM
Tris-HCI, 5mM MgClI2, 10mM NaCl) para lise de hemacias e transferido para microtubo com
1,5ml da mesma solugdo, deixando os swabs em repouso por 12 horas para
desprendimento das células.

COLETA DO MATERIAL:

i ﬁ/'

v

1. Coleta capilar de
sangue

Tampao A

3. Transferir 1,5ml de
Tampado A

<
> SN
{ %) |
\ ' ‘\ 6. Deixar em repouso
b 12 horas pa
4. Coletar sangue \\ por 12 l_oras para

LK : desprendimento das
com swab embebido 5. Calocar swab com sangue

em Tampdo A em microtubo com Tampao A

células.

Figura 1: Demonstragédo do método de coleta do material (teste 1)
Fonte: Elaborado pelas autoras.

A extracdo de DNA realizou adaptacbes com base na técnica de salting-out por
Gaaib et al. (2010), culminando em um protocolo final, o qual foi aplicado para a obtengéo
das amostras.

O protocolo adaptado consistiu nas seguintes etapas:

Lise de hemacias: Apds tempo de desprendimento das hemacias, as amostras foram
incubadas em temperatura ambiente, ainda no tampao A, por 15 minutos com inversao
ocasional. Em seguida, foram centrifugadas a 4.500 RPM por 15 minutos e o sobrenadante
descartado por inversao.

Lise de leucocitos: Foram adicionados 650uL de tampao B (20mM Tris-HCI, 5mM
EDTA, 100mM NaCl) para lise de linfocitos e o pellet foi ressuspendido por agitagdo. Apos,
foram adicionados 20uL de proteinase K e 100uL de SDS 10% e incubado em banho-maria
a 55 °C por 40 minutos. Apos retirar as amostras do banho-maria, as mesmas foram
incubadas por 3 minutos em banho de gelo. Mais detalhes sobre essas etapas podem ser
observados na Figura 2.
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LISE DE HEMACIAS:

%2 O

7. Incubar 15 min com 8. Centrifugar a 4.500 9. Descartar
inversao ocasional RPM por 15 minutos sobrenadante

LISE DE LEUCOCITOS:

~
»
/ AN SDS 10% \\/ =
—\ / i N - A A g
\4
- )
2
r\ s — ——
N '
Tampio B 57 13. Banho-maria a 55 °C 14:Banho degelo.3
P20 11. Ressuspender 12. Adicionar 20ul Prot BF 40 i min.
10. Adicionar 650ul Tampao B Pellet por agitacao K e 100ul SDS ’

Figura 2: Demonstracao das etapas de lise de hemacias e lise de leucécitos.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Purificacdo: Ao mesmo tubo, foi adicionado 1ml de NaCl 5M e os tubos foram
agitados em vértex por 1 minuto. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 20 minutos
a 4.500 RPM. 800uL do sobrenadante foi transferido, com cuidado para nao tocar o fundo
do tubo, para 2 novos microtubos de 1,5ml vazios. Em ambos os microtubos foram
adicionados 800uL de isopropanol P.A. gelado e o material foi homogeneizado
delicadamente porinverséo 5 a 6 vezes. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados
novamente a 4.000 RPM por 15 minutos, e o sobrenadante descartado por inversao. Aos
microtubos foi adicionado 1ml de etanol 70% também gelado, e o pellet dissolvido por
agitacao manual. O material foi centrifugado por 5 minutos a 4.000 RPM e o sobrenadante
descartado. Essa etapa esta ilustrada na Figura 3.

PURIFICACAO:
s N
; ‘ Z h wE 4
Nacl y -, 7N Isopropanol
=N / () g 74 /
V (> ) W = ‘Tg T"
V v Y
17. Centrifugar por 20 18. Transferir 800ul do 19. Adicionar 800ul de
15. Adicionar 1ml de Nacl. minutos a 4.500 RPM sobrenadante p/ dois microtubos Isopropanol gelado.
3 55
NG ’ ™ N
: ; Etanol 70% Y /
,.:7, - 74 4
d}‘\”‘ N O = ‘ﬁ,ﬁ‘ |4
: ‘ N
22. Descartar ~—
21. Centrifugar por 15 min. a sobrenadante 23. Adicionar 800ul de etanol 24. Ressuspender pellet
4.000 RPM 70% gelado. por agitacdo

& 0

26. Descartar

25. Centrifugar por 5 min. a
TILgAr por>min sobrenadante

4.000 RPM
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Figura 3: Demonstragao da etapa de purificacdo do DNA.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Eluicdo: Foram adicionados 25uL de Tampao TE (Tris-HCI 100mM; EDTA 40mM)
em cada microtubo e homogeneizado por agitagdo manual. Apds essa etapa, o material
obtido em um dos tubos foi transferido para o outro, de forma a juntar DNA eluido do mesmo
voluntario dos dois microtubos em um s6. Apds a extracdo, o DNA foi armazenado a -20°C,
como demonstrado na Figura 4.

ELUIGAO:

~
-~ ~
L]
Qf\ / —7 | %
U? 4 Q 9‘ I {
27. Adicionar 25ul de TE 28. Transferir contetido de 29. Armazenar a-20°C.

um dos microtubos p/o
outro

Figura 4: Demonstragao da etapa de eluigao.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

2.2 REVELAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados das extragdes de sangue foram conferidos por meio de eletroforese
em gel de agarose em concentragado de 1,2%, corada com corante Safer Dye (Kasvi) e
revelada em transiluminador LED. Foram comparadas as bandas obtidas nas amostras a
um marcador de peso molecular de 1Kb (Kasvi). Em seguida, as amostras em que a
extragao obteve sucesso foram submetidas a PCR do gene da (-globina para conferir a
capacidade de amplificacdo do DNA extraido.

2.3 AMPLIFICACAO POR PCR

A amplificacdo de amostras pela PCR do gene da (-globina foi testada com as
amostras em que se obteve sucesso na extracdo do DNA, seguindo o protocolo adaptado
de Bell et al. (1993). Antes de iniciar a PCR, foi higienizada uma capela de fluxo laminar
com solugao de remogao de DNA, e os materiais utilizados foram limpos com hipoclorito de
sodio a 1% e solugao de remogao de DNA.

O Mix de PCR foi preparado com tampdo GoTaq (Promega) diluido conforme
indicacao do fabricante, 10 mM de dNTP, 10uM de Primer GH20, 10uM de Primer PC04 e
5 U/uL de GoTaq Polimerase (Promega).

O ciclo de amplificacdo ocorreu com os seguintes passos: desnaturacao inicial a
95°C (2 minutos); 35 ciclos de desnaturagao a 94°C (30 segundos), anelamento a 55°C (30
segundos); e extensao a 72°C (1 minuto); extensao final a 72°C (5 minutos). Apés o ciclo,
as amostras passaram por eletroforese em gel de agarose a 2%, com ladder de 1Kb.
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2.4  ANALISE DOS RESULTADOS

A qualidade do DNA foi avaliada conforme os resultados das eletroforeses de
extragao e de PCR. A eletroforese do DNA gendémico nos indica a presenga ou ndo de DNA
na amostra, sua integridade, e é possivel avaliar, semiquantitativamente, sua concentragao.

O resultado da eletroforese do produto da PCR nos indica a aplicabilidade deste DNA
para analises futuras no campo da genética forense. Uma boa amplificacdo indica um DNA
de qualidade, em boa quantidade, integridade e pureza. Além disso, o fato da PCR ser
realizada apdés o armazenamento da amostra indica que o DNA presente se manteve
estavel até o momento da amplificagao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois testes realizados da extracdo de DNA de gotas de sangue obtiveram sucesso,
apresentando bandas na eletroforese e totalizando a extracdo de DNA de sete
participantes. Este resultado foi verificado através da presenca de bandas no gel de
agarose, como identificado nas Figuras 5 e 6.

A primeira extragao, realizada no dia 15 de fevereiro, com amostras coletadas no dia
anterior, extraiu com sucesso 4 das 5 amostras coletadas. A segunda extracao, realizada
dia 21 de fevereiro, contou com amostras dos mesmos voluntarios que doaram as amostras
1 e 2 na primeira extragao. Além de obter com sucesso essas duas amostras, essa extragao
também obteve DNA de mais dois voluntarios.

Este resultado confirma que o protocolo foi suficiente para a obtengao de DNA das
amostras doadas, mesmo que as mesmas foram coletadas em pequenas quantidades. Isso
confirma a eficacia do método estabelecido por Gaaib et al. (2010).

Entretanto, outro teste para extracdo de mais 4 amostras foi realizado, seguindo o
mesmo protocolo, no dia 12 de margo de 2025. Este novo teste ndo apresentou os mesmos
resultados.

Das quatro amostras coletadas, nenhuma apresentou bandas na eletroforese,
indicando que nao houve sucesso na obtengdo de DNA. Esses mesmos voluntarios
forneceram novas amostras, extraidas em novo teste no dia 18 de margo, € novamente nao
apresentaram resultado satisfatério, conforme pode ser observado no resultado da
eletroforese dessas amostras (Figura 7).

Figura 5: Eletroforese da extragao de DNA de sangue com protocolo adaptado (teste 1, de 15 de
fevereiro de 2025).
L: Ladder 1Kb; 1: Amostra sem presenga de banda na eletroforese; 2-5: Amostras com presencga de banda.
Fonte: Elaborado pelas autoras.
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Figura 6: Eletroforese da extracdo de DNA de sangue com protocolo adaptado (teste 2, de 21 de
fevereiro de 2025).
L: Ladder 1Kb; 1 e 2: Amostras com banda (repeticao individuos 1 e 2 da extragao anterior); 3 e 4: Amostras
com banda, de novos voluntarios.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Em relacédo a amplificagdo do DNA por meio da PCR do gene da -globina, nenhuma
amostra apresentou banda nas eletroforeses realizadas, apontando a falha no processo de
amplificagao.

Figura 7: Eletroforese das extragées de DNA de amostras de sangue com protocolo adaptado.

(teste 4, de 18 de margo de 2025)
L: Ladder (marcador de peso molecular) 1Kb; 1 a 4: Amostras sem presenca de banda na eletroforese.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

O DNA é uma molécula sensivel, e pequenas variagdes de execugao no protocolo
ou qualidade dos reagentes utilizados podem comprometer sua obtengdo e amplificagao
(Wang et al., 2011).

Entre as possiveis causas de divergéncia nos resultados das extragdes, esta o modo
de armazenamento dos reagentes, que é crucial para seu funcionamento e estabilidade
durante o processo de extracéo (Lopez et al., 2024).

Durante a lise dos leucécitos, o0 Tampao B e a Proteinase K atuam na ruptura das
membranas celulares e na digestdo de proteinas, permitindo a liberagdo do DNA no
sobrenadante, e quando sdo comprometidos, a liberagdo do material genético ndo ocorre
de forma eficiente, ocorrendo a perda do DNA na etapa de centrifugagdo, o qual é
descartado junto as células integras (Qamar et al., 2017; Khosravinia et al, 2007).
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Dessa forma, € essencial que a temperatura da geladeira e freezer permaneca
estavel, a fim de evitar a degradacédo dos reagentes, assim como o banho-maria deve
manter-se na temperatura ideal de funcionamento da enzima Proteinase K. As varia¢des
de temperatura desses equipamentos no laboratério podem ter comprometido a eficacia
dos reagentes, 0s quais ja estariam sujeitos a perda de propriedades por estarem abertos
a um longo tempo (Qamar et al., 2017).

A baixa quantidade de amostra, conforme discutido na introdugao, também pode ter
impactado diretamente na obteng¢ao do DNA, devido ao risco de perda de partes do material
durante algumas etapas da extragdo, como, por exemplo, nas etapas de purificagao
(Menchhoff et al., 2020).

Segundo Khosravinia et al. (2007), o uso de uma velocidade menor de centrifugacao
afeta positivamente a quantidade e qualidade do DNA extraido. Desse modo, na etapa de
precipitacdo das proteinas com uso do NaCl, é fundamental que a velocidade da
centrifugacdo seja adequada para separar as proteinas do restante da amostra, sem
eliminar o DNA no processo de transferéncia do sobrenadante para outro microtubo.

A adicao de isopropanol na etapa seguinte procura precipitar o DNA, conservando-
o no microtubo durante as demais etapas da purificagdo. No entanto, falhas nesse processo
podem resultar na permanéncia do DNA no sobrenadante que sera descartado. De acordo
com Li et al. (2020), para que acontecga a precipitacdo dos acidos nucleicos, € necessario
o equilibrio correto entre uma série de fatores, como a razéo de volume entre isopropanol
e a solugao contendo DNA, a temperatura e o tempo de incubacgao, a velocidade e o tempo
de centrifugagéo, e o tipo de solugéo salina com cation e coprecipitante utilizados na etapa
anterior. Interferéncias nessas condi¢des podem prejudicar a quantidade de material
precipitado.

O mesmo pode ocorrer durante a lavagem com etanol 70%, que pode provocar a
ressuspensdo do DNA, levando ao seu descarte. O etanol, juntamente com os cations de
alguns sais, atua enfraquecendo as forgas repulsivas entre as cadeias de polinucleotideos,
promovendo sua precipitacdo. No entanto, em concentracbes elevadas de etanol, as
moléculas de agua tendem a se agrupar formando nanoclusters, que interagem com o DNA
e aumentam sua carga negativa, tornando-o mais soluvel em agua, o que resulta na sua
ressuspensao no sobrenadante apos a precipitacao. (Li et al., 2020; Oda et al., 2016).

Em relacdo a amplificagdo do DNA por meio da PCR do gene da 3-globina, nenhuma
amostra apresentou banda nas eletroforeses realizadas, apontando a falha no processo de
amplificagdo. Segundo Wang et al. (2011), a qualidade e quantidade da amostra de DNA
obtido influencia diretamente na amplificacdo desse material por PCR, sugerindo que a
pureza ou quantidade do material extraido no protocolo testado ndo foi suficiente para a
enzima Taq Polimerase realizar a amplificagao.

Além disso, também em relacdo ao armazenamento dos reagentes, a boa
conservagao do Tampao A, responsavel por promover a lise das hemacias na etapa inicial
da extragao, é crucial, pois segundo Caboux et al. (2012), a proteina do grupamento Heme
presente nas hemacias € um forte inibidor da enzima Taq Polimerase e sua presenca pode
afetar diretamente a amplificagédo do DNA na PCR.

Dessa forma, nao foi possivel validar a extracdo de DNA de amostras escassas pela
adaptacdo do método de salting-out, uma vez que o protocolo apresentou falhas na
reprodutibilidade.

Mais testes devem ser realizados para identificar em qual etapa o procedimento de
extragcado por sangue foi afetado e ndo teve mais sucesso, a fim de aprimorar a técnica e
obter um DNA de qualidade.
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4 CONCLUSAO

Devido a necessidade do desenvolvimento de mais protocolos de extracdo de DNA
de amostras escassas para auxiliar investigagdes pericias, essa pesquisa buscou adaptar
o protocolo de salting out de Gaaib et al. (2010) para a extragdo de DNA de amostras de
sangue de quantidade muito limitada, visando mais exatidado e menores custos.

O sucesso da primeira adaptagao, porém com as respectivas falhas nas extragdes
seguintes e na amplificagdo por PCR, confirmam a dificuldade de estabelecer um protocolo
eficaz de extragdo para esse uso. Para isso, deve-se analisar e padronizar diversas
variantes além da disponibilidade da amostra, como qualidade e armazenamento de
reagentes, quantidades utilizadas e velocidades de centrifugagdo. Ha a necessidade de
mais pesquisas e ajustes no protocolo para a obtengdo de uma amostra de DNA de
qualidade para uso na genética forense.
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