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RESUMO

Francisco DO. Estudo de DNA de toque em situagbes simuladas para
finalidades forenses [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2021.

Impressoées digitais sdo vestigios encontrados em cenas de crimes que podem
ser usados em analises forenses para a obtencdo de perfis STR a partir do
DNA recuperado das mesmas, técnica conhecida como DNA de Toque. Vérios
fatores podem afetar a obtencéo e a qualidade desses perfis, como o tipo de
superficie em que o DNA é depositado. No Brasil, os crimes mais recorrentes
sdo aqueles praticados com armas brancas, os roubos de veiculos e os
cibercrimes, sendo que em muitos casos nao se considera o uso de perfis de
DNA nas investigacdes por se considerar que o DNA de Toque ndo é uma boa
fonte de material biologico. O objetivo desse estudo foi analisar a viabilidade de
obtencao de perfis de DNA em diferentes materiais de empunhaduras de facas,
macanetas e volantes de carros, e em teclados de computadores por meio de
situagdes simuladas de transferéncia direta. Ao todo, 104 experimentos foram
conduzidos a fim de avaliar a eficacia de dois kits de extracdo de DNA: DNA 1Q
System e Casework Direct Kit (ambos Promega Corporation). Nove individuos
participaram do estudo: quatro homens e cinco mulheres. O DNA foi coletado
pelo método duplo swab. As amostras foram quantificadas com o kit Quantifiler
Trio™ (Thermo Fisher) a amplificadas com o PowerPlex® Fusion System
(Promega). Foi possivel obter 83 perfis STR (32 extraidas com DNA IQ e 51
com Casework), sendo que amostras extraidas com Casework Direct Kit
obtiveram uma média de alelos coincidentes com as referéncias maior do que
as com DNA 1Q. Dos 83 perfis gerados, 31 (37,3%) seriam Uteis para
identificacdo do criminoso (24 de Casework — 77,4%), considerando como
parametro de utilidade do perfil, a presenca de 8 de 13 marcadores STR do
CODIS original. Ao considerar 8 de 20 marcadores do CODIS atual, 42 perfis
(50,6%) seriam uteis (30 de Casework — 71,4%). Drop-out e drop-in foram
observados, em nimero maior para amostras extraidas com DNA Q. Foram
observadas variacbes no status shedder dos mesmos participantes em
diferentes experimentos, dificultando a classificacdo em bons ou maus
doadores. Experimentos com duas mulheres foram melhores para identificacao
do doador secundario do que ensaios com dois homens, sugerindo que
mulheres podem atuar mais como removedoras de células do que depositoras.
O teste Qui-quadrado mostrou que o Casework Direct Kit foi melhor para a
producdo de perfis Uteis para uma investigacdo em todas as superficies (p
=0.001). O teste Kruskal-Wallis mostrou que o tipo de superficie afeta
signficativamente a recuperacdo de DNA para ambos os métodos de extragédo
(p = 0.005 para DNA IQ e p = 0.002 para Casework), sendo que os volantes
obtiveram os melhores resultados e as empunhaduras de facas os piores.
Conclui-se que o Casework Direct Kit foi mais eficaz para analise de amostras
de DNA de toque para os trés tipos de materiais estudados, ainda que outros
fatores interfiram na geragéo do perfil.

Descritores: DNA de toque; Extracdo de DNA; Genética forense; Repeti¢cdes de
microssatélites; ldentificagdo Humana; Perfil genético.



ABSTRACT

Francisco DO. Touch DNA study in simulated situations for forensic purposes
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo”;
2021.

Fingerprints are traces commonly found in crime scenes that can be used in
forensic analysis to obtain STR profiles from the DNA recovered from them, this
technique being known as Touch DNA. Several factors can affect the obtaining
and quality of these profiles, such as the type of surface on which the genetic
material is deposited. In Brazil, the most recurrent crimes are those committed
with bladed weapons, theft of vehicles and cyber crimes, and in many cases the
use of DNA profiles in investigations is not used because touch DNA is not
considered as a good source of biological material. The objective of this study
was to analyze the feasibility of obtaining DNA profiles in different materials for
knife handles, knobs and steering wheels for cars, and on computer keyboards
through simulated situations of direct transfer. In all, 104 experiments were
conducted in order to evaluate the effectiveness of two DNA extraction Kkits:
DNA 1Q System and Casework Direct Kit (both Promega Corporation). Nine
individuals participated in the study: four men and five women. DNA was
collected using the double swab method. The samples were quantified with the
Quantifiler Trio™ kit (Thermo Fisher) and amplified with the PowerPlex® Fusion
System (Promega). It was possible to obtain 83 STR profiles (32 extracted with
DNA IQ and 51 with Casework), and samples extracted with Casework Direct
Kit obtained an average of alleles coinciding with the references samples higher
than those with DNA 1Q. Of the 83 profiles generated, 31 of them (37.3%) would
be useful for identifying the criminal (24 from Casework - 77.4%), considering
as the profile utility parameter, the presence of 8 of 13 STR markers from the
original CODIS. When considering 8 out of 20 current CODIS markers, 42
profiles (50.6%) would be useful (30 from Casework - 71.4%). Drop-out and
drop-in were observed, although in greater numbers for samples extracted with
DNA IQ. Variations in the shedder status of the same participants were
observed in different experiments, making it difficult to classify as good or bad
donors. Experiments with two women were better at identifying the secondary
donor than trials with two men, suggesting that women may act more as cell
removers than depositors. The Chi-square test showed that the Casework
Direct Kit was better for producing useful profiles for an investigation on all
tested surfaces (p = 0.001). The Kruskal-Wallis test showed that the type of
surface significantly affects DNA recovery for both extraction methods (p =
0.005 for DNA 1Q and p = 0.002 for Casework), with the steering wheels
obtaining the best results and the knife handles the worst. It is concluded that
the Casework Direct Kit was more effective for analyzing touch DNA samples
for the three types of materials studied, although other factors, such as the type
of surface or environmental quality, interfere in the generation of the profile.

Descriptors: Touch DNA; DNA extraction; Forensic genetics; Microsatellite
repeats; Human ldentification; Genetic profile.
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1. INTRODUCAO
1.1 Identificagdo Humana por DNA

A Ciéncia Forense é uma especialidade que visa ajudar o poder judicial na
resolucdo de questbes legais, sendo que, a molécula de DNA é a ferramenta
biolégica que passou a ser o alvo de inimeras investigacdes forenses (Jobling e
Gill, 2004; Butler, 2011). E praticamente impossivel que alguém cometa um crime
sem deixar nenhum rastro de seu préprio DNA para tras, pois durante o ato
criminoso diversos tipos de evidéncias biolégicas podem ser transferidas para
objetos utilizados pelo infrator, tornando-se muito importantes para as
investigagdes periciais por deixarem pistas fundamentais para a elucidagdo dos
casos e, possivelmente, ajudarem a culpabilizar ou inocentar suspeitos (Lee e
Ladd, 2001; Brown, 2003).

A andlise da molécula de DNA é de grande utilidade para o sistema de
justica criminal, pois permite determinar a relacdo entre o material genético
encontrado numa cena do crime com o material genético obtido a partir do
individuo considerado suspeito de ter cometido o delito em questdo (Gans e
Urbas, 2002), auxiliando assim nas investigacbes, na medida em que permite
estabelecer, ou ndo, vinculos entre o suspeito e as evidéncias encontradas no
local onde ocorreu o ato criminoso (Butler, 2011; Mishra et al., 2020). Isso é
possivel porqgue o DNA, tanto aquele coletado em cenas de crimes, quanto o
obtido das amostras-referéncias de um suspeito, pode ser utilizado para gerar
perfis genéticos responsaveis por individualizar pessoas, ou seja, perfis individuo-
especificos (que diferem de uma pessoa para outra), baseados na analise de um
conjunto de regides do DNA (Pena, 2005; Butler, 2011).

Essa habilidade de atribuir um perfil de DNA a uma determinada pessoa foi
uma revolucdo na genética molecular humana e se tornou fundamental para a
resolucdo de diversas investigacbes criminais (Butler, 2011; Oorschot et al.,
2019), tendo em vista que a molécula de DNA pode ser encontrada em quase
todas as células humanas (Bezerra, 2004; Pena, 2005). Dessa maneira, os perfis

genéticos passaram a ser aplicados em diversos tipos de infracbes, como



assaltos com armas (de fogo e armas brancas), crimes sexuais, roubos,
homicidios, etc (Oorschot et al., 2010).

O uso de perfis de DNA foi descrito pela primeira vez em 1985, pelo
geneticista Alec Jeffreys, apds sua descoberta de que certas regides do genoma
possuiam sequéncias repetidas umas atras das outras, e que esse numero de
repeticdes diferia de individuo para individuo (polimorfismos do genoma) (Butler,
2011). Esses sitios existem aos milhares ao longo de todo o material genético
humano, e sdo considerados marcadores biolégicos capazes de conferir
individualidade as pessoas, uma vez que podem ser caracterizados como regifes
do DNA em que a sequéncia de nucleotideos ndo é a mesma para todos o0s
individuos (Brown, 2003). Portanto, apesar de mais de 99,1% do genoma ser
idéntico para toda a populacdo humana, a analise dessas sequéncias variantes
do DNA pode ser utilizada para correlacionar e diferenciar pessoas (Giardina et
al., 2011).

O primeiro tipo de polimorfismo a ser usados no ambito forense foram as
sequéncias descritas por Jeffreys em 1985, chamadas de NUmeros Variaveis de
Repeticbes em Tandem (VNTR — Variable Number of Tandem Repeats), cujo
comprimento pode variar de 8 até 100 pares de base num determinado local do
genoma (Butler, 2011). A introducdo desses marcadores moleculares genéticos
foi uma revolucdo em termos de identificacdo humana pois, uma vez que é
possivel obter resultados a partir de amostras mais antigas, ja que o DNA é uma
molécula muito mais estavel quimicamente do que as proteinas usadas no
método anterior, conhecido como serologia, baseada na analise de anticorpos
sanguineos (Butler, 2005; Dolinsky e Pereira, 2007), podendo assim resistir
melhor a passagem do tempo e agressdes ambientais encontradas nas cenas do
crime (Pena, 2005).

Porém, a analise de amostras extremamente degradadas de DNA seria
muito dificil com o uso dos marcadores VNTR, dada a exigéncia do alto peso
molecular necessario para que eles fossem detectados (Butler, 2011). Dessa
maneira, com o passar do tempo, a genética forense sofreu muitas evolugdes e

0os VNTR deram espaco para outro tipo de polimorfismo, as Sequéncias Curtas



Repetidas em Tandem (STR — Short Tandem Repeats ou microssatélites). Os
STR sao menores que os VNTR e podem ser definidos como sequéncias curtas,
repetidas vérias vezes em seguida, sendo que o niumero de repeti¢cdes é variavel
(Brown, 2003) e a unidade de repeticdo varia de 2 a 8 pares de bases (Butler,

2011), como exemplificado na Figura 1.

Alelo Tamanho do fragmento
5 I | | aaa— 154pb
S 1 EEE 158pb
7 n = — 162pb
8 [ EEEN] 166pb
9 | BN 170pb
10 1 EEEEE 174pb
N AATG

FONTE: Elaborado pela autora, 2021.
Figura 1 - Variac@o de alelos para um mesmo locus STR baseado no namero de repetiges da
sequéncia de nucleotideos. Unidade de repeticdo: AATG. Modificado de: Forensic Science
Protocols, p.111.

Os STR séo o tipo de polimorfismo mais utilizado para resolucdo de casos
forenses (Wickenheiser e Hons, 2002; Butler, 2015) pois uma vez que possuem
baixo peso molecular, apresentam uma série de vantagens em relacdo a outros
marcadores, como o fato de possibilitarem a obtencdo de resultados mais
satisfatorios na recuperacdo de perfis de amostras antigas e degradadas
(Wickenheiser e Hons, 2002; Butler, 2011). Além disso, permitem genotipar
amostras com quantidade infima de material genético, como fios de cabelo,
manchas de sangue ou células epiteliais coletadas em algum objeto usado pelo

suspeito (Dolinsky e Pereira, 2007).

O sucesso do uso dos STR se explica na medida em que o0 uso de
marcadores genéticos altamente variaveis na populacdo humana, e passiveis de

serem combinados para aumentar o poder de discriminacdo na analise de um



perfil de DNA, é fundamental para identificacdo pelo DNA (Butler, 2011). Esse é o
caso do polimorfismo em questdo, pois como o numero de repeticbes nos
diversos STR é muito variavel, cada diferenca € considerada um alelo distinto
(Brown, 2003). Assim, durante a producdo de um perfil de DNA, é possivel
analisar simultaneamente um numero selecionado de STRs, aumentando o grau
de certeza de que o perfil gerado corresponda a um determinado individuo
(Brown, 2003), pois € improvavel que a combinacdo de varios desses
polimorfismos em uma pessoa seja igual a combinagdo em outra, com excecao

dos gémeos monozigéticos (Butler, 2011).

A Figura 2 exemplifica um perfil de DNA obtido a partir da amostra-
referéncia de sangue periférico de um individuo do sexo feminino, cuja analise foi

feita para 24 marcadores STR, distribuidos em diferentes cromossomos.
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FONTE: Laborat6rio de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Figura 2 - Perfil de DNA obtido de um individuo do sexo feminino a partir de extracdo de seu
sangue-periférico, cuja amplificacdo foi realizada com o Kit PowerPlex® Fusion System
(Promega). A seta em azul indica um Unico pico no marcador D16S539, portanto, a pessoa é
homozigota para o STR em questdo (alelos 11,11). A seta vermelha indica dois picos no
marcador FGA, portanto, a pessoa é heterozigota para o STR em questao (alelos 20, 22).



Atualmente, existem inameros bancos de dados, em diferentes paises,
capazes de armazenar as informacdes dos perfis de DNA de criminosos, por meio
do uso de diferentes conjuntos de loci STR. O maior deles € o CODIS (Sistema
Combinado de indices de DNA - Combined DNA Index System), estruturado pelo
FBI em 1996, que estabeleceu o uso de pelo menos 13 loci de STRs especificos,
de maneira a garantir alta probabilidade de que o perfil gerado seja de uma
determinada pessoa. Em 2015 foi estabelecido que, a partir de janeiro de 2017,
outros sete loci STR fossem adicionados ao CODIS, somando 20 marcadores ao
sistema, expandindo ainda mais o seu poder discriminatério para a identificacéo
humana (Hares, 2015; Moretti et al.,2016). Dessa maneira, devido a instalacao
do Sistema Combinado de indices de DNA em diversos laboratérios ao redor do
mundo, é possivel garantir um intercAmbio das informacdes provenientes das
andlises desses STRs selecionados, facilitando assim a comparacdo dos
resultados entre eles a nivel nacional e internacional para solucionar diversos
tipos de crimes (Reno et al., 2000; Butler, 2011; Federal Bureau of Investigation
(FBI) website).

Atualmente, os marcadores que fazem parte do Sistema CODIS sao:
CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,
D21S11, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D195433 e  D22S1045,
sendo que os sete Ultimos sdo os marcadores que foram adicionados em 2017
(Federal Bureau of Investigation (FBI) website).

1.2 Uso de Impressdes Digitais para gerar perfis de DNA.

Ainda que seja possivel obter, teoricamente, DNA de qualquer fonte
bioldégica, a quantidade de material genético que pode ser extraida de cada

evidéncia para gerar perfis de DNA pode variar (Lee e Ladd, 2001).

Um dos tipos de vestigios comumente encontrados nas cenas de crimes
sao as Impressdes Digitais, muito usadas para Identificacdo Humana por meio da
datiloscopia, tendo como base a individualidade, variabilidade e imutabilidade das

papilas dérmicas (Garrido, 2009). No entanto, as Impressdes Digitais podem estar



presentes em varios graus de qualidade (Kaushal e Kaushal., 2011) e em alguns
casos criminais ndo séo Uuteis para fins datiloscopicos (Tozzo et al.,, 2014), por
estarem incompletas, alteradas ou danificadas, afetando os padrdes necessarios
para a identificacdo (Mccartney et al., 2010; Tozzo et al., 2014).

Nesse contexto, além do uso datiloscopico das Impressfes Digitais, cabe
destacar que a superficie da pele representa uma grande fonte em potencial para
a obtencéo de perfis de DNA, pois apoés friccionar o rosto, nariz, boca e outras
regides, um grande numero de células nucleadas fica nas maos e nos dedos,
passiveis de serem transferidas para outros objetos ou superficies, ou seja, as
maos e os dedos atuam como vetores de transmissdo de outros tipos celulares,
além das células que séo originadas das proprias maos (Wickenheiser e Hons,
2002).

Balogh et al. (2003) demonstraram que a partir das Impressdes Digitais é
possivel obter um baixo namero de células epiteliais, sendo que uma parte
consideravel delas pode n&o conter nucleo, por serem cornedcitos, células
biologicamente mortas. Mesmo assim, esses pesquisadores evidenciaram que
mesmo partindo dessa quantidade diminuta de células ainda é possivel obter
perfis de DNA completos que podem ser significativos para as investigacbes

criminais.

Existem varios termos para se referir a essas amostras obtidas com baixas
quantidades de material genético, como “trace DNA”, “touch DNA”, “Low Template
DNA” e “Low Copy Number” (LCN), porém segundo Oorschot et al. (2010), cada
um diz respeito a um momento da analise dessas amostras. Os termos “Trace
DNA” (traco de DNA) e “touch DNA” (DNA de toque) se referem aos vestigios com
quantidades infimas de DNA coletados em cena de crime e que podem ser
transferidos a partir do contato da pele, permitindo obter perfis de DNA
(Wickenheiser e Hons, 2002; Oorschot et al., 2010; Oorschot et al., 2019). Cada
vez mais, a comunidade cientifica forense tem se concentrado em investigar as
caracteristicas do traco de DNA e melhorar os métodos de coleta, amplificacéo e

interpretacdo do mesmo (Oorschot et al., 2010).



Ja o termo “Low Template DNA" se refere ao material genético em pouca
quantidade submetido a amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), cuja consequéncia muitas vezes sdo efeitos estocasticos devido as
quantidades diminutas de DNA. Por fim, “Low Copy Number’ (LCN) é o termo
especifico usado para amostras submetidas a um aumento de sensibilidade na
PCR por conta de um aumento do numero de ciclos (Oorschot et al., 2010).
Algumas amostras de DNA de toque n&o sdo amostras LCN, pois possuem
quantidade de DNA suficiente para analises convencionais, sem modificacdes.
Mas muitas amostras nas cenas de crime se qualificam como LCN e devem ser

distinguidas e analisadas de maneira adequada (Budowle et al., 2009).

1.3 Tipos de transferéncias de DNA.

As amostras de DNA de toque, assim como qualquer evidéncia biologica,
podem ser deixadas em um local ou em um objeto por transferéncia primaria ou
secundaria. O primeiro caso diz respeito a qualquer vestigio que tenha sido
depositado por um individuo de maneira direta, por exemplo, guando uma pessoa
toca um objeto ou superficie. Ja a transferéncia secundéria ocorre quando essas
evidéncias biologicas sao transferidas a partir de um agente intermediario, que
pode ser uma outra pessoa ou um outro objeto (Lee e Ladd, 2001; Oorschot et al.,
2019). Nesse caso, ndo ocorre contato fisico entre o depositor original do DNA e a

superficie final onde o material biolégico ficou depositado (Goray et al., 2009).

Um dos mais famosos casos de transferéncia secundaria ja reportados foi
o de Lukis Anderson, um sem-teto que, em dezembro de 2012, foi acusado do
assassinato de Raveesh Kumra, um multimilionario do Vale do Silicio. Vestigios
de DNA encontrados na cena do crime estabeleceram o vinculo entre Lukis e 0
assassinato. No entanto, no dia em que o delito ocorreu, Lukis estava quase
entrando em coma alcodlico num leito de hospital, sendo monitorado
constantemente pela equipe médica. Posteriormente, descobriu-se que o DNA de
Lukis Anderson foi acidentalmente transferido para a cena do crime por
paramédicos que haviam sido designados para a residéncia de Raveesh Kumra e
gue haviam cuidado de Anderson momentos antes de sairem do hospital. Este

caso ilustra que, apesar do sistema de justica criminal baseado em evidéncias ser



tratado como infalivel, na realidade pode conter riscos e erros significativos. Se
Lukis Anderson ndo possuisse um alibi para a noite do assassinato, ele teria sido

condenado injustamente (Smith, 2016).

Dessa forma, a transferéncia secundéaria pode ser um problema para as
analises forenses, pois pode vincular falsamente uma pessoa a um crime, ou seja,
se 0 DNA desconhecido é deixado no local do crime de maneira indireta, pode ser
que se conclua de maneira errdbnea que esse material biologico foi deixado a
partir de um contato direto e que, portanto, essa pessoa esteve na cena do crime
(Cale et al., 2016). Por esse motivo, outras evidéncias circunstanciais devem ser

levadas em consideragdo durante as investigagdes criminais.

Outro tipo de transferéncia que pode ocorrer € a contaminacédo, dada pela
deposicdo de DNA nas amostras apdés o0 ato criminoso, como por exemplo,
durante a analise da cena do crime pelos investigadores, pelo pessoal do
laboratorio que examina a evidéncia, por contaminagdo ambiental etc. (Gill, 2001;
Oorschot et al., 2019).

Em muitos casos, os perfis genéticos obtidos das cenas de crimes podem
ser resultado de uma combinacdo desses diferentes tipos de transferéncias
relatados e, portanto, serem considerados como misturas, variando na quantidade
de material deixado por cada contribuidor que a constitui (Gill, 2001; Oorschot et
al., 2010), o que dificulta a diferenciacdo do material genético da vitima e do
agressor (Dierig et al. 2020). Consequentemente, a interpretacdo dessas
amostras complexas exigirdo muita cautela durante a analise dos resultados
(Oorschot et al., 2019; Oorschot et al., 2010).

1.4 Variaveis que afetam a obtencéo de perfis de DNA

Além da possibilidade de geracao de perfis mistos, muito se discute acerca
de outros fatores que podem interferir no sucesso da obtenc¢&o do perfil genético

em amostras de DNA de toque.

Segundo Dolinsky e Pereira (2007), a viabilidade da producao de perfis de

DNA dependera da qualidade e quantidade do DNA extraido. A variacdo na



quantidade de DNA deixado num objeto que tenha sido manipulado pode
depender de uma série de fatores (Meakin e Jamieson, 2013). Entre eles, pode-se
destacar o quao bom doador o individuo é (status shedder) (Farmen, et al., 2008;
Oleiwi et al., 2015; Fonnelgpet al., 2017), as atividades do depositor anteriores ao
toque e o tempo entre essas atividades (Lowe et al., 2002; Oorschot et al., 2003;
Alessandrini et al., 2003), o tipo de superficie onde o DNA é depositado, a
natureza do contato (Goray et al., 2010; Daly et al., 2012; Tobias et al., 2017) e o
tempo de persisténcia do material genético transferido em um determinado
ambiente (Poetsch et al., 2018).

Em relacdo ao status shedder, estudos relataram que algumas pessoas
depositam naturalmente mais DNA que outras. Essas pessoas sdo chamadas de
bons doadores (good shedders), pois deixam quantidade suficiente de material
genético mesmo apdés um breve toque com um objeto, gerando um perfil de DNA
completo, ou seja, com a presenca de todos os alelos dos STRs de interesse. Ja
outros, chamados de “doadores pobres” (poor shedders), deixam pouco DNA na
superficie manuseada (Lowe et al., 2002; Lowe et al., 2003; Daly et al., 2011;
Kanokwongnuwut et al., 2018). Por exemplo, estudos mostraram que mesmo
tendo passado 2 horas desde a Ultima vez que lavaram as maos, 0S poor
shedders produziam perfis parciais, ou seja, que ndo contém todos os alelos
necessarios para uma identificacdo (Lowe et al., 2002; Lowe et al., 2003). No
entanto, devido a complexidade dos fatores envolvidos na transferéncia de DNA
pelo toque, alguns autores como Phipps e Petricevic (2007), Quinones e Daniel
(2012) e Samie et al. (2020) consideram inadequado rotular os individuos em
bons ou maus doadores, alegando que essa questdo é muito mais complicada do

que aparenta ser.

E possivel também que algumas atividades, como por exemplo, lavar as
maos, removam as celulas nucleadas das méaos do doador antes do contato e que
0 tempo entre essas atividades seja um fator chave para determinar a quantidade
de DNA que sera depositado em uma superficie. Além disso, pode ser que a
natureza do contato interfira nesse processo de deposi¢cdo do material genético, ja

gque a quantidade de material deixado no local pode ser maior quando se aumenta



o tempo de contato e a friccdo aplicada na superficie (Meakin e Jamieson, 2013).
Ha ainda trabalhos que mostram que o sexo e a idade do individuo também
podem interferir no fendmeno de transferéncia de DNA pois, aparentemente,
homens tendem a depositar mais DNA do que mulheres, principalmente quando
jovens (Poetsch et al., 2013; Grskovi¢c et al., 2014; Manoli et al., 2016;
Kanokwongnuwut, 2018).

Outros estudos mostram que as propriedades de um substrato interferem
no fendmeno de transferéncia de DNA. Tem se relatado que as superficies boas
para a transferéncia de Impressodes Digitais e a visualizacdo das mesmas sao as
lisas e ndo porosas, porém essas sao ruins para a recuperacdo de DNA. J4 os
substratos rugosos dificultam a visualizacdo das Impressdes Digitais, mas sao
favoraveis para a recuperacdo de DNA deixado no local (Wickenheiser e Hons,
2002; Goray et al., 2009; Verdon et al., 2013; Buckingham et al., 2016; Mishra et
al. 2020). Portanto, o perito deve ser capaz de analisar o tipo de superficie e a
probabilidade de obter uma Impressédo Digital ou um perfil de DNA Util para a
investigacdo (Wickenheiser e Hons, 2002). Assim, substratos feitos de diferentes
materiais podem dificultar ou facilitar a obtenc&o de perfis de DNA (Daly et al.,
2012; Oorschot et al., 2019; Mishra et al. 2020).

Por fim, a qualidade do perfil obtido ndo é dada unicamente pela
guantidade de DNA usado para gera-lo, mas depende também da qualidade do
DNA, que dependendo de vérias condi¢cdes pode estar degradado (Lee e Ladd,
2001; Wickenheiser e Hons, 2002; Dolinsky e Pereira, 2007; Meakin e Jamieson,
2013). Alguns dos fatores que podem afetar a persisténcia e a degradacao de
DNA em um local apos ele ter sido depositado s&o: o tempo entre a deposigéo e a
recuperagao, o tipo de superficie depositada e alguns fatores ambientais, como a
umidade, altas temperaturas e exposicao excessiva a luz (Bender et al., 2003;
Raymond et al., 2009; Meakin e Jamieson, 2013; Oorschot et al., 2014). Por
exemplo, amostras de DNA de toque podem ser recuperadas para gerar perfis
STR mesmo apds passarem dias submersas em agua, mas isso dependera das

caracteristicas do ambiente aquético em que a amostra foi depositada (agua fria,
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guente ou temperatura ambiente, presenca de luz na agua, correnteza, biota etc.)
(Meixner et al., 2020).

1.5 Desafios para interpretacdo e analise das amostras de DNA de toque.

A obtencdo de perfis de DNA ocorre em varias etapas. A primeira é a
coleta do material biol6gico encontrado na cena do crime. Posteriormente, a
extracdo do DNA é feita para separa-lo dos outros componentes que constituem
esse material biolégico e que ndo sao de interesse para as analises forenses. Em
seguida, o DNA é submetido a Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR em
inglés), reacdo enzimatica no qual uma regido especifica de DNA € replicada
inimeras vezes, gerando assim muitas cépias de uma determinada sequéncia. E
possivel utilizar tal técnica para amplificar simultaneamente varias regifes do
DNA (PCR multiplex), como por exemplo, diferentes marcadores STR (Butler,
2005; Butler, 2011). Assim, uma vez que o material biolégico foi amplificado nessa
reacao, os alelos desses loci sdo detectados por meio de uma eletroforese capilar
realizada em um sequenciador automatico, gerando enfim o perfil genético do
individuo (Butler, 2011).

Por conta desta natureza desafiadora das amostras de DNA de toque,
principalmente aquelas oriundas de misturas, pesquisadores do mundo inteiro
reunem esforcos para melhorar os protocolos de coleta, amplificacdo e analise
desse tipo de vestigio (Mapes, 2016; Szkuta, 2017; Kokshoorn, 2018). Por
exemplo, com relacdo aos métodos de coleta, o uso de dois swabs de algodao
(Sweet et al., 1997), uso de fitas adesivas (Barash, 2010), swabs flocados (Wood
et al., 2017; Comte, 2019) ou swabs com propriedades capazes de evitar
degradacdo das amostras (Smith et al., 2021) sdo alguns dos métodos mais
promissores para recuperacao de células depositadas em uma superficie. Além
disso, a eficacia do uso de fluorescéncias para visualizar o material celular
depositado em um determinado substrato também tem sido avaliada (Champion
et al., 2020). Da mesma forma, para a etapa de extracdo, técnicas capazes de
extrair mais DNA e remover inibidores de amplificagdo com a minima perda
possivel estdo sendo desenvolvidos (Oorschot et al., 2010; Oorschot et al., 2019).

Além disso, novos equipamentos e kits de amplificacdo estdo sendo produzidos
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para aumentar a sensibilidade de deteccdo de baixas quantidades de DNA
(Oorschot et al., 2010).

Com relacdo a essa etapa de amplificacdo do DNA, considerando que as
amostras de DNA de toque possuem baixa quantidade de material genético, para
aumentar as chances de obtencdo de perfis de STR € comum o aumento do
namero de ciclos durante a PCR multiplex (de 28 para até 34) resultando,
consequentemente, em um aumento do numero de sequéncias-alvo obtidas.
Porém, devido a elevacdo da sensibilidade dessa técnica, € possivel que artefatos
aparecam em maiores quantidades. Por exemplo, no caso de individuos
heterozigotos, pode ocorrer uma amplificacdo desigual dos dois alelos de um
mesmo marcador STR, ou mesmo a perda de um desses alelos (drop-out alélico).
E possivel também que ambos os alelos sejam perdidos, nesse caso, trata-se de

um drop-out do locus (Butler, 2011).

Além disso, € comum que ocorra o aparecimento de picos stutter e drop-in
alélicos (Budowle et al., 2009), chamados também de “alelos falsos” ou
“contaminacdes esporadicas”, ou seja, picos que ndo estdo associados a amostra
encontrada na cena do crime (Gill, 2001). Isso porque, ao aumentar a
sensibilidade da técnica de amplificacdo, se eleva também os riscos de
contaminagao na reacao (Oorschot et al., 2010; Butler, 2011). Dessa forma, em
muitos casos a comunidade forense € relutante em usar tal método de anélise de
DNA de toque, e 0 seu uso passou a ser questionado devido aos varios
problemas relacionados com a interpretacdo dos resultados (Linacre, 2009;
Oorschot et al.,, 2010; Butler, 2011). A Figura 3 exemplifica alguns dos efeitos
estocasticos passiveis de serem encontrados durante o processamento de

amostras de DNA do toque.
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Figura 3 - Efeitos estocasticos provenientes do aumento de ciclos durante a Reacdo em Cadeia
de Polimerase. (A) Evidencia de um desbalanc¢o heterozigético dos dois alelos em questdo devido
a uma amplificacdo desigual dos mesmos. (B) Drop-out alélico, ou seja, perda do alelo 14 do
marcador (C) Aparecimento de um pico stutter que néo possui relacdo com a amostra referéncia e
apresenta tamanho maior que 10% do alelo verdadeiro, podendo inclusive ultrapassa-lo. (D) Drop-
in alélico, pico que ndo possui relacdo com a amostra referéncia, oriundo da contaminagédo devido
ao aumento da sensibilidade da técnica

Tendo em vista esses aspectos, alguns métodos foram desenvolvidos
para assegurar confiabilidade dos perfis de DNA obtidos. Um exemplo disso é o
uso de limiares de deteccdo, como o threshold analitico e o threshold estocéastico
(Butler, 2010; Oorschot et al., 2010). Esses limiares sao alturas minimas
estabelecidas para os picos obtidos no perfil, com o propésito de garantirem o

controle estocastico da reacao.

O threshold analitico € um nivel de unidades de fluorescéncia relativa
(RFU) a partir do qual os picos em um perfil genético podem ser considerados
como sinal analitico e, consequentemente, registados pelo software de analise de
dados. Os picos que se encontrarem abaixo desses limiares previamente
estabelecidos devem ser analisados com muita cautela ou ndo devem ser
considerados na interpretacao dos resultados (Budowle et al., 2009; Butler, 2010).
Considerando o sinal de ruido de fundo no controle positivo, é possivel definir
esse limiar analitico, sendo que o valor mais comumente estabelecido € o de 50
RFU (Butler, 2010).
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Ja o threshold estocastico € o valor estabelecido a fim de garantir que
abaixo dele exista uma baixa probabilidade de que, em uma amostra
heterozigota, um dos alelos tenha sofrido um drop-out. Sendo assim, pode-se
assumir que, quando um pico de um heterozigoto esta acima desse limiar, o seu
alelo irméo devera também estar presente, devendo aparecer pelo menos acima
do threshold analitico. Esse limiar é calculado com base em perfis genéticos
heterozigotos que mostram a amplificacdo de apenas um alelo, permitindo gerar o

valor médio em RFU correspondente a este threshold (Butler, 2010).

A Figura 4 ilustra o uso de limiares de detec¢cdo em um perfil genético.

Peak refiable, can ba
used for inclusions

__________________ Interpretation
’ 150 AFUs | Threshold

Paak refiable, but only
veed for exclusions

_____________ | _ _ _ _  Analytical
’ S0 AFUs | Threshold

Feak not

cansidered
rafiahia
Baseline
Moise

FONTE: Butler, 2011
Figura 4 - Exemplos de limiares de deteccao usados para analise de um perfis genético. O
Threshold analitico foi ajustado em 50 RFU e Threshold estocastico (limiar de interpretacédo) em
150 RFU. A esquerda, o pico inferior a 50 RFU no é consideravel confiavel para a analise. Os
outros dois picos sdo considerados confiaveis, porém o maior encontra-se acima do limiar
estocéstico, permitindo o seu uso em analises estatisticas mais detalhadas, uma vez que se
assume que ndo houve ocorréncia de drop-out alélico.

based empirically on a lab's internal validation)

Values shown for example purposes only (should be

Portanto, qualquer analise que possa resultar na perda da liberdade de um
individuo acusado por um crime deve ser executada com o maximo de cuidado. O

ideal € que existam parametros e protocolos para cada etapa da obtencéo de
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perfis de DNA, estabelecidos de acordo com a validacdo em laboratorio,

assegurando a qualidade dos resultados (Butler, 2011).

1.6 Criminalidade no Brasil e no Estado de S&o Paulo

No que diz respeito ao cenario brasileiro de demanda do uso dos perfis de
DNA, atualmente os laboratoérios de pericia de DNA recebem grande quantidade
de materiais provenientes de cenas de crimes que apresentam DNA oriundo de
transferéncia primaria e secundaria. Porém, em alguns casos, a obtencao de
perfis genéticos por meio do uso de DNA do toque nos itens recebidos é
dificultada devido, ndo somente as quantidades exiguas de material genético,
mas também a esses diversos fatores citados acima, que podem fazer com que,
dependendo do caso, a coleta do DNA para gerar perfis nem seja considerada
pela equipe pericial. O numero desses objetos para serem periciados vém
crescendo nos ultimos anos em funcéo da popularizacdo desse tipo de exame e
pelo aumento da criminalidade. De fato, a criminalidade brasileira € muito alta e,
em 2017, o Brasil foi apontado como o 11° pais mais inseguro do Mundo pelo
indice de Progresso Social (IPS), que analisou o indice de seguranca pessoal em
132 paises, caracterizado por englobar a taxa de homicidios, a taxa de crimes

violentos e a percepcéao de criminalidade do local.

Segundo a Secretaria da Seguranca Pdulblica, os dados dos crimes
cometidos no Estado de S&o Paulo, mostram que em 2019 foram reportados
522.167 ocorréncias de furtos, sendo 90.652 casos de furtos de veiculos, e
255.397 ocorréncias de roubos, sendo 46.517 casos de roubos de veiculos. Ainda
neste ano, os roubos de veiculos corresponderam a 16,1% das ocorréncias
registradas. Além disso, 4,4% dos casos foram computados como roubos em
interior de veiculos. Posteriormente, em 2020, houve 392.311 ocorréncias de
furtos, sendo 65.724 casos de furtos de veiculos, e 218.839 ocorréncias de
roubos, sendo 31.891 roubos de veiculos no Estado de S&o Paulo. Ao todo, neste
ano, os roubos de veiculos representaram 11,3% dos casos totais registrados,
enquanto que os roubos em interior de veiculos representaram 3,3% das
ocorréncias. Segundo os peritos do laboratorio de DNA da Policia Civil da cidade
de Séo Paulo (informacéo pessoal), em geral, sdo poucas as coletas na tentativa
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de se obter DNA das macanetas de carros, pois 0s peritos consideram muito
provavel que a quantidade de material biolégico depositado pelo criminoso seja
muito menor do que a do proprietério e, portanto, o perfil de DNA obtido ndo sera
de grande utilidade para a investigacao.

Ainda segundo a Secretaria da Seguranca Publica do Estado de Sé&o
Paulo, em 2020 foram reportados 2.893 casos de homicidio doloso, ou seja, com
intencdo de matar, sendo que 22,7% ocorreram em residéncias, 55,3% em vias
publicas e 2,9% em restaurantes e locais de lazer. Em comparacdo com 2019
foram 3.521 casos ao todo e alguns dos dados relatados s&o: 22,1% em
residéncias, 54,6% em vias publicas e 3,5% em restaurantes ou locais de lazer,
respectivamente. Além disso, o estudo realizado pelo Escritorio das Nacdes
Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) em 2012, relatou que a maioria dos
casos de homicidio no continente americano ocorre por uso de armas de fogo
(66%), mas uma porcentagem significativa (17%) ainda corresponde as armas

brancas, como facas.

Esses dados mostram que, mesmo que em minoria, 0S crimes com armas
brancas ainda existem, sendo que boa parte deles ocorre em residéncias ou
restaurantes, muito provavelmente com o uso de facas, um utensilio facilmente
encontrado em qualquer domicilio, e que pode ser feito de diferentes materiais.
Como relatado pela literatura, dependendo da superficie onde o material genético
€ depositado, a obtencdo de perfis de DNA pode ser dificultada (Wickenheiser e
Hons, 2002; Goray et al., 2009; Daly et al., 2012; Verdon et al., 2013; Mishra et
al., 2020) Segundo os peritos do laboratério de DNA da Policia Civil da Cidade de
Sao Paulo (informacéo pessoal), os crimes com facas sdo muito comuns, porém
nem sempre € facil obter o perfii de DNA, ja que além do material da
empunhadura poder dificultar esse processo, é provavel encontrar misturas

devido ao manuseio do objeto por mais de um usuario.

Outros tipos de crime que tém crescido de maneira progressiva, mas que
parecem carecer de estatisticas em bancos de dados brasileiros, sdo aqueles
vinculados a informatica, ou seja, os cibercrimes. Eles englobam qualquer delito

em que tenha sido usado um computador, incluindo fraude, roubo ou invasao de
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dados, acesso ndo autorizado, assédio na Internet, etc. De acordo com o relatério
Norton (2017), da Symantec, o numero de vitimas brasileiras pelo cibercrime em
2017 foi de 62,21 milhdes, deixando o Brasil na posicdo de um dos paises com
maiores indices de crimes de informética. Entretanto, pouco se fala a respeito de
como esses crimes podem ser elucidados e a coleta de DNA de teclados nao

parece ser considerada.

1.7 Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos

Com a finalidade de propiciar o compartilhamento e comparacao de perfis
genéticos oriundos de vestigios encontrados em cenas de crimes, em 2013, o
Decreto n® 7950/2013-MJ instituiu a Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos (RIBPG) no Brasil. Elaborada pelo Ministério da Justica e pelas
Secretarias de Seguranca Publica Estaduais, a RIBPG garante a possibilidade de
intercambio de perfis genéticos entre os diversos laboratérios periciais do Brasil,
permitindo o confronto de dados para a busca de coincidéncias que permitam
relacionar suspeitos a locais de crimes e diferentes locais de crimes a um mesmo
suspeito (XIlI Relatério Semestral da RIBPG, 2020). Para isso, laboratérios que
atendam os critérios de admissibilidade estabelecidos no Manual de
Procedimentos Operacionais da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos
(2019), como por exemplo, a obrigatdria qualificacdo técnico-cientifica do pessoal
para a execucdo das analises e a adequada estrutura fisica do local, devem
enviar os perfis obtidos para o Banco Nacional de Perfis Genéticos.

Hoje, 22 laboratérios fazem parte da RIBPG, sendo 20 deles estaduais
(Alagoas, Amazonas, Amapa, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Maranhao,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Para, Paraiba, Pernambuco,
Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Santa Catarina e S&o
Paulo), 1 laboratério distrital (Distrito Federal) e 1 laboratério da Policia Federal.
Os laboratérios do Acre, Piaui, Sergipe, Rio Grande do Norte, Roraima e
Tocantins ainda estdo na fase de ajustes para conseguir atender aos requisitos
necessarios para integrar a rede e, consequentemente, iniciar o compartilhamento
de perfis genéticos (XIII Relatério Semestral da RIBPG, 2020).
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No ambito criminal, até o dia 28 de novembro de 2020, a RIPBG ja havia
auxiliado a resolucédo de 1.977 investigacdes. Para a esfera criminal, os perfis
armazenados no Banco Nacional de Perfis Genéticos séo divididos nas seguintes
categorias: vestigios de crime, condenados, identificados criminalmente, restos
mortais identificados e decisdo judicial. No que diz respeito as pessoas
desaparecidas, as categorias de perfis sao: familiares de pesssoas
desaparecidas, restos mortais ndo identificados, referencia direta de pessoa
desaparecida ou pessoas vivas de ldentidade desconhecida. Até setembro de
2020, considerando todas as categorias, ja haviam sido computados pelo menos
82 mil registros armazenados no sistema (Xl Relatorio Semestral da RIBPG,
2020).

A insercdo dos perfis no Banco Nacional de Perfis Genéticos depende de
uma série de condicbes estabelecidas pelo Manual de Procedimentos
Operacionais da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (2019), ou seja,
nado € qualquer perfil que pode ser adicionado ao sistema. Por exemplo, segundo
este manual, quando ndo é possivel obter o perfil completo de uma amostra
bioldégica encontrada em cena de crime, sd0 necessarios ao menos 8 marcadores
STR dos 13 existentes no CODIS original para que o perfil parcial proveniente do

vestigio possa integrar a RIBPG.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

Sabendo-se que as Impressdes Digitais sdo o0s vestigios bioldgicos mais
comuns na maioria das cenas de crimes e que, na maior parte das vezes, estas
nao sdo encontradas na integra para a identificacdo do criminoso por datiloscopia,
€ importante investigar e aprimorar a viabilidade de obtencdo de perfis genéticos
desse material biolégico em diferentes superficies com a finalidade de auxiliar o
trabalho da pericia técnico cientifica. Tendo em vista que os crimes com facas
acontecem em proporcao consideravel e que a taxa de sucesso de obtencado de
perfis de DNA nas pericias brasileiras ainda é baixa, por conta dos diferentes
tipos de materiais das quais sao feitas as empunhaduras dessas armas brancas,
e devido as complicacbes de interpretacdo das misturas obtidas, torna-se
necessario aprimorar as metodologias de obtencdo do perfil genético nesses
casos. Além disso, a avaliagdo de obtencdo de perfis de DNA de macanetas e
volantes de carros que foram furtados ou roubados, considerando as diferentes
condicBes ambientais, se faz necessaria, uma vez que as impressoes digitais sdo
pouco coletadas nesses casos, devido ao pressuposto de que as mesmas nao
trazem informacfes sobre o criminoso, mas somente do usuério do veiculo. Por
fim, como os cibercrimes vém crescendo de maneira progressiva no Brasil e
atingindo grande parte da populacdo brasileira, é evidente a necessidade de
analisar o uso do DNA como ferramenta para ajudar a solucionar alguns desses

crimes.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Esse estudo teve como objetivo geral analisar a viabilidade de obtencéo de
perfis de DNA e a qualidade dos mesmos em diferentes materiais de
empunhaduras de facas, maganetas e volantes de carros, e em teclados de
computadores, por meio de situagdes simuladas de transferéncia direta para

auxiliar a identificacdo de criminosos.

3.2 Objetivos especificos

Para cada um dos materiais testados, empunhaduras de facas, macanetas
e volantes de carros e teclados de computadores, foram avaliados 0s seguintes

objetivos secundéarios:

a.Testar e comparar a eficacia de dois métodos de extracdo de DNA
distintos para o processamento de amostras de DNA de toque, no que diz
respeito a geracao de perfis STR, correspondéncia alélica entre perfis referéncia e

perfis de mistura, e quantidade de alelos verdadeiros e falsos obtidos.

b.Comparar os dados de quantificacdo das amostras extraidas para ambos

0s métodos de extracdo utilizados.

c.Avaliar a relacdo entre os dados de quantificacéo e a qualidade do perfil

gerado.

d. Avaliar e comparar a influéncia de diferentes tipos de substratos na

obtencéao de perfis STR.

e. Avaliar o status shedder de individuos submetidos as diferentes

situacdes experimentais, a fim de verificar se esta variavel se mantém.

f. Avaliar as diferencas de deposicdo de material genético entre 0s sexos

feminino e masculino.

g. Analisar a utilidade dos perfis STR gerados para a identificacdo de

criminosos, baseando-se nos critérios estabelecidos pelo Manual de
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Procedimentos Operacionais da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos,
utilizado para analises forenses no Brasil, para insercdo de perfis no Banco

Nacional.

h.Avaliar a possibilidade de obtencéo de perfis genéticos masculinos com o
kit PowerPlex Y 23 System em amostras de mistura em que nao tenham sido

possiveis obter perfis STR com o kit PowePlex Fusion System.
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4. METODOS
4.1 Desenho dos experimentos simulados

Com o intuito de atingir os objetivos propostos, situacdes simuladas de
atos criminosos foram elaboradas, envolvendo empunhaduras de facas, volantes
e macanetas de carros e teclados de computadores. Ao todo, nove individuos néo
aparentados participaram do estudo, sendo quatro homens e cinco mulheres, na
faixa etaria de 24 a 64 anos. Todos os participantes assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, informativo sobre os objetivos da pesquisa e
procedimentos que seriam realizados (Anexo A). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (NUmero do Parecer: 2.056.555 - Anexo B).

As trés situacdes simuladas estédo descritas a seguir.

4.1.1 Experimento com teclado de computador

A primeira situagdo simulada foi realizada em teclados de dois
computadores distintos, cujas proprietarias (doadoras primarias) os utilizavam
com exclusividade. Cada doador secundario (um homem e uma mulher)
manuseou cada teclado por um periodo de 5 minutos, tempo este suficiente para
a realizacdo de um cibercrime (Figura 5). No intervalo de um experimento para
outro os teclados foram esterilizados com alcool 70% para evitar possivel

contaminacgao do experimento anterior.
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Uso continuo
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.
Figura 5 - Esquema representativo dos experimentos em teclados de computadores.

Os experimentos foram realizados em dias distintos e em duplicata a fim de
que dois diferentes métodos de extracdo fossem testados.

4.1.2 Experimento com arma branca — facas

As amostras coletadas foram provenientes do manuseio de facas com trés
materiais diferentes de empunhaduras (aco, madeira e polipropileno). Antes da
montagem dos experimentos esses utensilios foram esterilizados com alcool 70%
e submetidos a luz U.V. para eliminar qualquer residuo de contaminacdo. Dois
homens e duas mulheres atuaram como os doadores primarios (principais) e cada
um manuseou dois conjuntos compostos pelas 3 facas, por 10 minutos cada uma,

simulando o uso habitual desses utensilios pelo proprietario.

Em seguida, uma mulher (doadora secundaria) manuseou um dos
conjuntos tocado por cada um dos quatro doadores primarios, e um homem
(doador secundario) fez o mesmo procedimento, manuseando 0s outros conjuntos
nao tocados pela mulher. O toque de cada doador secundario ocorreu por 1
minuto em cada faca, simulando uma cena de crime utilizando essas armas

brancas, conforme o Figura 6.
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10 minutos

K

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
Figura 6 - Esquema representativo de experimento com armas brancas (facas)

Cada experimento foi realizado em duplicata, em dias distintos, a fim de
que dois métodos de extracdo fossem testados. Os experimentos foram
realizados em laboratério com as condigcbes ambientais (temperatura, umidade e

presséo) padronizadas e controladas.

4.1.3. Experimento com volantes e maganetas de carros

Na dultima situacdo simulada foram utilizados quatro carros, cujos
proprietarios eram duas mulheres e dois homens (doadores primarios). Os
doadores secundarios (um homem e uma mulher) manusearam as macanetas e
volantes dos quatro veiculos (ja previamente usados por seus donos), em dias
diferentes, durante um minuto cada (Figura 7).

Os experimentos em macanetas foram realizados em diferentes condicdes
ambientais a fim de comparar a possibilidade de obtenc&o do perfil de STR em
cada uma, ou seja, metade das amostras de maganetas de carros foram obtidas
em dias umidos e chuvosos, ja a outra metade em dias quentes e secos. Apos
cada experimento, a macganeta e o volante foram esterilizados com alcool 70%
para que um novo ensaio fosse criado, livre do material bioldgico do experimento

anterior.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.
Figura 7 - Esquema representativo dos experimentos em volantes e maganetas de carros.

Assim como nas simulacdes anteriores, cada experimento foi feito em
duplicata e em dias diferentes para testar dois distintos métodos de extracao de
DNA.

4.2 Sumario dos experimentos elaborados

Foram elaborados, no total, 104 experimentos, sendo eles, 8 em teclados de
computadores, 48 em empunhaduras de facas e 48 em volantes e macanetas de
carros (Quadros 1, 2 e 3, respectivamente). Com o intuito de simular situacdes
reais de crimes, 0s participantes realizaram suas atividades diarias normalmente
e nenhum meétodo de controle de transferéncia secundaria (como por exemplo,
lavagem das méaos) foi aplicado, possibilitanto, portanto, o aparecimento de alelos

desconhecidos nos perfis genéticos produzidos posteriormente.
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Quadro 1 - Experimentos em teclados de computadores, considerando os participantes e
métodos de extracdo de DNA usados.

Experimento Participantes Método de Extracdo
T1 DNA I1Q
T2 Doadora primaria 1 (M1) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M2)
T3 DNA IQ
T4 Doadora primaria 2 (M3) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M2)
T5 DNA I1Q
T6 Doadora primaria 1 (M1) + doador Casework Direct Kit
secundario (H1)
T7 DNA I1Q
T8 Doadora primaria 2 (M3) + doador Casework Direct Kit
secundario (H1)

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Quadro 2 - Experimentos com empunhaduras de facas, considerando os participantes e métodos
de extracdo de DNA usados. Cada experimento foi realizado com os trés tipos de facas usados
(ago, madeira e polipropileno).

Experimento

Participantes

Método de Extragao

secundario (H4)

F1 DNA 1Q
F2 Doadora primaria 1 (M1) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M2)
F3 DNA 1Q
F4 Doadora primaria 2 (M4) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M2)

F5 DNA 1Q

F6 Doadora primaria 1 (M1) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)

F7 DNA 1Q

F8 Doadora primaria 2 (M4) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)

F9 DNA IQ

F10 Doador primario 1 (H2) + doadora Casework Direct Kit
secundaria (M2)

F11 DNA IQ

F12 Doador primario 2 (H3) + doadora Casework Direct Kit
secundaria (M2)

F13 DNA 1Q

F14 Doador primario 1 (H2) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)

F15 DNA 1Q

F16 Doador priméario 2 (H3) + doador Casework Direct Kit

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Quadro 3 - Experimentos realizados com veiculos, considerando os participantes e métodos de
extragdo de DNA usados.

Experimento

Participantes

Método de Extragdo

Cc1 DNAIQ
C2 Doadora primaria 1 (M5) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
c DNAIQ
c4 Doadora primdria 2 (M3) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
c5 DNAIQ
Cé Doadora priméria 1 (M5) + Casework Direct Kit
doador secundario (H4)
c7 DNAIQ
C8 maganetas e volantes Doadora primaria 2 (M3) + Casework Direct Kit
(sol) doador secundario (H4)
9 DNAIQ
C10 Doador primario 1 (H1) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
Cl11 DNAIQ
c12 Doador primario 2 (H3) + Casework Direct Kit
doadora secundéria (M1)
C13 DNAIQ
Cl4 Doador primério 1 (H1) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)
C15 DNAIQ
Cl6 Doador primério 2 (H3) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)
C17 DNAIQ
C18 Doadora primaria 1 (M5) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
C19 DNAIQ
C20 Doadora primdria 2 (M3) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
C21 DNAIQ
Cc22 Doadora priméaria 1 (M5) + ComEEr e (6
doador secundario (H4)
C23 DNAIQ
C24 Doadora primdria 2 (M3) + Casework Direct Kit
doador secundario (H4)
C25 macanetas (chuva) DNAIQ
C26 Doador primario 1 (H1) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
c27 DNAIQ
28 Doador primario 2 (H3) + Casework Direct Kit
doadora secundaria (M1)
C29 DNAIQ
C30 Doador primario 1 (H1) + doador Casework Direct Kit
secundario (H4)
C31 DNAIQ
C32 Doador primario 2 (H3) + doador Casework Direct Kit

secundario (H4)

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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O Quadro 4 evidencia a atuacdo de todos os participantes como doadores
primarios e/ou secundarios para cada um dos experimentos realizados.
Quadro 4 - Atuacéo dos participantes em cada um dos experimentos realizados. Mulheres estéo

enumeradas de 1 a 5 e representadas pela letra “M”. Homens estdo enumerados de 1 a 4 e
representados pela letra "H”. T=teclado, F=faca e C=carro.

Participantes Doador primario Doador secundario
M1 T1/T2, T5/T6, F1/F2, F5/F6 C1/C2, C3/C4, C9/C10, C11/C12, C17/C18, C19/C20,
C25/C26, C27/C28
M2 T1/T2, T3/T4, F1/F2, F3/F4, FO/IF10, F11/F12
M3 T3/T4, T7/T8, C3/C4, CT/C8, C19/C20, C23/C24
M4 F3/F4, F7/F8
M5 C1/C2, C5/CB/, C17/C18, C21/C22
H1 C9/C10, C13/C14, C25/C26, C229/C30 T5/T6, T7/T8
H2 F9/F10, F13/F14
H3 F11/F12, F15/F16, C11/C12, C15/C16, C27/C28,
C31/C32
H4 F5/F6, F7/F8, F13/F14,F15/F16, C5/C6, C7/C8, C13/C14,
C15/C16, C21/C22, C23/C24, C29/C30, C31/C32

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

4.3 Coleta dos materiais biol6gicos dos experimentos

Foram coletadas amostras referéncias dos 9 participantes dos
experimentos simulados, para obtencdo dos seus perfis genéticos individuais, que
serviram de controle para as analiseas dos perfis de misturas. Sangue foi
coletado da ponta do dedo médio da méo em papel de FTA (Whatman®) de cada

um dos participantes citados.

O material biolégico depositado nos experimentos foi coletado das
empunhaduras das facas, das maganetas, volantes e dos teclados por meio da
técnica do swab duplo (Sweet et al., 1997; Alessandrini et al., 2003; Pang e
Cheung, 2007; Phipps e Petricevic, 2007; Verdon, et al., 2013; Samie et al.,

2016), que consiste no uso da ponta de um swab estéril umedecido em agua
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MilliQ, friccionado sobre a superficie de forma perpendicular a este, seguido do
uso de outro swab estéril, desta vez seco, friccionado da mesma forma que o
primeiro. Nos teclados, o material foi recuperado das teclas “Enter” e “Espacgo”,

pois sao utilizadas com maior frequéncia.

4.4 Extracao e Quantificacdo de DNA

Um picotador de papel foi usado para cortar uma circunferéncia de 3
milimetros do papel FTA contendo sangue do material de referéncia individual. O
fragmento de FTA cortado foi lavado durante 15 minutos com 200uL de
solucéo de purificagdo de FTA (MGM Plus), seguido de duas lavagens com 200uL
de 4gua milliQ, durante 15 minutos. Na sequéncia, a circunferéncia do papel FTA
foi colocada para secagem em estufa a 56°C, por 20 minutos. Posteriormente, a
mesma foi utilizada para amplificacdo dos marcadores STR com os kits de
amplificacdo do DNA descritos a seguir.

Dois métodos de extracdo de DNA foram testados a fim de comparar a
eficacia de ambos nas amostras coletadas com swabs, provenientes dos
experimentos. Como cada ensaio foi feito em duplicata, todos foram submetidos a
extracdo do DNA das células epiteliais com os kits DNA 1Q System (Promega

Corporation) e Casework Direct Kit (Promega Corporation).

Em ambos os casos, apOs a coleta do material biolégico depositado em
cada objeto, foi cortado cerca de 0,5 centimetro do algoddo dos swabs com
bisturis estéreis para, em seguida, coloca-los em tubos tipo Eppendorf de 2mL.
Ambas as extracOes foram realizadas seguindo os protocolos dos fabricantes.
Como os dois swabs coletados (seco e molhado) de um determinado ensaio eram
provenientes da friccdo de um mesmo material (faca, volante, macaneta ou
teclado), seus fragmentos cortados foram colocados no mesmo Eppendorf para
extracdo, a fim de resultar em um anico perfil de DNA para ambos, garantindo a
maior quantidade de células possivel (Sweet et al., 1997).

A quantificacdo do material genético extraido para cada amostra foi
realizada com o uso do Kit Quantifiler Trio (Applied Biosystems), conforme

protocolo descrito pelo fabricante. Este método proporciona dados sobre
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fragmentos grandes (>200 bases) e pequenos (>80 bases) existentes na amostra,

sendo que a proporcédo entre ambos define o grau de degradacdo da mesma.

4.5 Amplificagdo de DNA

Apos a extragdo, a amplificagdo do DNA foi realizada por técnica de PCR
multiplex utilizando-se o kit PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation),
que possui primers para amplificacdo de 22 marcadores STR autossémicos, que
incluem o D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248, D13S317, D16S539,
D18S51, D2S1338, CSF1PO, THO1, vVWA, D21S11, D7S820, D5S818, TPOX,
D8S1179, D12S391, D19S433, D2251045, FGA, Penta E, Penta D, 1 marcador
do cromossomo Y, DYS391, além da amelogenina para 0s cromossomaos sexuais,
conforme protocolo descrito pelo fabricante. Para a reacdo de amplificacdo, 5 pl
do PowerPlex Fusion Master Mix e 5 ul of PowerPlex Fusion Primer Mix foram
usados para cada amostra. O volume de entrada de DNA utilizado variou de 5 a
15 pyl num volume de reacado final de 15 ou 25 pl, respectivamente. Nesse
contexto, para amostras extraidas com DNA IQ System, foram adicionados 5 pl
de DNA e para amostras extraidas com Casework Direct Kit foram adiconados 15
pI de DNA, tendo em vista os protocolos e as limitagdes da quantidade de produto

extraido para ambos os kits.

Com o intuito de verificar a possibilidade de obtencdo de novos perfis
genéticos, amostras que ndo resultaram em perfis com o kit PowerPlex® Fusion
System, e que continham um individuo do sexo masculino como doador
secundario, foram amplificadas com o kit PowerPlex® Y 23 System, que possui
primers para amplificacdo de 23 marcadores STR do cromossomo Y, sendo eles
DYS576, DYS389l/Il, DYS448, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533,
DYS438 (penta), DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392,
DYS643 (penta), DYS393, DYS458, DYS385a/b, DYS456 e Y-GATA-H4. Para a
reacao de amplificagcédo, 5 pl do PowerPlex Y23 Master Mix e 2,5 pl do PowerPlex
Y23 Primer Pair Mix foram usados em cada amostra. O volume de entrada de
DNA utilizado foi de 5 pl, resultando em um volume final de reacéo de 15l.
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Tanto para o PowerPlex Fusion System quanto para o PowerPlex Y23
System, amostras de controles positivo (controle de DNA 2800M) e negativo
(agua) foram amplificadas para monitorar o sucesso da amplificacdo e os sinais
de potenciais contaminagfes presentes nos reagentes. O numero de ciclos usado
para a reacdo de amplificacdo em amostras de DNA de toque foi elevado para 31,
como sugerido pela equipe de suporte técnico da empresa responsavel pelos kits.
Para as amostras referéncia, foi mantida a ciclagem original do protocolo, ou seja,
26 ciclos. O tempo de injecao para eletroforese capilar das amostras oriundas de
experimentos também foi ajustado de 5 para 10 segundos, conforme sugerido

pelo suporte da Promega Corporation.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese capilar em
sequenciador automatico de quatro capilares de 36cm ABI3130 (Applied
Biosystems) e analisados no Software GeneMapper ID versdo 3.2. Durante a
geracdo de perfis STR, somente os picos acima de 50 RFU foram interpretados
pelo software, valor padréo de analises forenses no laboratdrio de DNA da Policia
Civil da cidade de Sao Paulo. O limiar estocéastico foi ajustado para 150 RFU.

4.6 Analise dos dados e analise estatistica

Apoés a obtencéo dos perfis genéticos, o numero total de marcadores STR
com correspondéncia alélica entre o observado e o esperado foi calculado e
representado como porcentagem para ambos os doadores presentes nas
misturas, considerando que a composicdo alélica de cada individuo ja era
conhecida gracas aos perfis referéncia obtidos de amostras de sangue. Assim, foi
possivel calcular a porcentagem meédia de alelos coincidentes para doadores
primarios e secundarios em cada suporte utilizado, para ambos os métodos de
extragcdo. Com base nesses dados, foi possivel analisar o impacto do tipo de
superficie e a influéncia de fatores ambientais para geracdo de perfis genéticos.
Os resultados obtidos nessa etapa também permitiram comparar a eficacia de

ambos 0s métodos de extracao testados.

Da mesma forma, foi possivel contabilizar o numero de marcadores STR

com correspondéncia alélica para cada doador da mistura, verificando quantos
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desses marcadores tinham drop-out alélico para o perfil do individuo e quantos
deles continham ambos os alelos da pessoa. Uma vez estabelecidos os
marcadores STR com correspondéncia alélica para cada doador da mistura, foi
possivel analisar a utilidade dos perfis com base no Manual de Procedimentos
Operacionais da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos de (2019), que
estabeleceu um minimo de 8 marcadores STR presentes no CODIS original como
necessarios para considerar um perfil Gtil para uma investigacdo. Assim, foi
verificada a quantidade de perfis com pelo menos 8 marcadores STR com
correspondéncia alélica para doadores secundarios (“criminosos”) das misturas,
considerando tanto os 13 marcadores presentes no CODIS original, quanto o0s
20 marcadores presentes no CODIS atual, permitindo comparar a geragao de
perfis Gteis para ambos os métodos de extracéo.

Uma vez conhecida a quantidade de alelos para ambos os doadores das
misturas obtidos nos perfis oriundos dos experimentos, foi possivel calcular a
guantidade de alelos extras obtidos em cada perfil. Dessa forma, foi comparada a
porcentagem média de alelos extras e verdadeiros para todos tipos de suportes

utilizados e kits de extracéo testados.

Para avaliacdo do status shedder no estudo, foi possivel analisar a
guantidade de marcadores STR com correspondéncia alélica para participantes

que atuaram em diferentes experimentos.

Para a analise da influéncia do sexo no estudo, os perfis foram
categorizados como nulos, parciais ou completos de acordo com a porcentagem
de alelos recuperados de cada doador em cada experimento. Esses dados foram
comparados com cada uma das configuracdes de experimentos realizadas (duas

mulheres, uma mulher e um homem, um homem e uma mulher ou dois homens).

Com relagdo a analise estatistica, o teste Kruskal-Wallis foi realizado para
checar se os kits de extracdo, de maneira geral, se comportaram de maneira
diferente para cada uma das superficies testadas. Para isso, o nivel de
significancia estabelecido foi de 0,05. O teste 7 Wilcoxon Rank Sum foi usado

para comparar um kit contra o outro em cada superficie, aplicando-se um nivel de

32



significancia de 0,007, considerando os sete diferentes tipos de superficies
usados (0.05 + 7). Um teste Chi-Quadrado foi aplicado para comparar os kits de
extracdo com relacédo a producao de perfis Uteis para o Banco Nacional de Perfis
Genéticos da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos.
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5. RESULTADOS
5.1 Quantificagcdo de amostras

ApOs a extracdo de DNA, todas as 104 amostras coletadas foram
quantificadas com o kit Quantifiler Trio™ (Thermo Fisher), capaz de quantificar
fragmentos para os marcadores Large (>200 bases) e Small (>80 bases). As
Tabelas 1, 2 e 3 a seguir mostram os dados obtidos nesta etapa para cada uma
das amostras coletadas de teclados de computadores, facas de madeira, aco e
polipropileno, e volantes e macanetas de carros sob exposicédo ao sol e a chuva,
respectivamente.

Tabela 1 - Valores de quantificagdo obtidos para marcadores Large e Small em teclados de

computadores. Amostras impares foram extraidas com DNA IQ System e amostras pares
extraidas com o Casework Direct Kit.

Teclados de computadores

Amostra Large (ng/pl) Small (ng/pl)
T1 0,000086 IDT
T2 0,00020 0,0029
T3 0,000078 IDT
T4 IDT IDT
T5 0,001365 0,002737
T6 0,0027 0,01
T7 0,0018 0,0031
T8 0,0024 0,012

IDT — Indeterminado

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Tabela 2 - Valores de quantificacéo obtidos para marcadores Large e Small em empunhaduras de
facas de madeira, aco e polipropileno. Amostras impares foram extraidas com DNA 1Q System e
amostras pares extraidas com o Casework Direct Kit.

Madeira Acgo Polipropileno

Amostra Large Small Amostra Large Small Amostra Large Small

(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
F1M 0,00032 IDT F1A IDT IDT F1P IDT IDT
F2M 0,000069 0,0010908 | F2A IDT 0,00068 | F2P 0,00018 0,0016
F3M IDT IDT F3A IDT IDT F3P IDT IDT
F4M 0,000041 IDT F4A 0,000085 IDT F4pP 0,000065 IDT
F5M 0,00032 IDT F5A 0,00036 IDT F5P 0,00033 IDT
F6M 0,000098 IDT F6A 0,00011 IDT F6P 0,000092 IDT
F7M 0,00027 IDT F7A IDT 0,0032 F7P IDT IDT
F8M 0,000060 IDT F8A 0,000065 IDT F8P IDT IDT
FOM 0,00054 IDT FOA IDT IDT FoP 0,0012 IDT
F10M IDT IDT F10A IDT IDT F10P 0,000053 IDT
F11M IDT IDT F11A 0,0005 IDT F11P IDT IDT
F12M 0,00016 IDT F12A 0,0002 IDT F12pP 0,000098 IDT
F13M IDT IDT F13A IDT IDT F13P 0,0006 IDT
F14M 0,00015 IDT F14A IDT 0,0016 F14pP 0,000094 IDT
F15M IDT IDT F15A IDT IDT F15P 0,00049 0,0016
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Continuacgéo - Tabela 2| = Valores de quantificacdo obtidos para marcadores Large e Small
em empunhaduras de facas de madeira, aco e polipropileno. Amostras impares foram
extraidas com DNA 1Q System e amostras pares extraidas com o Casework Direct Kit.

Madeira Aco Polipropileno
Amostra Large Small Amostra Large Small Amostra Large Small
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
F16M 0,00014 IDT F16A 0,000096 0,0016 | F16P 0,00011  0,0013

IDT — Indeterminado
FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Tabela 3 - Valores de quantificacdo obtidos para marcadores Large e Small em volantes e
macanetas de carros. Amostras impares foram extraidas com DNA IQ System e amostras pares
extraidas com o Casework Direct Kit.

Volantes Macaneta (sol) Macanetas (chuva)
Amostra Large Small Amostra Large Small Amostra Large Small

(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
Clv 0,0097 0,012 CiM 0,0035 0,014 C17 IDT IDT
Cc2v 0,0036 0,017 C2M 0,0016 0,0106 C18 0,00033  0,00295
C3Vv 0,0068 0,0036 C3M 0,0011 0,0022 C19 0,0047 0,00518
C4v 0,0012 0,0012 C4aM 0,000094 IDT C20 0,0071 0,01232
C5Vv 0,0012 IDT C5M 0,00093 IDT c21 0,0037 0,01453
ceVv 0,0007 0,0029 C6M 0,000052 IDT C22 0,0001 0,00137
crv 0,0209 0,025 C7™M 0,0007 IDT c23 IDT IDT
c8v 0,0044 0,015 C8M 0,0002 IDT C24 0,00108 0,00467
Ccov 0,0055 0,0026 CoM 0,005 0,010 C25 0,00063 IDT
ciov 0,00074  0,0031 Ci0M 0,005 0,049 C26 0,00005 IDT
Cliv 0,0018 IDT C1iM IDT IDT c27 IDT IDT
Cci2v 0,00043  0,0059 ci2m IDT IDT C28 0,00014 IDT
C13Vv 0,0012 IDT C13M IDT IDT C29 IDT IDT
C14v 0,0007 0,0014 C14M 0,000065 0,00085 | C30 0,00056  0,00108
C15v 0,0012 0,0025 C15M 0,0035 IDT C31 0,0022 IDT
Ci6V 0,00067  0,0026 Ci6M 0,0016 0,00091 | C32 0,002 0,01529

IDT — Indeterminado
FONTE: elaborado pela autora, 2021.

A média dos valores obtidos a partir da quantificacdo foi calculada para
cada substrato, em ambos os métodos de extracao (Tabela 4). Amostras em que
0s marcadores avaliados (Small e Large) resultaram em valores indeterminados
foram contados e descritos com mais detalhes no Quadro 5. Amostras com

quantificacdo positiva, mas auséncia de perfil STR, estdo descritas no Quadro 6.
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Tabela 4 - Médias de quantificacdo obtidas em teclados de computadores, empunhaduras de
facas, volantes e macanetas de carros para ambos os métodos de extracao.
Teclados de computadores

Média (ng/ul)

DNA 1Q CASEWORK
Large 0,00066 0,00018
Small 0,0031 0,0085
Empunhaduras de facas
Madeira Aco \ Polipropileno
Média (ng/pl) Média (ng/pl) \ Média (ng/pl)
DNA 1Q CASEWORK DNA 1Q CASEWORK \ DNA 1Q CASEWORK
Large 0,00036 0,0001 0,00043 0,00011 \ 0,0007 0,0001
Small IDT 0,00109 0,00327 0,0013 ‘ 0,0016 0,0015
Carros
Volantes Maganeta (sol) Maganeta (chuva)
Média (ng/ul) Média (ng/ul) Média (ng/ul)
DNA 1Q CASEWORK DNA 1Q CASEWORK DNA 1Q CASEWORK
Large @ 0,0061 0,0016 0,0023 0,0011 0,0028 0,0014
Small 0,0094 0,0062 0,009 0,015 0,0098 0,0063

IDT - Indeterminado
FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Quadro 5 - Amostras com valores indeterminados para os marcadores de quantificacdo Small e
Large, relacionando quantas nao obtiveram perfil algum (F13M, F15M, F1A, F3A, F9A, F15A,
F3P, F11P, C11M, C12M, C13M, C17 E C29), e quantas geraram perfis de STR (T4, F3M,
F10M, F11M, F10A, F13A, F1P, F7P, F8P, C15M, C23 e C27). CW- Casework Direct Kit.

N° de amostras com IDT para Sem perfil STR Com perfil STR
Small e Large
Teclado 1 B e 1CwW

Madeira 5 2 DNATR:  esssssssnos 2DNAIQ
1CW

Aco 6 A DNA [ e 1DNAIQ
1CW

Polipropileno 5 2DNAIQ - 2DNAIQ
1CW

Maganeta (sol) 4 2DNAIQ - 1 DNAIQ

1CW
Maganeta (chuva) 4 2.DNAIQ s 2DNAIQ

IDT — Indeterminado
FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Quadro 6 — Amostras com valores positivos para quantificacdo, mas sem perfil STR (T3, F7M,
F5A, F7A, F11A, F13P, F15P e C21).

Substrato N° de amostras com quantificagéo, mas sem Método de Extracao
perfil STR

Teclado 1 DNA 1Q
Madeira 1 DNA 1Q

Aco 3 DNA IQ
Polipropileno 2 DNA 1Q
Macaneta 1 DNA IQ
(chuva)

 FONTE: elaborado pela autora, 2021.

A Figura 8 exemplifica um perfil genético obtido a partir de uma amostra com
resultado indeterminado para a quantificacdo de Large e Small e que apresentou

um perfil parcial.

5.2 Obtencéao de perfis com o kit PowerPlex® Fusion System

Dos 104 experimentos realizados, foi possivel obter perfis STR com 0 uso
do kit PowerPlex® Fusion System de 83 deles (79,8%), ja os outros 21 (20,2%)
nao geraram nenhum perfil genético. Dos 21 ensaios em que nao houve
resultados positivos, um deles foi feito em teclado de computador (T3), 14 foram
realizados com empunhaduras de facas, sendo 7 de aco (F1, F3, F5, F7, F9, F11
e F15), 4 de polipropileno (F3, F11, F13 e F15) e 3 de madeira (F7, F13, F15), e
0s 6 restantes foram provenientes de macanetas de carros, sendo 3 em dias
ensolarados (C11, C12 e C13) e 3 em dias chuvosos (C17, C21 e C29). Todas as

amostras coletadas em volantes de carros geraram perfis STR.

Dos 21 ensaios em que nao foi possivel obter perfis genéticos, somente
um foi extraido com o Casework Direct Kit (amostra de macaneta de carro do
experimento C12).

Dos 83 perfis obtidos, 7 correspondem a amostras coletadas de teclados
de computadores, 34 correspondem a amostras de empunhaduras de facas e 42

sao referentes a amostras de macganetas e volantes de carros.
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Figura 8- Perfil parcial obtido de uma amostra com resultado negativs para quantificacdo no
experimento T4.
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5.3 Percentual de alelos coincidentes para doadores primarios e
secundarios

Para cada um dos 83 perfis STR gerados, calculou-se o percentual de
alelos dos doadores primérios e secundarios presentes na mistura, baseando-se
na razdo do numero de alelos destes individuos encontrados no perfil de mistura
pelo total de alelos desses participantes presentes em seus perfis referéncias,

gerados a partir da amostra de sangue coletada.

As Tabelas 5, 6 e 7 sumarizam os resultados obtidos em teclados de
computadores, empunhaduras de facas e macganetas e volantes de carros,
respectivamente. Os perfis STR gerados nos experimentos F3M e C15M nao
apresentaram alelos correspondentes para os doadores primarios e nem para
secundarios.

Nos experimentos com teclados de computadores nao foi possivel gerar
perfil genético para o ensaio T3 (Tabela 5). Nos experimentos com empunhaduras
de facas ndo foi possivel obter perfil genético para os ensaios F1A, F3A, F3P,
F5A, F7A, F7M, F9A, F11A, F11P, F13P, F13M, F15A, F15M e F15P (Tabela 6).
Nos experimentos com carros ndo foi possivel obter perfis genéticos para os
ensaios C11M. C12M, C13M, C17, C21 e C29 (Tabela 7).

Tabela 5 - Porcentagem de alelos dos doadores primarios e secundarios em perfis STR de
teclados de computadores. Experimentos impares foram extraidos com DNA IQ System e os
pares extraidos com Casework Direct Kit.

Experimento  N° total de N° de alelos do % N° total de N° de alelos do %
alelos do doador primario alelos do doador secundario
doador encontrados no doador encontrados no
primario * perfil gerado secundario perfil gerado
*

T1 40 6 15 40 4 10
T2 40 12 30 40 12 30
T4 40 3 7,5 40 2 5
T5 40 15 37,5 44 9 20,4
T6 40 39 97,5 44 21 47,7
T7 40 14 35 44 11 25
T8 40 35 87,5 44 22 50

*Os alelos foram calculados a partir do perfil referéncia, sendo que alelos em homozigose foram
contabilizados apenas uma vez.
FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 6 - Porcentagem de alelos dos doadores primarios e secundarios em perfis STR de
empunhaduras de facas de aco, madeira e polipropileno, representadas pelas letras “A”, “M” e “P”,
respectivamente. Experimentos impares foram extraidos com DNA IQ System e os pares
extraidos com Casework Direct Kit.

Experimento  N° total N° de alelos % N°total de  N°de alelos %

de do doador alelos do do doador

alelos primario doador secundario
do encontrados secundério encontrados
doador no perfil * no perfil
primario gerado gerado

*
F1P 40 0 0 40 1 2,5
F1iMm 40 4 10 40 2 5
F2A 40 8 20 40 9 22,5
F2P 40 9 22,5 40 11 27,5
F2M 40 13 32,5 40 12 30
F3M 44 0 0 40 0 0
F4A 44 3 6,8 40 6 15
F4M 44 12 27,3 40 16 40
F4P 44 8 18,2 40 8 20
F5M 40 13 32,5 42 18 42,8
F5P 40 4 10 42 4 9,5
F6A 40 14 35 42 6 14,3
F6M 40 13 32,5 42 11 25,2
F6P 40 11 27,5 42 10 23,8
F7P 44 4 9,1 42 7 16,6
F8A 44 6 13,6 42 3 7,1
F8M 44 4 9,1 42 4 9,5
F8P 44 19 43,2 42 25 59,5
FOM 46 4 8,7 42 5 12,5
FoP 46 9 19,5 40 6 15
F10A 46 6 13 40 3 7,5
F10M 46 1 2,2 40 2 5
F10P 46 4 8,7 40 9 22,5
F11M 40 3 7,5 40 5 12,5
F12A 40 6 15 40 7 17,5
F12M 40 4 10 40 11 27,5
F12P 40 3 7,5 40 6 15
F13A 46 10 21,7 42 11 26,2
F14A 46 18 36 42 19 45,2
F14M 46 14 39,1 42 15 35,7
F14P 46 6 13 42 6 14,3
F16A 40 16 40 42 6 14,3
F16M 40 11 27,5 42 8 19
F16P 40 11 27,5 42 5 11,6

* Os alelos foram calculados a partir do perfil referéncia, sendo que alelos em homozigose foram

contabilizados apenas uma vez.

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 7 - Porcentagem de alelos dos doadores primarios e secundarios em perfis STR de
macanetas e volantes de carros, representados pelas letras “M” e “V”, respectivamente. Amostras
C18 em diante se referem aos experimentos realizados em maganetas de carros sob exposigdo a
chuva. Experimentos impares foram extraidos com DNA |IQ System e os pares extraidos com
Casework Direct Kit.

Experimento  N°total de  N°de alelos % N° total de N°de alelosdo %
alelos do do doador alelos do doador
doador primario doador secundario
primario encontrados secundario encontrados no
* no perfil * perfil gerado
gerado
CiM 44 15 34,1 40 17 42,5
civ 44 23 52,3 40 28 70
Cc2M 44 23 52,3 40 25 62,5
cav 44 33 75 40 28 70
C3M 40 5 12,5 40 3 7,5
C3Vv 40 37 92,5 40 14 35
C4M 40 14 35 40 10 25
Cav 40 39 97,5 40 23 57,5
C5M 44 16 81,8 40 12 30
Cs5Vv 44 31 70,4 40 18 45
C6M 44 14 31,8 40 12 30
cev 44 38 86,4 40 24 60
C7M 40 7 17,5 40 10 25
C7v 40 30 75 40 25 62,5
C8M 40 9 22,5 40 9 22,5
csv 40 39 97,5 40 36 90
CIM 44 16 36,4 42 31 73,8
Ccov 44 8 18,2 42 7 16,6
CioM 44 25 56,8 42 28 66,6
ciov 44 28 63,6 42 29 69
Cil1v 40 37 92,5 42 15 35,7
ciz2v 40 38 95 42 17 40,5
C13Vv 44 22 55 42 8 19
C14M 44 13 32,5 42 12 28,6
Cc14v 44 44 100 42 18 42,8
C15M 40 0 0 42 0 0
C15Vv 40 11 27,5 42 9 21,4
CieM 40 22 55 42 14 33,3
Ci6Vv 40 38 95 42 21 50
C18 44 11 25 40 16 40
C19 40 19 47,5 40 11 27,5
C20 40 22 55 40 40 100
C22 44 17 38,6 40 16 40
Cc23 40 4 10 40 5 12,5
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Continuacéo - Tabela 7 - Porcentagem de alelos dos doadores primarios e secundarios em
perfis STR de macanetas e volantes de carros, representados pelas letras “M” e “V”,
respectivamente. Experimentos impares foram extraidos com DNA IQ System e os pares
extraidos com Casework Direct Kit.

C24 40 35 87,5 40 38 95

C25 44 7 15,9 42 7 16,6
C26 44 5 11,4 42 7 16,6
c27 40 2 5 42 4 9,5
C28 40 4 10 42 11 26,2
C30 44 20 45,4 42 9 21,4
C31 40 14 35 42 6 14,3
C32 40 36 90 42 21 50

*Os alelos foram calculados a partir do perfil referéncia, sendo que alelos em homozigose foram
contabilizados apenas uma vez.
FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Com relagdo a porcentagem de alelos coincidentes para os perfis dos
doadores primarios, considerando somente os experimentos feitos com o kit DNA
IQ, os teclados apresentaram uma média de 29,1%. Ja as facas de madeira,
polipropileno e aco, 11,7%, 9,6% e 21,7%, respectivamente. Os volantes
obtiveram um percentual médio de 60,4%, enquanto as macanetas em dias de sol
e chuva obtiveram médias de 30,4% e 22,7%, respectivamente. No que diz
respeito a porcentagem de alelos coincidentes para os perfis dos doadores
secundarios, os teclados obtiveram uma média de 18,4%, enquanto as
empunhaduras de madeira, polipropileno e aco apresentaram médias de 14,5%,
10,9% e 26,2%, respectivamente. Os volantes de carros resultaram numa média
de 38,1% de alelos, ao passo que as macanetas em dias de sol e de chuva

resultaram num percentual de 29,8% e 16,1%, respectivamente (Grafico 1).
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Grafico 1 - Porcentagem média de alelos coincidentes entre os perfis gerado a partir dos
experimentos e os perfis controles dos doadores primarios e secundarios para cada um dos
suportes testados, considerando apenas 0s ensaios realizados com o kit DNA 1Q.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Com relacdo a porcentagem de alelos coincidentes para os perfis dos
doadores primarios, considerando somente o0s experimentos feitos com o kit
Casework Direct Kit, os teclados apresentaram uma média de 55,6%. Ja as facas
de madeira, polipropileno e aco, 22,5%, 21% e 22,4%, respectivamente. Os
volantes, por sua vez, obtiveram um percentual médio de 88,7%, enquanto as
macanetas em dias de sol e chuva obtiveram médias de 40,8% e 45,3%,
respectivamente. No que diz respeito a porcentagem de alelos coincidentes para
os perfis dos doadores secundarios, os teclados obtiveram uma média de 33,2%,
enquanto as empunhaduras de madeira, polipropileno e aco geraram medias de
23,9%, 24,3% e 17,9%, respectivamente. Os volantes de carros resultaram numa
média de 59,9% de alelos, ao passo que as macanetas em dias de sol e de chuva

resultaram num percentual de 38,8% e 48,6%, respectivamente (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Porcentagem média de alelos coincidentes entre os perfis gerados a partir dos
experimentos e os perfis controles dos doadores primarios e secundarios para cada um dos

suportes testados, considerando apenas os ensaios extraidos com o Casework Direct Kit.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Quando analisadas em relacéo ao tipo de método de extracao utilizado, as

porcentagens médias de alelos coincidentes para doadores primarios foram de

30,8% e 40,5% para os kits DNA 1Q System e Casework Direct Kit,

respectivamente. J4 para os doadores secundarios, essas medidas foram de

23,8% e 34,6%, respectivamente.

llustrando o desempenho de cada um dos kits de extracéo, as Figuras 9 e

10 a seguir comparam perfis obtidos em experimentos extraidos com DNA 1Q

System e Casework Direct Kit para amostras de teclados de computadores,

enquanto as figuras 11 e 12 fazem o mesmo para experimentos em volantes de

carros.
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FONTE: Laboratorio de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, 2021.
Figura 9 - Comparacédo entre perfis obtidos de um mesmo experimento (com 0S mesmos
participantes) em teclado de computador. Parte A - Experimento (T5), em que a extracdo do DNA
foi feita com o kit DNA 1Q.
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FONTE: Laboratério de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo, 2021.

Figura 10 - Comparacé@o entre perfis obtidos de um mesmo experimento (com 0S Mesmos
participantes) em teclado de computador. Parte B - Experimento (T6), em que a extracdo de DNA
foi realizada com o Casework Direct Kit

46




5.0 ( A) |PowerPlex_Fusion_Pands,

|4... [D351358 |[D181656 [D25441  [D10S1248

[DI3§317 | [PentaE

100 200 300 400

leh.J AL |

4 lh dh L
.
18 ] 4] 13

509 [PowerPlex_Fusion_Pands |
DI65539 [DIgs51 | 281338 | [CSFIPO | PentaD
0 100 200 200 40
j\p | A'n \ ll]IIL NLLRRL LR i | 1IN AN
i
] 13
s 09 [PowerPlex_Fusion_Pands,|
[THIT | PWA | [D21811 [D75820 [D55818 ] [MPOX [DYS391
0 100 200 200 400

.09 [PowerPlex_Fusion_Pands
D851179 [D125391 |D195433 [FGA | D2251045
0 100 200 200 00
e s o e

FONTE: Laborat6rio de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, 2021

Figura 11 - Comparacé@o entre perfis obtidos de um mesmo experimento (com 0S Mesmos

participantes) em volantes de carros. Parte A - Experimento (C13), em que a extracdo do DNA foi
feita com o kit DNA 1Q.
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FONTE: Laborat6rio de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, 2021

Figura 12 - Comparacé@o entre perfis obtidos de um mesmo experimento (com 0S Mesmos
participantes) em volantes de carros. Parte B - Experimento (C14), em que a extracdo de DNA foi
realizada com o Casework Direct Kit.
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5.4 Presenca de artefatos nos perfis

Artefatos como drop-in (presenca de alelos extras) e drop-out (perda de
alelos) foram observados em todos os perfis obtidos. Para cada marcador STR
presente nos perfis, foram analisados os drop-out alélicos em ambos os doadores
da mistura. Além disso, a quantidade de alelos extras foi contabilizada para cada
perfil gerado, permitindo estabelecer uma comparacdo entre ambos os métodos

de extracao.

5.4.1 Percentual de marcadores coincidentes para doadores primarios e
secundarios
Com relagdo ao numero de marcadores STR que mostraram resultado

para cada perfil gerado, a Tabela 8 apresenta os resultados obtidos em teclados
de computadores, considerando o numero total de marcadores STR com
correspondéncia alélica para os perfis referéncias dos doadores primarios e
secundarios. Foram considerados também quantos destes marcadores possuiam
correspondéncia parcial (com drop-out alélico) ou completa para estes
participantes. As Tabelas 9 e 10 sumarizam o mesmo para as empunhaduras de

facas e volantes e macanetas de carros, respectivamente.

Tabela 8 - NUmero de marcadores com resultado para os doadores primarios e secundarios em
teclados de computadores, considerando marcadores com drop-out alélico (correspondéncia
alélica parcial) do individuo e marcadores sem perda alélica (correspondéncia alélica completa).

Experimento N° total de N° de N° de N° total de N° de N° de
marcadores marcadores marcadores marcadores marcadores marcadores
com com drop- sem perda com com drop-out sem perda
resultado no out alélico alélica no resultado no alélico no alélica no
perfil do no perfildo  perfil do perfil do perfil do perfil do
doador doador doador doador doador doador
priméario priméario priméario secundario secundario secundario

T1 6 2 3 1 2
T2 12 9 3 10 5 5
T4 6 2 5 2 3
T5 15 10 5 8 5 3
T6 23 0 23 16 9 7
T7 12 6 6 9 4 5
T8 23 5 18 16 8 8

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 9 - Numero de marcadores com resultado para os doadores priméarios e secundarios em
facas de madeira, polipropileno e ago (“M”, “P” e “A”), considerando marcadores com drop-out
alélico (correspondéncia alélica parcial) do individuo e sem perda alélica (correspondéncia alélica

completa).

Experimento  N°total de N° de N° de N°totalde  N°de N° de
marcadores  marcadores marcadores marcadores marcadores marcadores
com com drop- sem perda com com drop-out  sem perda
resultado out alélico alélica no resultado alélico no alélicano
no perfil do no perfil do perfil do no perfildo  perfil do perfil do
doador doador doador doador doador doador
primario primario primario secundario  secundario secundario

FiM 4 2 2 2 2 0

F2P 7 3 4 8 5 3

F3M 0 0 0 0 0 0

F4M 10 5 5 12 6 6

F5M 12 9 3 16 11 5

F6A 11 4 7 6 6 0

F6P 9 3 6 9 8 1

F8A 6 4 2 3 3 0

F8P 17 10 7 15 5 10

FoP 8 8 0 7 5 2

F10M 1 1 0 2 2 0

F11M 2 1 1 4 3 1

F12M 8 6 2 11 7 4

F13A 8 5 3 7 3 4

F14M 11 7 4 12 7 5

F16A 14 4 10 6 6 0

F16P 11 5 6 5 5 0
FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 10 - Numero de marcadores com resultado para os doadores primarios e secundérios em
volantes e macanetas de carros (V' e “M”), considerando marcadores com drop-out alélico
(correspondéncia alélica parcial) do individuo e marcadores sem perda alélica (correspondéncia
alélica completa).

Experimento  N°total de N° de N° de Ne° total de N° de N° de
marcadores  marcadores marcadores marcadores marcadores marcadores
com com drop- sem perda com com drop- sem perda
resultado out alélico alélica no resultado out alélico alélicano
no perfil do no perfil do perfil do no perfil do no perfil do perfil do
doador doador doador doador doador doador
primario primario primario secundario secundario secundéario

Civ 17 10 7 19 15 4

Cc2M 15 6 9 21 11 10

C3v 23 3 20 10 8 2

Cav 23 1 22 18 8 10

C5v 21 9 12 17 12 5

cev 24 4 20 19 6 13

crv 17 0 17 19 8 11

csv 24 0 24 22 3 19

Cov 6 2 4 6 4 2

ciov 18 6 12 21 7 14

Cizv 23 2 21 14 11 3

Ci14M 11 7 4 10 7 3

Ci5M 0 0 0 0 0 0

CieM 17 5 12 10 5 5

C18 9 7 2 13 7 6

C20 18 9 9 23 0 23

C23 4 4 0 4 2 2

C25 6 4 2 5 3 2

c27 2 1 1 3 2 1

C30 15 10 5 8 4 4

C32 24 1 23 15 6 9
FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Considerando que s&do necessarios pelo menos 8 marcadores STR do
CODIS original para que o perfil parcial proveniente de um vestigio possa integrar
o Banco Nacional de Perfis Genéticos da Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos (Manual de Procedimentos Operacionais da Rede Integrada de Bancos
de Perfis Genéticos, 2019), foi realizada uma analise para verificar quantos dos
perfis gerados dos doadores secundarios estariam dentro dessa categoria e,
portanto, poderiam auxiliar na identificacdo de possiveis criminosos.

Dessa analise, foi possivel observar que, dos 83 perfis gerados, 31 deles
seriam Uteis para uma investigacdo em relacdo ao perfil do doador secundario,
sendo 24 (77.4%) oriundos de amostras de Casework e 7 (22.6%) provenientes
de amostras de DNA IQ. Desses 31, 2 deles foram provenientes de teclados de
computadores, 6 de empunhaduras de facas (sendo 1 de empunhadura de aco, 1
de polipropileno e 4 de madeira), 12 de macanetas de carros (sendo 6 em dias
ensolarados e 6 em dias chuvosos) e 11 de volantes de carros

Para amostras extraidas com DNA 1Q, 0% dos perfis de teclados teriam
pelo menos 8 marcadores com correspondéncia para doadores secundarios. Ja
para as facas de madeira, polipropileno e ago, esses valores seriam de 20%, 0%
e 0%, respectivamente. As macanetas de carros em dias ensolarados e dias
chuvosos, por sua vez, resultaram em 33,3% e 20% de perfis Uuteis,
respectivamente, enquanto que os volantes de carros obtiveram 37,5% de perfis
passiveis de integrar o Banco Nacional de Perfis Genéticos.

Para amostras extraidas com Casework, 50% dos perfis de teclados teriam
pelo menos 8 marcadores com correspondéncia alélica para doadores
secundarios. Ja para as facas de madeira, polipropileno e aco, esses valores
seriam de 37,5%, 12,5% e 12,5%, respectivamente. As maganetas de carros em
dias ensolarados e dias chuvosos, por sua vez, resultaram em 57,1% e 62,5% de
perfis Uteis, respectivamente, enquanto que todos os perfis de volantes se
mostraram passiveis de integrar o Banco Nacional de Perfis Genéticos.

O Grafico 3 mostra os resultados descritos acima para ambos 0s métodos

de extracao.
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Grafico 3 — Porcentagem de perfis com pelo menos 8 marcadores STR dos 13 presentes no
CODIS original com correspondéncia alélica para doadores secundarios em cada substrato
testado, considerando ambos os métodos de extrago.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Uma vez que, em 2017 o CODIS foi atualizado com novos marcadores,
totalizando 20 STRs ao sistema, uma nova analise foi realizada, pois ainda que
ndo estejam presentes no CODIS original, esses outros marcadores também
podem ser fundamentais para uma investigacao criminal.

Assim, considerando a presenca de pelo menos 8 marcadores STR com
correspondéncia alélica para doadores secundarios em qualquer um dos 20
marcadores do CODIS atual, dos 83 perfis gerados no estudo, 42 poderiam ser
considerados uteis. Desses 42, 30 (71.4%) correspondem a amostras extraidas
com Casework Direct Kit e 12 (28,6%) de amostras extraidas com o kit DNA 1Q.
Desses 42, 4 foram provenientes de teclados de computadores, 8 de
empunhaduras de facas (sendo 1 de empunhadura de aco, 1 de polipropileno e 6
de madeira), 17 de macanetas de carros (sendo 11 em dias ensolarados e 6 em
dias chuvosos) e 13 de volantes de carros.

Nessa analise, para os experimentos cuja extracao foi feita com o kit DNA
1Q, 33,3% dos perfis de doadores secundarios obtidos em teclados poderiam ser
integrados a rede e colocados a disposicao para intercambio entre laboratérios
forenses. Com relacdo as facas de madeira, polipropileno e aco, as porcentagens
médias de perfis que poderiam ser Uuteis foram de 20%, 0% e 0%,

respectivamente. No que diz respeito aos ensaios realizados em carros,
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experimentos feitos em macanetas sob exposicdo ao sol obtiveram uma média de
66,6% de perfis com pelo menos 8 marcadores correspondentes ao perfil do
doador secundario, enquanto as macanetas em dias de chuva resultaram em
20%. J4 os volantes apresentaram média de 62,5% para essa mesma analise.

Dentre os ensaios extraidos com o Casework Direct Kit, 75% dos perfis
gerados em teclados possuiam ao menos 8 marcadores com correspondéncia
alélica para os perfis dos doadores secundérios. J4 as facas de madeira,
polipropileno e ago, 62,5%, 12,5% e 12,5%, respectivamente. Experimentos feitos
em volantes e macganetas sob exposicdo ao sol apresentaram 100% de perfis com
pelo menos 8 marcadores STR correspondentes aos perfis de doadores
secundarios, enquanto as macanetas em dias de chuva resultaram em uma
média de 62,5% dos perfis.

O Grafico 4 mostra os resultados descritos acima para ambos os métodos
de extracao.
Grafico 4 — Porcentagem de perfis com pelo menos 8 marcadores STR dos 20 presentes no

CODIS atual com correspondéncia alélica para doadores secundarios em cada substrato testado,
considerando ambos os métodos de extracéo.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

O Quadro 7 sumariza os resultados obtidos para a analise de utilidade dos
perfis nos dois métodos de extracdo testados, considerando o numero total de
experimentos e quantos perfis foram gerados para cada substrato, quantos perfis

possuiram pelo menos 8 dos 13 marcadores STR (CODIS original) com
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correspondéncia alélica para os doadores secundarios das misturas, e quantos

perfis obtiveram pelo menos 8 dos 20 marcadores presentes no CODIS atual.

Quadro 7- Andlise de utilidade dos perfis para ambos os métodos de extracdo em cada um dos
substratos testados.

Numero de experimentos para cada Numero de experimentos que Perfis com pelo menos 8/13 Perfis com pelo 8/20 marcadores
método de extracdo geraram perfil STR STR do CODIS original STR do CODIS atual
4 DNA 10 e— 3 (75%) — 0 (0%) — 1(33,3%)
Teclade 8 < g 509 :
4CW —— ) (1007)]  e—— 2 (50%) — 3(75%)
SDNA IQ  e— 5 (62.5%) o—— 1(20%) —— 1 (20%)
- < _
8 CW —— 8 (100%)  —————— 3(37.5%) — 5 (62.5%)
SDONAIQ oo 1 (12.5%) com—— 0(0%) —— 0 (0%)
Ago 16 < -
- 8 CW — 8 (100Y)  — 1(12.5%) ——————— 1(12.5%)
BONAID e 4 (50%) e () (0%) 0 {0%)
&
8CW e 8 (100%) e 1 (12.5%) e 1(12.5%)
EDNAID 8 (100%) = ———— 3(37.5%) E— 5 (62.5%)
16
8CwW E— g 100%) = §(100%) ——————— 8 (100%)
8DONAIQ e 6(75%) S ) (333%) = 4 (66.6%)
Macaneta | 16
(sol) sCcw e 7 (87.5%) = 4(57.1%) — 7 (100%)
8 DNA IQ —_— 5 (62_5%] —————— 1 (20%) ) 1 (20%)
Macaneta | 16

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

5.4.2. Aparecimento de alelos extras (drop-in)

Em todos os perfis gerados, alelos extras (que ndo coincidem com os perfis
dos doadores primarios ou secundarios) foram observados. Em teclados de
computadores, constatou-se que em média 32,8% dos alelos eram extras. Ja as
facas de madeira, polipropileno e aco, obtiveram médias de 47%, 45,2% e 40,6%
de alelos extras, respectivamente. Volantes de carro possuiram média de 41%,
enquanto maganetas sob exposi¢éo ao sol e a chuva obtiveram médias de 52,3%

e 41,3%, respectivamente.

O Gréfico 5 evidencia a proporcao entre alelos extras e alelos verdadeiros
para cada um dos suportes utilizados, independentemente do método de
extracao.
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Gréfico 5 - Porcentagem média de alelos extras e verdadeiros para cada
utilizados.
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Ensaios cuja extragéo foi realizada com o kit DNA 1Q System apresentaram

uma meédia de 49,5% de alelos extras, enquanto aqueles feitos

com o uso do

Casework Direct Kit obtiveram média de 42,1% de alelos extras (Gréfico 6).

Grafico 6 - Porcentagem média de alelos extras e verdadeiros para cada um dos métodos de

extracao utilizados
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

A Figura 13 mostra exemplos de drop-out e drop-in alélicos encontrados em

um dos experimentos realizados neste estudo.
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FONTE: Laboratorio de Biologia Molecular e Genética Forense do LIM40 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Figura 13. Exemplo de perfil com drop-out e drop-in alélico no experimento T8. a) Parte do perfil
STR referéncia do doador primario (individuo M3). b) Parte do perfil referéncia do doador
secundario (individuo H1). c) Parte do perfil recuperado do experimento T8, com a mistura dos
individuos M3 e H1. Para o doador primario houve evidéncia de drop-out dos alelos 12.3
(marcador D2S441) e 17 (marcador Penta E). Para o doador secundario, houve evidéncia de drop-
out do alelo 18 (marcador D3S1358), 11 e 12 (marcador D1S1656), 11 (marcador D2S441) e 12
(marcador Penta E). Os alelos 17 (obtido no marcador D3S1358), 13 (obtido no marcador
D1S1656) e 13 (obtido no marcador D2S441) sdo extras e ndo estdo presentes nos perfis
referéncia de nenhum dos participantes deste experimento.

5.5 Influéncia do sexo na obtencao de perfis STR

Dos 104 experimentos realizados, 28 deles foram conduzidos por duas
mulheres (M+M), 28 por uma mulher (doadora priméaria) e um homem (doador
secundario) (M+H), 24 por um homem e uma mulher, como doadores primarios e
secundarios respectivamente (H+M) e 24 por dois homens (H+H). Para amostras
extraidas com Casework Direct Kit, o Unico experimento que nao gerou perfil foi
conduzido na configuracdo H+M. Para amostras extraidas com DNA IQ System,
dos 20 experimentos que ndo produziram perfis genéticos, 5 eram M+M, 4 eram
M+H, 4 eram H+M e 7 eram H+H.
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5.5.1 Qualidade dos perfis obtidos

A qualidade dos perfis obtidos nos experimentos foi mensurada por meio
da correspondéncia alélica obtida entre os perfis referéncia e os perfis STR

gerados para ambos os contribuidores na mistura.

Baseado na porcentagem de alelos obtidos para cada doador, os perfis
foram categorizados em nulos, completos ou parciais. Perfis parciais foram
subdivididos em Perfis Parciais Baixos (PPB), cuja porcentagem alélica obtida
para o doador foi de 50% ou menos e Perfis Parciais Altos (PPA), cuja
porcentagem alélica correspondente ao doador foi acima de 50%. Perfis Nulos
(0% de correspondéncia) e Perfis Completos (100% de correspondéncia) foram
considerados separadamente. A Tabela 11 mostra a relacdo entre a qualidade
dos perfis obtidos e o tipo de superficie em que o experimento foi realizado para
amostras extraidas com DNA IQ System, enquanto que a Tabela 12 mostra o
mesma analise para amostras extraidas com Casework Direct Kit, considerando

ambos os doadores da mistura

Tabela 11 - Relacédo entre a qualidade dos perfis obtidos e o tipo de superifcie para ambos os
doadores presentes na mistura em amostras extraidas com DNA 1Q System. N- Perfil Nulo (0%).
PPB - Perfil Parcial baixo (1-50% de alelos). PPA - Perfil parcial Alto (51-99% de alelos). PC.-
Perfil Completo (100%).

Doador primario Doador secundario

N PPB PPA PC N PPB PPA PC
Teclados 0 3 0 0 0 3 0 0
Madeira 1 4 0 0 1 4 0 0
Aco 0 1 0 0 0 1 0 0
Plastico 1 3 0 0 0 4 0 0
Macaneta (sol) 1 5 0 0 1 4 1 0
Maganeta (chuva) 0 5 0 0 0 5 0 0
Volante 0 2 6 0 0 6 2 0

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 12 - Relacéo entre a qualidade dos perfis obtidos e o tipo de superifcie para ambos os
doadores presentes na mistura em amostras extraidas com Casework Direct Kit. N- Perfil Nulo
(0%). PPB - Perfil Parcial baixo (1-50% de alelos). PPA - Perfil parcial Alto (51-99% de alelos). PC
-Perfil Completo (100%).

Doador primario Doador secundario
N PPB PPA PC N PPB PPA PC

Teclados 0 2 2 0 0 4 0 0
Madeira 0 8 0 0 0 8 0 0
Aco 0 8 0 0 0 8 0 0
Plastico 0 8 0 0 0 7 1 0
Magcaneta (sol) 0 4 3 0 0 5 2 0
Macaneta (chuva) 0 5 3 0 0 6 1 1
Volante 0 0 7 1 0 3 5 0

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

A andlise da relacdo entre a qualidade dos perfis e 0 sexo dos individuos
foi aplicada para ambos os doadores da mistura. Dos 28 experimentos feitos com
duas mulheres, 23 apresentaram perfis, sendo 15 PPB, 6 PPA e 2 nulos em
doadores primarios e 17 PPB, 4 PPA, 1 nulo e 1 completo em doadores
secundarios (Gréfico 7). Ja para os ensaios M+H, dos 28 experimentos
realizados, 24 geraram perfis STR. Para doadores primarios, 17 foram PPB e 7
PPA, enquanto que, para doadores secundarios, 19 foram PPB e 5 PPA (Gréfico
8). Dentre os 24 ensaios H+M realizados, 19 obtiveram perfis genéticos. Para
doadores primarios 15 eram PPB e 4 PPA, enquanto que, para os doadores
secundarios, 16 eram PPB e 3 eram PPA (Grafico 9). Em experimentos H+H, 17
dos 24 ensaios obtiveram perfis STR, sendo 11 deles PPB, 4 PPA, 1 nulo 1
completo em doadores primarios. Ja os doadores secundarios obtiveram 16 PPB
e 1 nulo (Gréfico 10).
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Grafico 7 - Numero de perfis nulos, parciais e completos em experimentos M+M. A) Doador
primério. B) Doador secundario. N — Perfil Nulo (0%). PPB — Perfil Parcial Baixo (1 - 50% de
alelos). PPA — Perfil Parcial Alto (51-99% de alelos). PC — Perfil completo (100% de alelos).
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Dentre os 15 perfis PPB obtidos para doadores primarios no Grafico 7.a, 10
eram de experimentos extraidos com Casework e 5 com DNA IQ. Para perfis
PPA, 4 eram de Casework e 2 de DNA IQ. Os dois perfis nulos foram
provenientes de amostras de DNA 1Q. Com relacdo aos doadores secundarios, 10
dos 17 perfis PPB eram de Casework e 0os 7 restantes eram provenientes da
extragdo com DNA IQ System. Trés dos 4 perfis PPA eram de Casework e 1
deles de DNA IQ. O unico perfil completo foi proveniente de experimento extraido
com Casework e o unico perfil nulo foi proveniente de experimento extraido com o
DNA 1Q.

Gréafico 8 - Numero de perfis nulos, parciais e completos em experimentos M+H A) Doador
primario. B) Doador secundario. N — Perfil Nulo (0%). PPB — Perfil Parcial Baixo (1 - 50% de
alelos). PPA — Perfil Parcial Alto (51-99% de alelos). PC — Perfil completo (100% de alelos).
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Dentre os 17 perfis PPB obtidos para doadores primarios no Gréfico 8.a, 9
eram de experimentos extraidos com Casework e 8 com DNA 1Q. Para perfis
PPA, 5 eram de Casework e 2 de DNA IQ. Com relacdo aos doadores

secundarios, 10 dos 19 perfis PPB eram de amostras do Casework Direct Kit,
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enquanto que os 9 restantes foram provenientes da extragdo com DNA IQ
System. Quatro dos 5 perfis PPA eram de Casework e 1 deles de DNA 1Q.
Gréafico 9 - Numero de perfis nulos, parciais e completos em experimentos H+M A) Doador

primario. B) Doador secundario. N — Perfil Nulo (0%). PPB — Perfil Parcial Baixo (1 - 50% de
alelos). PPA — Perfil Parcial Alto (51-99% de alelos). PC — Perfil completo (100% de alelos).

A B

0

00

OPPB EPPA

mPC ON

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Dentre os 15 perfis PPB obtidos para doadores primarios no Grafico 9.a, 8
eram de experimentos extraidos com Casework e 7 com DNA IQ System. Para
perfis PPA, 3 eram de Casework e 1 de DNA IQ. Com relagdo aos doadores
secundarios, 9 dos 16 perfis PPB eram de Casework e os 7 restantes foram
provenientes da extracdo com DNA IQ System. Dois dos 3 perfis PPA eram de

Casework e 1 deles de extracéo realizada com DNA 1Q System.

Gréafico 10 - Numero de perfis nulos, parciais e completos em experimentos H+H A) Doador
primario. B) Doador secundario. N — Perfil Nulo (0%). PPB — Perfil Parcial Baixo (1 - 50% de
alelos). PPA — Perfil Parcial Alto (51-99% de alelos). PC — Perfil completo (100% de alelos).
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FONTE: elaborado pela autora, 2021.

Dentre os 11 perfis PPB obtidos para doadores primarios no Grafico 10.a, 8
eram de experimentos extraidos com Casework e 3 eram oriundos de extracao
com o DNA 1Q. Para perfis PPA, 3 eram de Casework e 1 de DNA 1Q. O perfil
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nulo era proveniente de amostra de DNA IQ, enquanto que o perfil completo foi
obtido de amostra de Casework. Com relacdo aos doadores secundarios, 12 dos
16 perfis PPB eram de Casework e os 4 restantes eram provenientes da extracdo
com DNA IQ System. O perfil nulo também foi obtido de amostra de DNA Q.

5.6 Amplificacdo com PowerPlex® Y 23 System

As amostras F5A, F7A, F7M, F13P, F13M, F15A, F15M, e F15P, C13M,
C21 e C29, que ndo obtiveram perfil genético com o kit PowerPlex Fusion
System, e que tinham como doador secundario (“criminoso”) um individuo do sexo
masculino, foram amplificadas com o kit PowerPlex® Y 23 System, na tentativa
de obtencdo de algum perfil que pudesse auxiliar em eventuais investigacoes.
Porém, nao foi possivel obter perfis genéticos especificos para o cromossomo Y

em nenhuma dessas amostras.

5.7 Andlises estatisticas

Para comparacao do desempenho de ambos os kits de extracdo usados, 0
teste Kruskal-Wallis foi aplicado. Considerando o numero total de marcadores
STR com correspondéncia alélica para doadores secundérios, o resultado do
teste mostrou que, de forma geral, o tipo de superficie afetou significativamente a
recuperacdo do DNA para ambos os métodos de extracdo (p=0.005 para DNA IQ
System e p=0.002 para Casework Direct Kit). O Box Plot apresentado pela Figura
14 mostrou como os kits se comportaram para cada uma das superficies

testadas.
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FONTE: Elaborado pela autora, 2021.

Figura 14 — Desempenho dos kits DNA IQ System e Casework Direct kit em cada superficie,
considerando o numero total de marcadores STR correspondente para doadores secundarios.

O teste 7 Wilcoxon Rank Sum, por sua vez, foi calculado com um nivel de
significancia de 0,007 (0.05 =+ 7) para comparar o desempenho dos kits na
recuperacdo do perfil do doador secundario para cada uma das superficies
utilizadas. Os resultados obtidos sugerem que o Casework Direct Kit obteve o
melhor desempenho que o DNA IQ System em empunhaduras de plastico
(p=0,004), empunhaduras de aco (p=0,007) e macanetas de carros em dias
chuvosos (p=0,006). Os demais valores de p obtidos para os outros tipos de
substratos ndo indicaram diferengas significativas.

Para comparar os kits conforme a producdo de perfis Uteis, o teste Chi-
Quadrado foi aplicado. O resultado dessa analise evidenciou uma diferenca
significativa entre os métodos de extracdo, tendo o Casework Direct Kit produzido

os melhores resultados (p=0.001).
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6. DISCUSSAO
6.1 Influéncia do método de extracdo na obtencéo de perfis STR

Considerando o objetivo desse projeto em analisar a viabilidade de
obtencéo de perfis de DNA em diferentes materiais de empunhaduras de facas,
macanetas e volantes de carros, e em teclados de computadores, e as diversas
varidveis que podem interferir no processo, é possivel afirmar que os nossos
resultados estdo em concordancia com aqueles encontrados na literatura. Foi
possivel observar que 79,8% dos experimentos realizados nesse estudo
obtiveram um resultado positivo para gerar um perfil genético, constatando-se
assim que as Impressfes Digitais, de fato, podem contribuir para a investigacao
de diversos crimes por meio da geracao de perfis de DNA (Wickenheiser e Hons,
2002), ainda que a maior parte das células depositadas nas mesmas sejam

anucleadas (Balogh et a., 2003).

Ainda assim, 21 experimentos (20,2%) n&o obtiveram resultados positivos
para gerar perfis de DNA. Nesses casos, apesar das Impressdes Digitais
representarem fonte potencial de material genético para gerar perfis STR
(Wickenheiser e Hons, 2002), o método de extracdo utilizado pode ter sido um
fator crucial para alterar as chances de obtencédo desses perfis com o kit
PowerPlex® Fusion System.

Os dois kits de extracdo utilizados sé@o proprios para amostras forenses
com baixa quantidade de material genético, como as amostras de DNA de toque.
O método de extracdo com DNA IQ System se baseia em lavagens realizadas
com a ajuda de uma enzima magnética, e ja é aplicado para casos de DNA de
toque pela pericia da cidade de Sao Paulo. Ja o Casework Direct Kit se baseia no
uso de uma solucédo de lise de membranas, desenvolvida especialmente para
amostras de baixa quantidade de material genético oriundas de cenas de crimes,

e recentemente comecou a ser comercializado no Brasil.

Como pbde ser observado, dos 21 experimentos que ndo resultaram em
nenhum perfil, apenas um deles havia sido extraido com o Casework Direct Kit.

Os demais (20 ensaios) foram extraidos com o kit DNA 1Q System. Esses
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achados estdo de acordo com o esperado segundo a literatura, pois Graham et al.
(2018) relataram que o protocolo do Casework Direct Kit minimiza a perda de
DNA das amostras, diferente do que ocorre com o uso do kit DNA IQ System,
que, por conter diversas etapas de lavagem, pode ocasionar a perda excessiva de
material genético. Nesse sentido, Tang et al. (2020) demonstraram que 56 a 77%
do DNA coletado de uma amostra pode se perder durante 0 seu processamento,
um fato que, para vestigios oriundos de toque, pode comprometer toda uma
investigacdo criminal, jA que esse tipo de material naturalmente ja possui pouco
DNA em sua composicao. Isso explica, portanto, o porqué o atual kit utilizado pela
pericia de Sdo Paulo produziu uma quantidade inferior de perfis STR quando
comparado ao Casework Direct Kit

Ainda que estudos anteriores tenham demonstrado a capacidade do kit
DNA IQ System em recuperar amostras de baixa quantidade de material genético,
como por exemplo, sémen em swabs de algodao (Colussi et al.,, 2009),
considerando que as amostras de DNA de toque possuem quantidade infima de
DNA (Wickenheiser e Hons, 2002), podendo inclusive estar na ordem de
picogramas (Gill et al., 2000), qualquer perda, por menor que seja, pode ser
crucial para um resultado negativo com relacéo a obtencéo de perfis STR. Talvez
por isso, o Casework Direct Kit tenha sido capaz de resgatar os alelos dos
doadores das misturas numa melhor qualidade que o kit DNA 1Q System, pois as
médias de alelos coincidentes com os perfis dos doadores primarios e
secundarios desse método de extracdo (40,5% e 34,6%, respectivamente) foram

maiores em relacdo as obtidas com o kit DNA 1Q (30,8 e 23,8%).

Porém, contrariando as expectativas de que os perfis gerados pela
extracdo de DNA IQ fossem mais puros do que aqueles obtidos com o Casework
Direct Kit, e considerando que o proprio DNA IQ System é um kit de purificacao
capaz de remover e separar impurezas que possam prejudicar a amplificacéo do
DNA subsequente (Butler, 2011), o Casework Direct Kit apresentou uma média
menor de alelos extras (42,1%) do que o DNA IQ System (49,5%) (Gréfico 6).
Sendo assim, por possuir uma média maior de alelos coincidentes com as
amostras referéncias e menor média de alelos extras, o Casework Direct Kit

proporcionou a geracao de perfis STR com o Kit PowerPlex® Fusion System mais
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limpos e verdadeiros do que aqueles gerados a partir da extracdo com o kit DNA

Q.

Além disso, embora o teste Wilcoxon Rank Sum tenha mostrado que o
Casework Direct Kit foi significantemente melhor que o DNA IQ System somente
em facas de plastico (p=0.004), empunhaduras de aco (p=0.007) e maganetas de
carro sob a exposicao de chuva (p=0.006), pode-se observar na Figura 14, que,
apesar do comportamento similar de ambos os kits em cada superficie, para a
obtencdo de perfis do doador secundario, o Casework resultou em um melhor
desempenho do que o DNA IQ System em todos o0s substratos testados. Esse
dado foi confirmado pelo teste Chi-Quadrado, que mostrou uma diferenca
significativa entre ambos os kits para a obtencdo de perfis Uteis numa
investigacdo criminal (p=0.001), sugerindo que, neste estudo, o Casework Direct
Kit foi mais eficaz para a extracdo de amostras de DNA de toque do que o atual
kit utilizado na pericia da cidade de S&o Paulo. Sendo assim, os resultados do
teste Wilcoxon Rank Sum podem ser explicados pela baixa amostragem realizada
em cada categoria de superficie que, se fosse maior, também poderia culminar

em diferentes graus de significaAncia para os demais tipos de superficie.

6.2 Compatibilidade entre os resultados de quantificacdo e os perfis obtidos

Avaliando os resultados de quantificacdo das amostras e a quantidade e
qualidade dos perfis de STR obtidos, foi possivel observar uma aparente
discrepancia entre estes dados. De acordo com os resultados mostrados na
Tabela 4, os valores médios de quantificacdo para o marcador Large foi sempre
superior para amostras extraidas com DNA 1Q System. Por exemplo, o valor
médio de marcadores Large para o kit DNA IQ System em teclados foi de 0,00066
ng/ul, enquanto que para o Casework Direct Kit foi de 0,00018 ng/ul. Isso sugere
que swabs processados com o DNA IQ System resultaram em maior quantidade
de longos fragmentos de DNA do que aquelas extraidos com o Casework Direct
Kit e, portanto, possivelmente gerariam perfis STR mais completos e verdadeiros.
No entanto, os dados obtidos nos perfis genéticos revelam o contrario, na medida
em que amostras extraidas com o Casework Direct Kit obtiveram médias de

alelos coincidentes para doadores primarios e secundarios superiores as
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extraidas com DNA 1Q System (40,5% e 34,6% contra 30,8% e 23,8%,
respectivamente).

A possivel explicacdo para esta contrariedade nos resultados € a
possibilidade de que amostras extraidas com o Casework Direct Kit possam nao
ser eficazmente quantificadas com o kit Quantifiler Trio™, como sugerido por
Silva (2018), ao demonstrar que alguns dos compostos deste kit de extracdo deve
conter inibidores para a reacdo de quantificagdo com o Quantifiler Trio™.
Segundo este mesmo trabalho, o Casework Direct Kit apresenta melhores
resultados de quantificacdo com o kit PowerQuant®, (Promega). Dessa forma, as
amostras processadas com este novo método de extracdo podem ter resultado
em valores de quantificacdo de menor confiabilidade do que aquelas extraidas
com o DNA 1Q System.

No entanto, cabe ressaltar que, para nenhum dos métodos de extracao
usados foi possivel estabelecer um limiar acerca da quantidade minima de DNA
necessaria para produzir um perfil STR, pois algumas amostras possuiram
resultados positivos para quantificacdo em ao menos um dos marcadores, mas
nao obtiveram perfil STR (Quadro 6), como por exemplo, a amostra F7M que
obteve uma quantificacdo de 0,00027 ng/ul para o marcador Large (e ndo resultou
em perfil genético), valor superior ao da amostra F6M (0,000098 ng/ul), mas que,
por sua vez, resultou num perfil genético (Tabela 2). Da mesma forma, foi
possivel constatar a existéncia de amostras, extraidas por ambos os métodos,
gue apresentaram resultados negativos para a quantificacdo, mas que geraram
perfis STR (Quadro 5).

Das 25 amostras que obtiveram resultados indeterminados para ambos
os marcadores de quantificacdo (Quadro 5), 13 (52%) nao resultaram em perfis
genéticos, como era esperado, no entanto, as 12 restantes (48%) geraram perfis.
Por exemplo, a amostra F13A, apesar de nao ter resultado em quantificacdo para
os marcadores Small e Large (Tabela 1), gerou um perfil parcial com 21,7% e
26,2% de alelos correspondentes para os doadores primarios e secundarios,
respectivamente (Tabela 6). Porém, apesar dessas amostras resultarem em perfis
STR, a qualidade desses perfis ndo seria suficiente para insercdo deles no Banco

Nacional de Perfis Genéticos, que exige um minimo de 8 marcadores STR do
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CODIS original correspondente ao perfil do criminoso. Ou seja, com excec¢ao da
amostra F8P, que obteve um total de 15 marcadores STR com correspondéncia
alélica para o doador secundéario (Tabela 9), os demais perfis genéticos dessas
amostras negativas para quantificacdo seriam considerados de baixa qualidade
para finalidades forenses.

Ao apresentarem resultados similares com o uso do kit Quantifiler™ em
amostras extraidas de swabs bucais, Cupples et al. (2009) concluiram que néo é
possivel estabelecer um valor minimo no qual acima dele seja possivel sempre
gerar um perfil STR, existindo, portanto, uma imprecisdo nesta etapa. Sendo
assim, resultados de quantificacdo provenientes de amostras com baixa
quantidade de DNA, como €é o caso de amostras de DNA de toque, ndo podem
ser tomados como mensuragdes absolutas (Oorschoot et al., 2010), pois ambos
0s métodos de extracdo usados neste estudo apresentaram resultados

incompativeis com a presenca ou auséncia dos perfis STR.

6.3 Influéncia do tipo de substrato na obtencéo de perfis STR

Sabe-se hoje que o tipo de substrato e as caracteristicas inerentes a ele,
como o aspecto fisico, a composicado, a quimica ou tipo de fibra que possui,
exercem grande impacto na transferéncia, persisténcia e recuperacdo do material
bioldgico depositado (Oorschot et al., 2019). Nesse contexto, tem sido reportado,
em diversos achados da literatura, que as superficies porosas tendem a reter uma
quantidade maior de DNA por conterem uma capacidade de aderéncia superior
aguelas nao-porosas (Wickenheiser e Hons, 2002; Verdon et al., 2013; Mishra et
al., 2020).

Daly et al. (2012), por exemplo, relataram sucesso para obtencdo de perfis
de DNA em madeira (36%) muito maior do que o obtido em vidro (9%). Fonnelgp
et al. (2016), por sua vez, relataram que a transferéncia de DNA por meio do
toque ocorre mais facilmente para madeira e plastico do que para metal. Ja Kirgiz
e Calloway (2017) obtiveram alta taxa de éxito ao obter perfis STR de volantes de
carros e concluiram que a coleta de DNA desse material € uma ferramenta

poderosa para a solucdo de crimes, tendo em vista que este tipo de superficie &
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capaz de reter vestigios biolégicos provenientes de DNA de toque mesmo tendo

sido manipulado por um curto periodo de tempo.

Sendo assim, os resultados obtidos nesse estudo estdo em concordancia
com a literatura, pois o tipo de substrato em que o material genético foi
depositado pareceu influenciar na obtencdo de perfis STR. Como observado,
nenhum experimento realizado em volantes de carros falhou (superficie porosa e
irregular), enquanto aqueles feitos em macanetas de carros e empunhaduras de
facas (superficies lisas) foram responsaveis pela maior parte dos ensaios em que
nao foi possivel obter um perfil genético. Sete experimentos com facas de aco
falharam na obtencdo de perfis STR, e 0 mesmo ocorreu para 4 empunhaduras
de polipropileno e 3 de madeira, sendo que entre esses trés tipos de materiais, a
porosidade do aco é a menor. Do mesmo modo, em carros, todos 0s seis
experimentos sem perfis STR eram provenientes de macanetas (3 em dias
ensolarados e 3 em dias chuvosos), cujo material de fabricacdo geralmente é
menos poroso do que o de volantes. Reforcando esses achados, o resultado do
teste Kruskal-Wallis aplicado demonstrou que o tipo de superficie afetou
significativamente a recuperacdo do DNA para ambos os métodos de extracédo
(p=0.005 para DNA 1Q System e p=0.002 para Casework), embora o Casework
Direct Kit tenha tido um desempenho mais satisfatério para todos os materiais

testados (Figura 14).

A qualidade dos perfis obtidos também parece ter relacdo com o tipo de
superficie em que o material genético foi depositado, pois como observado nos
Gréficos 1 e 2, dentre os perfis obtidos, as maiores médias de alelos coincidentes
para perfis de doadores primarios e secundarios foi proveniente de volantes de
carros, enquanto as menores para ambos os doadores foram oriundas de
empunhaduras de facas (polipropileno e a¢o), considerando ambos os métodos
de extracdo. Em concordancia com esses dados, para doadores primarios, 0s
volantes apresentaram a maior quantidade de perfis PPA quando comparados as
demais superficies (13 ao todo, considerando amostras de DNA IQ System e
Casework Direct Kit), como demonstrado nas Tabelas 11 e 12. Além disso, esse

tipo de material também apresentou um perfil completo para essa mesma analise.
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Embora os volantes ndo tenham mantido a mesma performance para doadores
secundarios, ainda assim obtiveram a maior quantidade de perfis PPA (7 ao todo)
(Tabela 12). Da mesma forma, as empunhaduras de facas geraram o0s piores
resultados, tendo somente perfis tipo PPB para ambos os componentes da
mistura, com excecdo as facas de plastico que obtiveram 1 PPA em doadores
secundarios, quando a amostra foi extraida com o Casework Direct Kit (Tabela
12).

Nesse contexto, o tipo de superficie, aliado ao método de extracéo
utilizado, demonstrou ser crucial para a obtencédo e melhoria da qualidade de
perfis STR gerados, considerando que somente em empunhaduras de aco com
extracdo pelo DNA IQ System as médias de alelos coincidentes para doadores
secundarios foram superiores aos valores obtidos com a extracdo de Casework
Direct Kit (26,2% para DNA 1Q e 17,9% para Casework). Entretanto, este
resultado nado reflete a realidade e ndo é suficiente para afirmar que a
funcionalidade do Casework Direct Kit seria inferior ao do DNA 1Q System nesse
tipo de material, pois, como discutido anteriormente, apenas um dos oito
experimentos em facas de aco obteve perfil STR quando extraido com DNA 1Q
System, enquanto todas as oito amostras de empunhaduras de aco extraidas com
o Casework Direct Kit obtiveram perfis genéticos. Assim, a média em relacdo ao
DNA IQ é o dado bruto de apenas 1 experimento, enquanto a do Casework é de 8

experimentos.

Isso sugere que, apesar da baixa capacidade de aderéncia de material
genético ao aco, a quantidade de DNA depositada € suficiente para gerar um
perfil genético, sendo o método de extracdo aplicado determinante para a
recuperacdo do mesmo. Assim, o uso do Casework Direct Kit pode aumentar a
chance de obtencédo de perfis STR, mesmo que a superficie em questdo nado
possua propriedades favoraveis para esse tipo de analise, como é o0 caso de
substratos duros, polidos e de baixa capacidade abrasiva como o aco (Fonnelgp
et al., 2016), enquanto a extracdo com o kit DNA 1Q System tende a resultar na

perda do pouco DNA que foi depositado em superficies com essas condicdes.
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6.4 Capacidade individual de deposicdo de material genético

Sabe-se que uma série de fatores em conjunto podem atuar no sucesso de
obtencéo de perfis genéticos. Entre eles, muito se discute sobre o papel do status
shedder dos individuos, ou seja, a capacidade que cada pessoa possui em
naturalmente depositar mais ou menos material genético num determinado objeto
(Oorschot et al., 2019).

Diversos estudos foram realizados a fim de demonstrar que algumas
pessoas possuem maior propensao a transferir material genético do que outras.
Lowe et al. (2002) obtiveram sucesso para dividir oito pessoas em boas ou mas
doadoras ao participarem de experimentos envolvendo o toque em tubos plasticos
estéreis, sem analisar a influéncia do sexo dos individuos em seus resultados. No
entanto, Phipps e Petricevic (2007) afirmam que a categorizacdo entre bons e
maus doadores é muito complexa, e que a capacidade de transferéncia de DNA
depende de uma série de fatores, como as atividades que a pessoa estava
fazendo antes de segurar o objeto, a natureza do contato, qual foi a mao utilizada
para a deposicdo, entre outros. Dos 60 voluntarios que participaram do projeto
desses autores, também utilizando tubos plasticos esterilizados, nenhum deles
produziu os mesmos resultados de deposicdo quando submetidos a diferentes
situacdes. Em um estudo sobre o papel de doencas de pele como dermatite e
psoriase, Kamphausen et al. (2012) concluiram que estas podem afetar
significativamente a quantidade de DNA deixado numa superficie por meio de

contato com a pele.

Em nosso estudo, resultados concordantes com os de Phipps e Petricevic
(2007) foram obtidos. O individuo M1 atuou como doador primario nos
experimentos de teclados e facas (Quadro 4), sendo que nos experimentos T1/T2,
6 e 12 marcadores STR com o perfil dessa pessoa foram obtidos, de um total de
23 marcadores possiveis. Ja em T5/T6 esses numeros se elevaram para 15 e 23
(Tabela 8). Partindo-se do pressuposto de que essa pessoa seria uma boa
doadora capaz de sempre depositar o seu material genético em uma quantidade
suficiente para gerar um perfil STR, outros experimentos realizados com a mesma

deveriam possuir resultados semelhantes. No entanto, no experimento F1P
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(Tabela 9), esse mesmo individuo atuando como doador primario obteve uma
correspondéncia de 0 marcadores para o perfil obtido em uma faca de

polipropileno.

O mesmo foi observado com outros participantes do estudo, como por
exemplo, o individuo H3 que atuou como doador primario em experimentos de
empunhaduras de facas (F11/12 e F15/F16) e volantes e macanetas de carros
(C11/C12, C15/C16, C27/C28, C31/C32), como mostrado no Quadro 4. Os
experimentos F15 ndo atingiram nenhum resultado positivo no que diz respeito a
obtencdo de perfis STR, e 0 numero maximo de marcadores STR com
correspondéncia alélica para esse individuo foi de 14, achado no ensaio F16A
(Tabela 9). Enquanto isso, o0 experimento C11V obteve correspondéncia de 23
marcadores dessa pessoa, sendo 20 deles sem drop-out alélico. O ensaio C32,
por sua vez, resultou numa correspondéncia de 24 marcadores STR para o perfil
referéncia desse homem, sendo 23 deles sem nenhum drop-out alélico (Tabela
10).

J4 para o individuo H4, participante como doador secundario em
experimentos de facas e carros, a mesma variacao de resultados foi observada.
Por exemplo, no experimento F7, somente se obteve perfii STR para a
empunhadura de polipropileno (Tabela 9), enquanto que para 0os experimentos
C7M e C7V, realizados com o0 mesmo método de extracdo, correspondéncias de,

respectivamente, 11 e 19 marcadores STR foram observados (Tabela 10).

As aparentes variacbes no status shedder dos individuos obtidas em
Nossos experimentos estdo em concordancia com aqueles observados por Manoli
et al. (2016), onde 23% de seus participantes permaneceram com 0 status
shedder constante, enquanto que nos outros 77% esse status foi alterado de um
experimento para outro. Em seu estudo, Kanokwongnuwut et al. (2018) tentaram
avaliar o status shedder de 11 voluntarios, mostrarando que cinco deles eram
intermediarios (nem bons, nem ruins), confirmando, portanto, a complexidade
existente nessa questdo. Da mesma forma, ao notarem a variacao da quantidade
de DNA recuperado de seus participantes em diferentes experimentos, Samie et

al. (2020) questionam o uso de um rétulo fixo como “good shedder” ou “bad
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shedder” para um determinado individuo, independentemente das circunstancias
em que se encontram. Por sua vez, Goray e Oorschot (2021) em seu estudo,
demonstraram que as pessoas podem manter o seu status shedder inalterado por
muito tempo, abrangendo longos periodos (até trés anos). No entanto, a maioria
dos participantes deste estudo se enquadraram em uma categoria intermediaria
entre bons e maus doadores, sendo que dentro desta categoria ainda havia

variacao suficiente para subcategoriza-los.

Sendo assim, diante dos nossos resultados, concordamos que ndo €
possivel categorizar pessoas como boas ou mas doadoras de DNA, pois
variagbes na quantidade de marcadores com correspondéncia alélica para os
doadores primarios e secundarios foram observadas quando estes participaram
de diferentes experimentos. Portanto, uma mesma pessoa pode atuar como boa
ou ma doadora dependendo de diversos fatores (Grskovi¢ et al., 2014) e é dificil
determinar em que extensdo os fatores genéticos e ndo-genéticos (como
diferencas ambientais ou do suporte usado) podem impactar o status shedder de

alguém (Oorschot et al., 2019).

6.5 Influéncia de sexo para a obtencéao de perfis genéticos

De um modo geral, a qualidade dos perfis para doadores secundarios foi
inferior a dos doadores primarios e, exceto para facas de plastico (Tabela 12),
todas as superficies obtiveram um menor nimero de perfis PPA para doadores
secundarios, quando comparados aos doadores primarios. Esse achado é
consistente com o0s estudos que concluiram que o Ultimo doador ndo é
necessariamente o maior contribuidor em experimentos cujos objetos tenham sido
manipulados por duas ou mais pessoas (Buckingham et al., 2016; Samie et al.
2016; Oorschoot et al., 2019; Goray et al. 2020).

E possivel que, em nosso estudo, os melhores resultados tenham sido os
dos doadores primarios, pois 0S mesmos manipularam os objetos por um maior
periodo de tempo, sendo assim, possivelmente depositaram mais células do que
os doadores secundarios. No entanto, diversos achados contradizem essa

hipétese, concluindo que o tempo de contato ndo € determinante para a
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quantidade de DNA depositado num objeto. Em estudo realizado por Oorschoot et
al. (1997), os individuos manipularam tubos de plastico estéreis por 5 segundos,
30 segundos, 3 minutos e 10 minutos, respectivamente, permitindo que 0s
autores concluissem que uma grande quantidade de transferéncia de DNA ocorre
logo no contato inicial das maos com um objeto. Da mesma forma, Balogh et al.
(2003) tentaram obter perfis STR de impressdes digitais obtidas apos 1, 2, 5, 10,
50 e 60 segundos de contato, tendo sucesso na geracao de perfis STR para
qualquer um dos tempos testados. De acordo com Sessa et al. (2019), apenas
dois segundos séo suficientes para liberar DNA num vestuario de modo a obter
um perfil genético completo. Similarmente, Kallupurackal et al. (2021)
demonstraram que apenas cinco segundos de contato jA sdo suficientes para
transferir quantidades razoaveis de DNA, permitindo a geracdo de perfis
genéticos pra identificacdo de criminosos. Portanto, se o tempo de contato nédo é
um fator de impacto para a deposi¢cdo de material genético, outros fatores, como o

sexo, podem ser.

Ao analisar a qualidade de perfis STR em relacdo ao sexo dos individuos
na mistura, foi possivel observar nas nossas andlises que, para doadores
primarios, os melhores resultados foram observados em experimentos realizados
com dois homens. Apesar de 11 perfis serem PPB, 4 foram PPA, além de 1 ser
caracterizado como Perfil Completo (Gréafico 10.a). Por outro lado, para doadores
secundarios, experimentos com dois homens ndo mantiveram esse desempenho
(Grafico 10.b) ao passo que, experimentos com duas mulheres apresentaram o
melhor resultado para essa analise, apresentando 1 Perfil Completo, 4 PPA e 17
PPB (Grafico 7.b). Um perfil nulo foi obtido tanto para ensaios H+H, quanto para

M+M, em doadores primarios e secundarios, respectivamente.

Parece que essas duas situacbes simuladas (duas mulheres ou dois
homens) apresentaram os resultados opostos, uma vez que o esperado fosse que
ensaios H+H apresentassem a melhor qualidade de perfis, jA que homens
possuem dedos com uma maior superficie de contato e, consequentemente maior
guantidade de material celular para doar (Kanokwongnuwut et al. 2018), além de

suarem mais do que mulheres, tendendo a depositar mais DNA, conforme
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sugerido por diversos estudos (Poetsch et al., 2013, Gr8kovic¢ et al., 2014, Manoli
et al., 2016 e Goray et al.,, 2016). Nesse sentido, a maior parte dos estudos
aponta que homens tendem a ser classificados como melhores doadores do que
mulheres. Lacerenza et al. (2016), ao analisarem amostras coletadas das palmas
e dedos de 30 homens e 30 mulheres, sugeriram que o sexo pode influenciar a
propenséo do individuo em carregar e transferir DNA por meio do contato com as
maos, sendo que amostras de homens costumam produzir perfis STR mais
integros.

No entanto, € possivel que, quando um homem € o segundo doador em um
cenario composto por dois homens (ambos tendendo a serem bons doadores), a
quantidade de DNA deixada por ele durante um curto periodo ndo seja suficiente
para ultrapassar a quantidade deixada pelo primeiro doador. O homem que € o
primeiro doador, manipulando um objeto por um longo tempo, tende a ser o
componente predominante na mistura, apresentando um maior niamero de alelos
no perfil genético. J& quando uma mulher é a segunda colaboradora em um
cenario composto por duas mulheres (sendo que ambas tendem a serem mas
doadoras), pode ser que a quantidade de DNA deixada por ela seja maior do que
a deixada pela primeira mulher, mesmo manipulando o objeto durante menos
tempo que a proprietaria. Portanto, supondo que as mulheres suem menos que 0s
homens, é possivel que, em experimentos com duas mulheres, os perfis de
segundos doadores possam obter melhores resultados do que os primeiros
doadores, uma vez que a mulher sendo ma doadora pode remover o material
depositado pela manipuladora anterior, deixando o seu proprio no lugar.

Buckingham et al. (2016) demonstraram a contribuicdo de quatro
individuos em misturas de amostras obtidas de cabos de facas, mas sem
investigar o impacto do sexo. Os autores demonstraram que os perfis genéticos
dos manipuladores posteriores de uma faca sdo mais proeminentes do que os
manipuladores anteriores e, em um teste especifico, o segundo participante
desapareceu, enquanto o terceiro foi predominante. Observando que o
participante 3 teve uma contribuicdo maior que o participante 2 em 5 dos 6 testes,
e que o participante 2 teve uma contribuicdo maior que o participante 1 em 4 de 6

testes, talvez a cada toque sucessivo, ndo apenas as células do novo depositante
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sdo adicionadas, mas também as células do anterior podem estar sendo
removidas. Essa remocéo é evidenciada em estudos de transferéncia secundaria,
que demonstram que € possivel levar o DNA de uma pessoa de um lugar para
outro (Lee e Ladd, 2002; Goray et al. 2009), podendo inclusive se vincular
falsamente uma pessoa a uma cena de crime na qual els nunca esteve (Cale et
al., 2016; Fonnelgpet al.,, 2017). Sendo assim, quando uma mulher tocou um
objeto apds outra mulher ja té-lo feito, ela possa ter atuado mais como uma
removedora de células do que uma depositora, explicando o porqué experimentos
com duas mulheres obtiveram resultados melhores para os doadores secundarios

das misturas, nos N0SS0S cenarios.

Ja o0s experimentos intermediarios (M+H e H+M), por sua vez,
apresentaram resultados semelhantes entre si, contendo apenas perfis PPB em
sua maioria e PPA em menor quantidade, tanto para doadores primarios, quanto
para secundarios. No entanto, em experimentos M+H os dados foram um pouco
mais favoraveis para a identificacdo dos componentes da mistura, resultando
numa maior quantidade de perfis PPA (7 e 5 para doadores primarios e
secundarios, respectivamente) (Grafico 8.a e 8.b), quando comparado aos
ensaios H+M, que obtiveram 4 e 3 perfis PPA para doadores priméarios e
secundarios, respectivamente (Grafico 9.a e 9.b). Esses achados parecem
corroborar com os estudos que afirmam que homens devem ser melhores
doadores do que as mulheres (Poetsch et al., 2013; Grskovi¢ et al., 2014; Manoli
et al., 2016), pois nos casos H+M, a mulher também pode ter removido as células
do homem e, como mé& doadora, depositado pobremente as suas proprias células,

resultando em perfis menos significativos para uma investigacao.

6.6 Aparecimento de artefatos nos perfis gerados

Em todos os perfis gerados nesse estudo, alelos extras foram detectados
em menores ou maiores quantidades. Esses alelos podem ter sido originados de
diversas maneiras, como por exemplo, 0os picos stutter oriundos dos efeitos
estocésticos resultantes do aumento de ciclos durante a reacdo de amplificacao,
estratégia conhecida como Low Copy Number (LCN), usualmente utilizada para
amostras de DNA de toque devido a baixa quantidade de material genético
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encontrado nas mesmas. Nesse método aumenta-se 0 numero de ciclos da
reacdo de 28 para até 34 (Oorschot et al.,, 2010; Butler, 2011). Além dessa
possibilidade, alelos extras também podem ser oriundos de transferéncia
secundaria (Lee e Ladd, 2001; Budowle et al., 2009; Meakin e Jamieson, 2013;
Oorschot et al., 2019).

Nossos achados estdo de acordo com o esperado na medida em que a
presenca de alelos extras em amostras de DNA de toque € comum, pois DNA de
mais de uma pessoa pode ser encontrado nas maos de um (nico individuo
(Buckingham et al.,, 2016). Por exemplo, Samie et al. (2020) relatam que a
guantidade total de DNA obtida das maos de um participante correspondia
apenas a 70% de seu préprio DNA. Ainda nesse sentido, em experimentos com
facas, Cale et al. (2016), demonstraram que foi possivel detectar transferéncia
secundaria em 85% de suas amostras, sendo que os participantes apertaram as
maos uns dos outros durante dois minutos, antes da realizacdo dos experimentos.
Nessas condi¢des, uma pessoa poderia ser vinculada falsamente a uma cena de

crime.

Além disso, ao aumentar o niumero de ciclos da PCR Multiplex para 31, era
esperado que artefatos aparecessem em maiores quantidades em nosso estudo,
pois quando existem poucas sequéncias de DNA alvo (baixa quantidade de
material genético), a ligacdo destas com o primers da reacdo de amplificacdo nao
ocorre corretamente, podendo inclusive competir com outros componentes
presentes na amostra, incluindo DNA de outras pessoas. Como consequéncia,
drop-in alélicos podem aparecer no perfil gerado (Whitaker et al., 2001; Budowle
et al., 2009; Butler, 2011).

Em nossos experimentos, a média de alelos verdadeiros para cada suporte
sempre foi superior a média de alelos extras, com exceg¢do das maganetas de
carros sob periodo ensolarado (52,3%) (Grafico 5). Para esse material, era
esperado uma maior taxa de contaminacdo, considerando que o mesmo fica
exposto em ambientes abertos, o que pode influenciar os resultados na medida
em que interferentes de outros individuos podem ser coletados junto ao material

genético da pessoa que o manipulou (Oorschot et al., 2019). Além das macanetas
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de carros expostas ao sol, valores mais altos de alelos extras foram obtidos para
empunhaduras de facas de madeira (47%) e polipropileno (45,2%), enquanto
nestes suportes foi possivel observar baixa quantidade de alelos coincidentes
com os perfis dos doadores das misturas (Gréficos 1 e 2). Sendo assim, é
possivel que, por serem pouco porosos, esses suportes permitam baixa retencao
de células e possam resultar num aumento da quantidade de artefatos existentes
no perfil. Quanto menor a quantidade de DNA presente na amostra, mais
propensa ela estara a sofrer com efeitos estocésticos da reacdo de amplificacédo
com o numero de ciclos elevado, aumentando também o numero de artefatos
obtidos no perfil. Com relacéo aos alelos extras, € comum que a DNA polimerase
cometa falhas ao amplificar sequéncias repetidas do genoma, gerando picos néo
relacionados com a amostra (Oorschot et al., 2010; Butler, 2011).

Apesar de comuns em amostras de DNA de toque, os alelos drop-in e
picos stutter devem ser analisados com cautela, pois em um caso real durante a
rotina forense eles podem dificultar a caracterizacdo de quantos doadores estédo

presentes no perfil (Oorschot et al., 2010) e quais sdo os alelos reais.

Além de alelos extras, todos os experimentos foram afetados pela
presenca de outro artefato, os drop-out alélicos, independentemente do método
de extracdo utilizado (Tabelas 8, 9 e 10). Este resultado estd em concordancia
com os de Whitaker et al. (2001), ao relatarem em seu estudo que todos os seus
68 perfis gerados a partir da técnica de LCN foram afetados por efeitos
estocasticos, entre eles, consideravel presenca de drop-out alélicos (taxa de 10%
por locus). Um problema decorrente de drop-outs alélicos a partir do
processamento de amostras de DNA de toque é o de que, numa investigacao
real, ndo se sabe quais seriam os alelos presentes no perfil do criminoso, e assim,
estes artefatos poderiam resultar em exclusdes incorretas ou em falsos negativos

no que diz respeito a identificacdo de criminosos (Butler, 2005).

7

Em muitos laboratérios forenses, € comum adotar a estratégia de
amplificagéo de réplicas de uma mesma amostra, a fim de obter um consenso
sobre o gendtipo correto do individuo, tendo como base os perfis resultantes de

todas as réplicas. Dessa forma, se diminui o impacto de artefatos na analise dos
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resultados. No entanto, ndo existe um consenso acerca de quantas réplicas
seriam necessarias para garantir a confiabilidade dos resultados e, no caso de
amostras de quantidades escassas de DNA, talvez ndo seja possivel gerar tantas
repeticdes para uma mesma amostra, uma vez que a sua disponibilidade pode
ser muito limitada (Oorschot et al., 2010; Evans e Hadi, 2018). De fato, em nosso
estudo, nédo foi possivel amplificar uma mesma amostra mais de duas vezes, pois
a quantidade final de produto extraido, especialmente para amostras com DNA 1Q

System, era muito baixa.

Esses artefatos evidenciam a necessidade de se buscar estratégias que
possam facilitar a analise de perfis STR provenientes de amostras de DNA de

toque submetidas a técnica de LCN (Oorschot et al., 2010).

6.7 Eficacia dos perfis gerados para identificacdo do doador secundario

Os resultados apresentados nos Gréficos 1 e 2 evidenciam que o doador
secundéario foi o0 componente minoritario da mistura para quase todos o0s suportes
testados, com excecdo das empunhaduras de madeira, polipropileno e aco para
as extracoes feitas com DNA IQ System, e as empunhaduras de madeira,
polipropileno e macanetas de carros em dias chuvosos para ensaios extraidos
com Casework Direct Kit. Na literatura, esses achados variam de um estudo para
o outro. Por exemplo, Buckingham et al. (2016) afirmaram que, apesar de outros
estudos mostrarem que os perfis genéticos de objetos tocados por varios
individuos em sequéncia gerados geralmente costumam evidenciar o ultimo
usuario como o mais proeminente, os seus resultados apresentaram o oposto.
Quando simularam experimentos em facas com quatro participantes manuseando
0s instrumentos, o penultimo doador foi 0 que apresentou maior contribuicdo de
alelos na maioria dos experimentos. JA 0s ensaios de Samie et al. (2016)
mostraram que apesar de nao ter sido possivel obter o perfil completo do
individuo que simulava o crime com facas, em perfis de mistura ele se mostrou o
maior contribuidor para 83% dos casos. Em concordancia com esses achados,
Goray et al. (2020) analisaram a transferéncia e a recuperacdo de DNA em itens
de um escritorio utilizados por um usuario temporario, apds o local ter sido

previamente usado pelo usuario regular durante um longo periodo de tempo (até
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7 horas seguidas). Neste estudo, os autores demonstraram que 0 usuario
principal foi o majoritario em todos os itens tocados e o doador secundario nem

sempre foi observado nos perfis oriundos das superficies que havia tocado.

Em nossos experimentos, € possivel que para as empunhaduras de facas
o perfil do doador secundario tenha sido mais evidente (Graficos 1 e 2), pois 0
segundo doador pode ter removido parte do material genético depositado pelo
primeiro ao manipular o objeto. Considerando que esse DNA depositado pelo
doador priméario ja estava presente em baixa quantidade (devido a baixa
capacidade de retencdo de células das empunhaduras de facas), a perda desse
DNA pode ter sido crucial para a obtencdo desse resultado. Para os resultados
observados nas macanetas sob exposicdo a chuva (Grafico 2), pode ser que
como a prevaléncia do material genético numa superficie depende de uma série
de fatores, incluindo condigcbes ambientais, a chuva tenha removido parte do
material bioldgico depositado nas macanetas, sendo que o DNA do primeiro
participante ja havia sido previamente removido, resultando numa proeminéncia

do doador secundario.

Com relacdo aos demais resultados, mesmo que a contribuicdo dos
doadores secundarios ndo tenha sido maior que a dos doadores primarios para a
maior parte dos suportes, os perfis STR gerados poderiam ser (teis na tentativa
de identificacdo de criminosos. Tendo em vista que este trabalho foi elaborado
segundo as necessidades do laboratério de DNA da Policia Civil da cidade de
Sao Paulo, buscamos adaptar a analise de nossos resultados de acordo com a
maneira oficial realizada no Brasil para interpretacdo dos resultados, que segue o
Manual de Procedimentos Operacionais da Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos (RIBPG). Segundo a ultima versdao do Manual, divulgada em 2019,
perfis de mistura devem ser analisados a partir da deducao do perfil genético da
vitima, pois somente o perfil do suspeito deve ser integrado ao Banco Nacional de
Perfis Genéticos. Esforcos devem ser feitos para a obtencédo de perfis genéticos
completos, mas em casos em que iSSO ndo seja possivel, sdo aceitos os perfis

com pelo menos 8 marcadores STR dos 13 presentes no CODIS original.
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Nesse contexto, para 0s ensaios extraidos com DNA IQ System, com
excecdo do teclado, e empunhaduras de polipropileno e aco, os perfis gerados
dos demais materiais se mostraram passiveis de serem inseridos no Banco
Nacional de Perfis Genéticos, sendo que os volantes de carros (37,5% dos perfis)
e macanetas de carro sob exposi¢ao ao sol (33,3% dos perfis) foram os materiais
com maior eficacia para este fim (Grafico 3). O Casework Direct Kit, por sua vez,
mostrou uma capacidade ainda maior para auxiliar em investigagdes, pois 0s
valores obtidos em termos de eficacia para identificacdo do doador secundério
foram superiores aos encontrados com o kit DNA 1Q System para todos os
substratos testados (dos 31 perfis Uteis, 24 seriam de Casework Direct Kit e 7 de
DNA IQ System), destacando que todos os perfis de amostras obtidas em
volantes poderiam ser integrados ao Banco de perfis genéticos (Gréfico 3).

Em 2017, 7 novos marcadores foram incluidos no sistema CODIS,
passando o sistema oficial a contar com os 20 STRs. Sendo assim, mesmo que
os perfis ndo contenham pelo menos 8 marcadores dos 13 originais, ainda assim
podem ser valiosos, tendo em vista o restante do perfil. Considerando, portanto,
para ensaios extraidos com DNA 1Q System, perfis com pelo menos 8
marcadores com correspondéncia alélica para doadores secundéarios dentre os
presentes no CODIS atual de 20 STRs, pelo menos 1 perfil de cada tipo de
material, com excec¢do de empunhaduras de polipropileno e aco, poderiam ser
inseridos no Banco Nacional de Perfis Genéticos para auxiliar em investigacoes,
sendo que os volantes e macanetas de carros sob exposicdo ao sol foram os
materiais com maior eficicia para este fim (Grafico 4). Da mesma forma, ensaios
extraidos com Casework Direct Kit obtiveram maior eficacia para identificacdo do
doador secundario quando comparados ao kit DNA IQ System (dos 42 perfis
uteis, 30 seriam de Casework Direct Kit e 12 de DNA 1Q System). Neste caso,
todos os perfis de amostras obtidas em volantes e maganetas de carros sob luz

solar poderiam ser integrados ao banco de dados nacional (Grafico 4).

Sendo assim, em maior ou menor grau, todos os suportes podem gerar
perfis Uteis para a identificacdo de criminosos. Fundamentalmente, a melhoria da

qualidade do material recuperado dependera do método de extracao utilizado.
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6.8 Influéncia de fatores ambientais sobre a obtencao de perfis genéticos

No que diz respeito a influéncia de fatores ambientais sobre a obtencéo
dos perfis STR, foi possivel gerar perfis genéticos tanto em dias de sol, quanto em
dias de chuva, sendo que para ambas as condicbes ambientais houve trés
amostras que ndo geraram nenhum perfil genético (C11M, C12M, C13M para dias
de sol e C17, C21 e C29 para dias de chuva). Esse resultado ja era esperado,
uma vez que fatores ambientais como chuva, umidade, temperatura ou exposi¢ao
a luz UV poderiam impactar a presenca do DNA depositado numa determinada
superficie (Raymond et al., 2009; Lee et al., 2019),

No entanto, em termos de utilidade dos perfis gerados, foi possivel
constatar uma variacdo nos resultados, dependendo do tipo de andlise utilizada.
Para perfis com 8 marcadores dos 13 existentes no CODIS original, em amostras
de DNA IQ System, 33,3% das amostras em dias ensolarados seriam Uteis, valor
acima do obtido para amostras em dias chuvosos (20%), como € possivel
observar no Grafico 3. No entanto, para amostras de Casework Direct Kit
aconteceu o oposto, ou seja, amostras em dias ensolarados foram menos
eficazes do que as amostras em dias chuvosos no que diz respeito a obtencao de
perfis (teis para uma investigacdo (57,1% contra 62,5%, respectivamente)
(Gréfico 3). Ja para a analise de 8 dos 20 marcadores STR do CODIS atual, os
perfis obtidos em macanetas de carros sob exposicédo ao sol seriam mais eficazes
para a identificacdo dos criminosos que compdem a mistura, em ambos 0s
métodos de extracdo analisados. Para amostras extraidas com DNA 1Q System,
66,6% dos perfis de macanetas expostas ao sol teriam pelo menos 8 marcadores
STR com correspondéncia alélica para o doador secundario, enquanto que 20%
dos perfis de macanetas em dias chuvosos serviriam para esta finalidade (Gréafico
4).

Para amostras extraidas com o Casework Direct Kit, 100% dos perfis
obtidos de macganetas em dias ensolarados seriam uteis, contra 62,5% dos perfis
de maganetas em dias chuvosos (Grafico 4). Portanto, as amostras em dias de
chuva ndo obtiveram nenhuma alteragdo com relagdo a andlise anterior em

ambos os kits, feita para 8 dos 13 marcadores do CODIS original. Esse resultado
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pode ser explicado devido a presenca da agua da chuva que, de alguma forma,
poderia estar prejudicando as reacdes de extracdo ou amplificacdo, ou mesmo
danificando a molécula de DNA (Butler, 2011). E possivel que o efeito destrutivo
da chuva sobre a molécula de DNA seja mais rapido do que o sol, uma vez que a
chuva age mecanicamente sobre o objeto, podendo remover o material
depositado, enquanto o sol age quimicamente, de modo a degrada-lo. Além disso,
a dgua da chuva pode ter sido coletada juntamente & amostra, podendo prejudicar
0 seu processamento mesmo apds a coleta. Ja a acdo do sol se limitaria ao

periodo entre a deposicéo e a coleta.

Porém, cabe ressaltar que as coletas foram realizadas logo ap6s a
deposicdo do material genético, tanto para amostras em dias ensolarados, quanto
para amostras em dias chuvosos. Sabendo que quanto mais tempo as células
humanas ficarem expostas em um ambiente aberto, mais se deterioraréo,
dificultando a recuperacdo do DNA presente nas mesmas (Raymond et al., 2009),
caso as macanetas ficassem expostas por mais tempo a chuva ou ao sol, talvez
0s resultados obtidos no estudo fossem diferentes. Para locais chuvosos e
umidos, existem alguns relatos referentes a recuperacao do DNA para geracao de
perfis genéticos. Por exemplo, Lee et al., (2019) demonstraram que amostras de
gueratindcitos expostas ha pelo menos trés semanas em locais abertos de
Singapura, cuja chuva é abundante e a umidade alta, ainda podiam ser
recuperadas para gerar perfis genéticos completos, em diferentes superficies,
como plastico, aluminio, vidro etc. Por sua vez, Meixner et al. (2020)
demonstraram que € possivel obter perfis STR de amostras que foram
submergidas em ambientes aquaticos por dias seguidos. Usando pedacos de pele
de porco que foram manuseadas, esses autores testaram a obtencdo de perfis
genéticos em amostras colocadas em agua fria, quente e a temperatura ambiente,
concluindo que a agua fria foi propicia para a recuperacdo do material que havia
sido depositado pelo doador, permitindo, inclusive, a geracdo de um perfil

completo de DNA apés 7 dias.

Sendo assim, novas pesquisas Sao necessarias para saber o efeito a

longo prazo que a chuva poderia causar nas impressoes digitais depositadas em

83



macanetas de carros, embora estudos recentes demonstrem que o material
genético pode persistir por horas ou dias, mesmo estando em contato com agua

ou ambientes umidos.

6.9 Auséncia de perfis apos amplificacdo com kit PowerPlex® Y 23 System

Onze amostras nédo obtiveram perfis STR quando amplificadas com o kit
PowerPlex Fusion System e continham como doador secundario um individuo do
sexo masculino e foram analisadas quanto a possibilidade de obtencéo de perfil
de cromossomo Y, que pudesse auxiliar na identificacdo. Oito delas eram
provenientes de empunhaduras de facas, sendo 3 de aco, 3 de madeira e 2 de
polipropileno, e 3 de macanetas de carros, sendo 2 de dias chuvosos e 1 de um
dia ensolarado. No entanto, quando amplificadas com o Kit PowerPlex Y23

System, também nédo produziram perfis especificos para o cromossomo Y.

Ainda que o kit PowerPlex® Y 23 System apresente uma alta
sensibilidade e seja validado para analisar fluidos com misturas de diferentes
individuos (Promega Corporation website), podendo inclusive ser capaz de
detectar quantidades infimas de DNA masculino que esteja mascarado por
grandes quantidades de material genético feminino (Thompson et al., 2013; Jain
et al., 2016), talvez em amostras de mistura de DNA de toque, que contenham
guantidades exiguas de DNA, o kit mostre-se limitado ou, mais provavelmente,
essas amostras realmente ndo continham material genético. Thompson et al.
(2013) demonstraram que foi possivel obter perfis STR completos do
cromossomo Y com o0 kit PowerPlex® Y 23 System para amostras com
qguantificacdo de 0,0625ng, no entanto, amostras abaixo de 0,031ng passaram a
gerar perfis incompletos. Considerando que, em nosso estudo, todas as amostras
obtiveram valores de quantificagdo menores do que esse, a perda de alelos, ou a

impossibilidade de obtencéo de perfis genéticos, ja era esperada.

Sendo assim, levando em conta que as amostras testadas ja ndo haviam
obtido perfis com o kit PowerPlex® Fusion System, é possivel que, de fato, ndo
continham nenhum material genético dos contribuidores da mistura, ou, mesmo

tendo DNA, a quantidade era insuficiente para a amplificacdo. Isso pode ser
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devido a caracteristicas inerentes ao tipo de porosidade das empunhaduras de
facas (considerando que a maior parte delas eram provenientes desse tipo de
material), ou devido aos fatores ambientais, uma vez que duas dessas amostras
foram obtidas de macanetas sob exposicdo a chuva, que pode ter lavado a maior
parte do material genético depositado. A amostra C13, que nao se enquadra em
nenhuma dessas alternativas, pode ser consequéncia de alteragcdes no status
shedder dos participantes, tendo em vista que j& se foi relatado que uma pessoa
pode depositar mais ou menos DNA em diferentes ocasites (Goray et al., 2016).

Considerando que 5 dessas 11 amostras ndo continham dados de
quantificacdo (F13M, F15A, F15M, C13M, e C29), outras 5 (F5A, F7A, F7M, F13P
e C21) continham quantificacdo para apenas um dos marcadores Large ou Small
e apenas 1 continha quantificacdo para ambos (F15P), esses resultados reforcam
a percepcao de que amostras de DNA de toque de fato estdo sujeitas a uma
imprecisdo na etapa de quantificacdo (Cupples et al. 2009), como j& foi discutido

anteriormente.
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7. CONCLUSOES

Neste estudo, conclui-se que € possivel gerar perfis de STR para amostras
de DNA de toque provenientes de misturas com o kit PowerPlex® Fusion System
(Promega) apos a deposicédo de material genético em teclados de computadores,
empunhaduras de facas e volantes e macanetas de carros, para auxiliar na
elucidagéo de cibercrimes, homicidios com armas brancas e roubos de veiculos,
respectivamente. No entanto, a identificacdo do perfil do criminoso na mistura e a
utilidade dos perfis gerados para as investigacfes dependera de uma série de
fatores. De um modo geral, para a recuperacao e processamento de amostras de
toque obtidas de teclados de computadores, empunhaduras de facas e
magcanetas de carros, o Casework Direct Kit foi o método de extracdo mais
vantajoso, permitindo gerar perfis mais completos e Uteis para a identificacdo
humana. Isso significa que, em termos praticos, este kit poderia substituir 0 uso
do DNA 1Q System, visando aumentar a eficacia dos resultados para a
elucidacaoo de crimes.

Para ambos os métodos de extracdo, a quantificacdo das amostras de
DNA de toque nao foi precisa, pois foram constatados resultados contraditorios
entre valores de quantificacdo e qualidade dos perfis STR gerados. Isso evidencia
a necessidade de aprimorar esta etapa do processamento de amostras de baixa
quantidade de DNA que sejam provenientes de cenas de crimes, uma vez que
neste estagio se determina como sera realizada a amplificacdo subsequente, pois
o volume de reagentes utilizados na PCR multiplex pode variar de acordo com a

quantidade de DNA presente na amostra.

O método de extracdo com o Casework Direct Kit se mostrou mais eficaz
para a recuperacao do material genético depositado pelos participantes do estudo
do que o kit DNA 1Q System, tanto em relacdo a meédia de alelos verdadeiros
presentes nos perfis, quanto no percentual menor de alelos extras que dificultam
a andlise dos mesmos. Além disso, com esse mesmo método foi possivel obter
uma maior quantidade de marcadores sem drop-out alélico para o doador

secundario da mistura, fator necessario para que o perfil seja integrado ao Banco
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Nacional de Perfis Genéticos da Rede Integrado de Bancos de Perfis Genéticos.
Em termos estatisticos, o kit Casework se mostrou significativamente mais

eficapaz para a producéo de perfis Gteis para uma investigacao.

O tipo de superficie em que o material genético foi depositado também
influencia na obtencdo e qualidade de perfis STR, dependendo da porosidade e
rugosidade que o mesmo possui. Nesse contexto, volantes foram os que melhor
representaram possibilidades de obtencdo de perfis genéticos e identificacdo de
criminosos, seguidos por macanetas de carros e teclados de computadores. Por
fim, as empunhaduras de facas representaram os materiais mais dificeis de obter
perfil STR, e novas estratégias precisam ser pensadas para melhorar a
recuperacdo do DNA deixado neste tipo de objeto. Ainda assim, a deposicéo e
recuperacdo do DNA parece ser possivel para todos os tipos de materiais

estudados.

O status shedder, por sua vez, ndo pareceu ser um fator relevante para a
qualidade dos perfis gerados, tendo em vista que ndo se manteve igual para
todos os individuos quando estes foram submetidos a diferentes experimentos.
Isso sugere que uma mesma pessoa pode atuar como boa ou ma doadora,
dependendo de outros fatores que possam influenciar a capacidade de deposicao
e recuperacdo do material genético.

No que diz respeito ao sexo dos individuos, foi possivel observar que a
existéncia de duas mulheres na mistura parece ser mais favoravel a recuperacéo
do perfil de doadores secundarios, enquanto que a presenca de dois homens
mostra melhor resultado para doadores primarios. E possivel, portanto, que
alguns individuos atuem mais como removedores de células do que depositores
e, se mulheres tendem a ser mas doadoras, elas devem estar mais propensas a
remover as células previamente depositadas pela primeira pessoa que tocou o
objeto. No entanto, esse fendbmeno requer mais atencdo e novos estudos para
melhor compreender e esclarecer a nossa hipotese e, assim, compreender até
que ponto um individuo sera capaz de agir como depositante ou removedor de

células deixadas na superficie.
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Artefatos tais como drop-in ou drop-out alélico se mostraram presentes em
todos os experimentos, independentemente do tipo de material ou método de
extracao usado, evidenciando a necessidade de se buscar maneiras de diminuir o
impacto sofrido pelos mesmos na andlise dos perfis STR, considerando que o
grau em gue estdo presentes pode impossibilitar a identificacdo do criminoso na

mistura.

Por fim, foi possivel obter perfis genéticos tanto em dias de sol quanto em
dias de chuva e a eficacia de ambas as condi¢cdes ambientais para obtencao de
perfis Uteis variou conforme o tipo de analise utilizada (8 dos 13 marcadores STR
do CODIS original ou 8 dos 20 marcadores do CODIS atual). Porém, como a
coleta dos experimentos foi feita logo apos a deposi¢do, novos estudos acerca da
influéncia da chuva e do sol a longo prazo sobre amostras de DNA de toque sdo
fundamentais para verificar se, numa investigacéo real, em que os veiculos nédo
sdo analisados pela pericia imediatamente ap6s o ato criminoso e tendem a ficar
expostos a ambientes abertos por um longo periodo de tempo, esses resultados

se manteriam.
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PESQUISADOR: Cintia Fridman
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INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°: CRBio N° 020694/01-D
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Carta de informacao ao sujeito.

Gostariamos de convida-lo(a) a participar como voluntério da pesquisa “Estudo de
DNA de Toque em Situa¢cBes Simuladas para Finalidades Forenses”, que tem como
objetivo investigar a possibilidade de auxiliar o trabalho da policia técnico-cientifica. Para
isso, sua participacdo envolvera necessariamente manipular com as maos diferentes
objetos, como facas, macanetas e volantes de carros e teclados de computadores. Por
meio desse contato com tais materiais teremos acesso as suas Impressdes Digitais, as
qguais serdo utilizadas como uma tentativa de obter seu perfil de DNA, que estara
misturado a uma segunda pessoa, que também manipulara esses materiais. Além disso,
como voluntario sera necessario doar uma amostra de sangue do dedo anelar que sera
coletado com o uso de uma pequena agulha, para obtermos também o seu perfil de DNA
individual. Ao todo serdo seis participantes, sendo que quatro deles serdo os proprietarios
dos carros e teclados utilizados, sendo assim, serdo contatadas pessoas que estejam
dispostas a permitir o uso de seu carro e/ou teclado de computador para os experimentos
que serdo conduzidos. Também sera necessario que o participante tenha disponibilidade
de ir até a Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo nos dias em que forem
combinados para a realizacdo dos experimentos, que serdo efetuados em dias diferentes
de uma mesma semana e serem repetidos em semanas diferentes. Cada experimento

podera durar até 15 minutos.

Gostariamos de informar que esse perfil de DNA obtido ndo serve para nenhuma

outra finalidade e nao identifica nenhuma doenca ou caracteristica fisica sua.

Informamos a vocé que os riscos durante a realizacdo desse estudo sao minimos
e estdo envolvidos com a coleta do sangue, pois no momento da picada no dedo anelar
pode ser que seja sentida uma leve dor ou desconforto. Ndo haverdo beneficios diretos
para nenhum participante, mas pretende-se que os resultados dessa pesquisa possam
beneficiar a policia técnico-cientifica na identificacdo de suspeitos em futuras
investigacdes criminais. Ressaltamos que os resultados da mesma serdo divulgados
apenas para esse trabalho académico, obedecendo ao sigilo e impossibilitando a sua
identificacdo. Quaisquer duvidas que existirem agora ou a qualquer momento até a
concluséo do estudo poder&o ser esclarecidas, bastando entrar em contato com a pessoa
responsavel pelo projeto, Doutora Cintia Fridman, que pode ser encontrada na Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Avenida Doutor Arnaldo, 455, (11)30618423

ou (11)30618409. Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da
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pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&do Paulo (CEP-FMUSP): Av. Dr. Arnaldo, 251 -
Cergueira César - Sdo Paulo - SP -21° andar — sala 36- CEP: 01246-000 Tel: 3893-

4401/4407 E-mail: cep.fm@usp.br. Os voluntarios ndo serdo obrigados a participarem da

pesquisa, podendo desistir a qualquer momento, ou seja, em eventual situacdo de
desconforto, poderdo cessar sua colaboracdo sem consequéncias negativas. Nao ha
despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela seréa absorvida pelo orcamento da pesquisa. Fica garantida a indenizagéo

em caso de qualquer dano comprovado resultante de sua participa¢do na pesquisa.

Termo de consentimento

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagfes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o projeto “Estudo de DNA de Toque em
Situacdes Simuladas para Finalidades Forenses”. Eu discuti com a pesquisadora Prof.
Dra. Cintia Fridman sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sao os propdésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

Esse Termo sera assinado em duas vias, sendo que uma delas ficard com vocé e outra

com a(s) pesquisador(as).

Assinatura do sujeito Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.
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Assinatura do responséavel pelo estudo

Data

ANEXO B

/
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE gzmmm
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE DNA DE TRANSFERENCIA EM SITUAGCOES SIMULADAS PARA
FINALIDADES FORENSES

Pesquisador: Cintia Fridman

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

Versao: 2

CAAE: 57976516.5.0000.0065

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.056.555

Apresentacao do Projeto:

O projeto esta apresentado de maneira clara e objetiva e sera a dissertacdo de Mestre da aluna Daniela de
Oliveira Francisco, pelo programa de Pés Graduagdo em Fisiopatologia Experimental da FMUSP, sob
orientagdo da Dra. Cintia Fridman.

Objetivo da Pesquisa:

O projeto ira analisar e aprimorar a viabilidade de obtencédo de perfis de DNA em diferentes materiais de
empunhaduras de facas, maganetas e volantes de carros, e em teclados de computadores, por meio de
situagdes simuladas de transferéncia direta e secundaria, considerando as variaveis que podem interferir no
processo, com a finalidade de auxiliar o trabalho da policia técnico-cientifica na identificagdo de
criminosos.Um grupo de seis pessoas, sendo trés homens e trés mulheres, produzirdo Impressdes Digitais
(Touch DNA) ao serem submetidos a trés diferentes situagdes simuladas envolvendo empunhaduras de
facas, volantes e maganetas de carros e teclados de computadores. Quatro desses individuos (dois homens
e duas mulheres) serdo os doadores primarios em todos os experimentos, e os outros dois (um homem e
uma mulher) desempenhardo o papel de doadores secundarios. Dessa forma, esperamos poder

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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comparar a diferencga individual de transferéncia em materiais distintos, o que nao seria possivel caso cada
experimento fosse realizado com individuos diferentes. Os participantes estardo na faixa de 20 a 45 anos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos durante a realizagdo desse estudo sdo minimos e estdo envolvidos com a coleta do
sangue, pois no momento da picada no dedo anelar pode ser que seja sentida uma leve dor ou desconforto
e podera haver, eventualmente, a formagao de hematoma no local da picada.

Beneficios: Ndo havera beneficio diretos para nenhum participante. O beneficio da pesquisa sera a
possibilidade de beneficiar a policia técnico-cientifica na identificagdo de suspeitos em futuras investigagdes
criminais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A emenda é exclusiva do Centro Coordenador, entdo as alteragdes realizadas neste projeto, em virtude da
emenda, NAO serdo replicadas nos Centros Participantes vinculados e nos Comités de Etica das
Instituicdes Coparticipantes, quando da sua aprovagao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
néo se aplica

Recomendacoes:
nenhuma recomendagao a ser considerada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Projeto com emenda que nédo apresenta pendéncias éticas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMAGCOES_BASICAS_893192 31/03/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 11:59:53
Recurso Anexado SAGe.pdf 19/07/2016 |Fernanda de Toledo | Aceito
pelo Pesquisador 09:56:50 | Goncalves
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 14/07/2016 | Cintia Fridman Aceito
11:43:59

Outros Cadastro_Online.pdf 12/07/2016 |Cintia Fridman Aceito
16:07:40

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br

Pagina 02 de 03




USP - FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE W"‘

DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagéo do Parecer: 2.056.555
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ABSTRACT

Latent fingerprints are commonly found in crime scenes, and currently used in forensic analysis to obtain STR
profiles from DNA recovered from finger contact. Analysis of STR profiles obtained from touch DNA has been
very useful to elucidate crimes and the extraction method may be determinant for the recovery of genetic
material collected from different surfaces. This study aimed to verify and compare the efficiency of two different
extraction Kits for processing touch DNA samples obtained from fingerprints deposited on computer keyboards,
knife handles and exterior door handles and steering wheels of cars.

One hundred and four experiments were conducted to simulate crime scenes and evaluate the efficiency of
two extraction kits for touch DNA samples: the DNA IQ™ System and the Casework Direct Kit (both Promega
Corporation). Each experiment was conducted with two individuals in order to obtain a mixture profile. The
genetic material deposited was collected by double swab method (Sweet et al. 1997) and DNA quantification was
conducted using Quantifiler Trio™ (ThermoFisher Scientific). Samples were amplified by PowerPlex® Fusion
System kit (Promega).

It was possible to obtain STR profiles for 32 (61.5%) out of the 52 extracted using DNA IQ and 51 (98.1%) out
of the 52 extracted using the Casework Direct Kit. Samples extracted by DNA 1Q had higher average of quan-
tification values for long targets (> 200bp) across all tested surfaces. That seems to be due to an incompatibility
between the Quantifiler Trio and the Casework Direct Kit. Samples with positive quantification but without STR
profile, as well as samples without quantification but with STR profiles were also observed.

Statistical analysis showed that the Casework Direct Kit produced significantly more useful profiles than DNA
1Q (p-value = 0.001), since these profiles had more STR markers with allelic cor dence to second d
present in the mixture.

This study provides insights about the effect of different surfaces and extraction methods on recovery and
generation of STR profiles. Limitations for the quantification step for these samples with a low quantity of DNA
were highlighted as well. We concluded that the Casework Direct Kit was much more efficient for processing
touch DNA samples than DNA 1Q.

1. Introduction

in a crime scene [4].
Current studies in this area are focused on analyzing different

A biological sample can be obtained from a crime scene in several
forms, for example, as a blood or semen stain, a tissue sample or a
fingerprint. Touch DNA samples are those left on crime scenes by skin
contact on a surface, and contain low quantities of DNA, often
achieving picogram levels [1-4]. The DNA present in these samples,
despite the low quantity, can be used to obtain individual STR genetic
profiles that can help an investigation to link suspect and traces found

variables that can impact the DNA transfer, like the kind of surface
touched [5-9], the shedder status that varies among different people or
within the same person under different conditions [10-16], the per-
sistence of a transferred sample [17-20], activities performed before or
during the contact [21-23], and identifying the best methodology for
recovery of the DNA present in a trace [19,24-27], and others.

Touch DNA samples are quite challenging because their analysis can

* Corresponding author at: Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e Medicina Social e do Trabalho - FMUSP, Rua Teodoro Sampaio 115, CEP: 05405-000,

Sao Paulo, SP, Brazil.
E-mail address: cfridman@usp.br (C. Fridman).

https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2020.102307

Received 14 October 2019; Received in revised form 28 April 2020; Accepted 30 April 2020

Available online 15 May 2020
1872-4973/ © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.



D.d.O. Francisco, et al.

Forensic Science International: Genetics 47 (2020) 102307

(a)

Fig. 1. Scheme of experiments performed on (a) computer keyboards, (b) knife handles and (c) steering wheels and exterior door handles of cars. Each line refers to a

single experiment.

be compromised in some situations as such complex mixture profiles
that can be provided from many contributors [2,3,7,18]. The surface
can be unfavorable to recovering DNA deposited and degradation by
environmental factors, such as high temperatures or excessive light
exposure [17,18], may complicate the interpretation of touch DNA
results. Inappropriate collection, extraction or amplification methods
[28-33] can compromise the processing of these samples.

Many DNA extraction methods currently utilized do not recover all
DNA collected from the crime scene, and studies have focused on op-
timizing extraction techniques [3]. As most epithelial cells from latent
fingerprints are nuclei-free corneocytes, and touch DNA samples ob-
tained from fingerprints have a low concentration of DNA [34], new
methodologies for this kind of sample are desired to optimize extraction
results. These methodologies should be capable of extracting most DNA
and removing amplification inhibiting elements with minimal DNA loss
[3,33]. As demonstrated by Tang et al. [35], 56-77% of DNA can be lost
during touch DNA samples processing, and this could potentially impair
an investigation.

The DNA IQ™ System (DNA 1Q) is an extraction and magnetic bead-
based purification of nucleic acids kit developed for forensic purposes,
capable of extracting DNA from a variety of sample types, including
stains and liquid samples, and removing PCR inhibitors and con-
taminants frequently encountered in casework samples through mul-
tiple wash steps [36]. Studies had demonstrated that DNA IQ presented
best results for DNA extraction when compared to other methods, like
conventional organic extraction [37] and Chelex®*100 [38]. Due these
advantages, DNA IQ is the current method used in many laboratories
around the world, including for forensic analysis in Sao Paulo city,
Brazil.

Recently, another kit for forensic purposes, the Casework Direct Kit
(Casework), was developed as a new method of extraction based in a
no-wash protocol, maximizing the chance of recovering DNA collected
from fingerprints. Graham et al. [39] demonstrated that Casework is a
suitable, accurate and reproducible method for the rapid isolation of
DNA. However, when compared with the Maxwell 16 System DNA IQ
Casework Pro Kit, another magnetic-resin method, Hakim et al. [40]
suggested that Casework produces less DNA template for STR allele
calls in autosomal and Y-STR analyses. As a new kit, more studies are
necessary to verify the ability of Casework to recover touch DNA in
different scenarios.

It is known that some of the most common crimes in Brazil involve
cybercrimes, weapon crimes and cars theft, and that the porosity of
objects can influence the retention of cells [2,7,30]. So, in order to
obtain useful profiles to be inserted in the National Databank, this study
aimed to test and compare the efficiency of DNA IQ and Casework for
recovering touch DNA samples obtained from fingerprints deposited on
different surfaces.

2. Material and methods
2.1. Experimental design

Simulated situations of crimes were conducted on computer key-
boards, 3 types of knife handles and exterior door handles and steering
wheels of cars. Nine volunteers (4 men and 5 women) participated in
the study. All volunteers signed an informed consent form, and the
research protocol was approved by the Ethics Committee of the Clinical
Hospital of Medical School, University of Sao Paulo.

Fifty-two experiments were performed in duplicate (104 experi-
ments) in order to test two different extraction methods, as described
below. Eight of these 104 experiments were performed on computer
keyboards, 48 on knife handles and 48 on exterior door handles of cars
or cars steering wheels, as described below.

Experiments with computer keyboards were conducted with 4 in-
dividuals on 2 different keyboards. Each keyboard had an owner who
used it daily (first donator). One of the other participants (a man or a
woman/second donators) manipulated the item after use by the owner,
for 5 min, simulating a cybercrime (Fig. 1a).

Experiments with knives were conducted with 3 different types of
handles: plastic, wood and steel. Four individuals (first donator) si-
mulated the habitual use of these objects by the owners, manipulating
each one for 10 min, following by the other 2 participants (a man and a
woman/second donators) who manipulated each of these objects for 1
min, simulating a cold weapon crime (Fig. 1b). So, 16 experiments were
conducted on wood handles, 16 on steel handles and 16 on plastic
handles.

Experiments with cars were conducted with 6 participants and 4
cars, each one with a different owner who used it daily (first donator).
The other participants (a man and a woman/second donators) ma-
nipulated exterior door handles and steering wheels of cars for 1 min,
simulating a theft (Fig. 1¢). Experiments on exterior door handles were
performed in different environmental conditions: sunny/hot days and
rainy/cold days. So, 16 experiments were conducted on steering
wheels, 16 on exterior door handles during sunny days and 16 on ex-
terior door handles during rainy days.

In order to simulate real crime situations, participants performed
their daily activities normally and a method for controlling secondary
transfer of unknown individuals was not applied. Each experiment
described above was conducted in different days with only 2 partici-
pants and the objects were sterilized before each test with 70% alcohol.
Both sides of the knife handles were exposed to UV light for 30 min
before each experiment.

2.2. Collection, extraction, quantification and amplification of DNA

Biological material deposited on each tested surface was collected
by the double swab method [41] 5 min after deposition;
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Table 1
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Average of quantification values obtained from computer keyboards, knife handles and steering wheels and door handles of cars for both extraction methods,
considering the number of samples with positive quantification results for each substrate.

Computer Keyboards

Average (ng/pl) - (Number of samples with quantification results)

DNA 1Q CASEWORK
Large 0.00083 (4) 0.00018 (2)
Small 0.0029 (3) 0.0085 (3)
Knife handles
Wood Steel Plastic

Average (ng/pl) - Number of samples with quantification results Average (ng/ul) - Number of samples with

quantification results

Average (ng/ul) - Number of samples with
quantification results

DNA IQ CASEWORK DNA 1Q CASEWORK DNA IQ CASEWORK
Large 0.00036 (4) 0.0001 (7) 0.00043 (2) 0.00011 (5) 0.0007 (4) 0.0001 (7)
Small uDpT* (0) 0.00109 (1) 0.00327 (1) 0.0013 (3) 0.0016 (1) 0.0014 (2)
Cars
Steering Wheels Door handles (sun) Door handles (rain)

Average (ng/pl) - Number of samples with quantification results ~ Average (ng/ul) - Number of samples with

quantification results

Average (ng/pul) - Number of samples with
quantification results

DNA IQ CASEWORK DNA 1IQ CASEWORK DNA IQ CASEWORK
Large 0.0061 (8) 0.0016 (8) 0.0023 (5) 0.0011 (7) 0.0028 (4) 0.0014 (8)
Small 0.0094 (5) 0.0062 (8) 0.009 (3) 0.015 (4) 0.0098 (2) 0.0063 (6)

UDT- Undetermined.

* All results were undetermined for small targets in wood samples extracted by DNA 1Q.

decontamination of surfaces was done immediately after each experi-
ment collection. In order to test and compare two different methodol-
ogies of extraction, DNA IQ (Promega Corporation) and Casework
(Promega Corporation), all the experiments were done in duplicate. So,
half of the experiments obtained from a surface were extracted by one
method and the remaining was extracted by the other. Both kits were
used according manufacture’s protocols, respectively. After the ex-
traction, all samples were quantified with Quantifiler Trio™ (Applied
Biosystems) and amplified with PowerPlex® Fusion System (Promega
Corporation), according manufacturer’s protocol, respectively. A posi-
tive (2800 M DNA template) and a negative control samples were also
amplified to monitor amplification success and a potential reagent
contamination.

For amplification reaction, 5 pl of PowerPlex Fusion Master Mix and
5 ul of PowerPlex Fusion Primer Mix were used for each sample. Input
trace DNA volume was set to 5 or 15 pl in a final reaction volume of 15
or 25 pl, respectively. Samples with a quantification value = 0.02 ng/ul
for large targets, an input of 5 pl was added. For the other samples, an
input of 15 pl was added. Parameters of cycling were adjusted for 31
cycles, according to Promega Corporation support. The amplified pro-
ducts were injected for capillary electrophoresis on the automatic se-
quencer ABI3130 (Applied Biosystems) and were analyzed by the
GeneMapper ID software, version 3.2. Injection time was adjusted ac-
cording to Promega Corporation support (from 5 to 10 s). Only peaks
above 50 RFU were interpreted and stochastic threshold was set to 150
RFU.

2.3. Reference samples

Using the FTA card (Whatman®), blood samples were collected from
all participants in order to generate references STR profiles that were
used to compare with the mixtures profiles obtained from the experi-
ments. DNA extraction was performed according manufacture’s

protocols, using the purification FTA reagent capable of washing away
PCR inhibitors. Amplification and analysis were performed by the same
methods used on the mixture samples, but 26 cycles were applied for
amplification.

2.4. Data analysis

Because allelic composition of each individual that comprises the
mixture was known, the total number of STR markers with allelic
correspondence between the observed and the expected profile was
counted and represented by percentage. The utility of these profiles was
evaluated according to the Operational Procedures Manual of National
DNA Index System (NDIS) [42], which established that at least 8 STR
markers present in the original CODIS Core Loci are necessary to con-
sider a STR profile useful to an investigation.

Statistical analysis was performed in three steps. First a Kruskal-
Wallis test was performed to check if the kits behaved differently for
different surfaces. A significance level of 0.05 was considered. The
second step was to test the kits against one another for each surface. For
that 7 Wilcoxon Rank Sum tests were performed with significance level
of 0.007 each (0.05 + 7). In the third step the kits were compared by a
Chi-Squared test to check if they are different in terms of producing
useful profiles for databases.

3. Results
3.1. Quantification of samples

Samples were quantified by Quantifiler Trio (Applied Biosystems)
and the quantity of large (> 200 bases) and small (> 80 and < 200
bases) targets were measured for each sample. The average of values
obtained from quantification was calculated for each substrate and each
extraction method, considering the number of samples that resulted in a
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Table 2
Samples with undetermined values for Small and Large targets and correlation
with positive and negative profiles, as well as with the extraction kit used.

Forensic Science International: Genetics 47 (2020) 102307

Table 4
Samples with positive quantification but negative results for STR profile.

Surface Number of samples with positive quantification, but without STR
Number of samples ~ Without STR profile With STR profile profile
with UDT for Small
and Large DNA IQ Casework
DNAIQ Casework DNAIQ Casework — : 2
Keyboard 1 0 0 0 1 Wood 1 0
Wood 5 2 0 2 1 Steel 3 0
Steel 6 4 0 1 1 Plastic 2 0
Plastic 5 2 0 2 1 Door handles (rain) 1 0
Door handles 4 2 1 1 0
(sun)
D""'(""_"g“‘ 4 2 o 2 0 averages of 22.7% and 16.1%, respectively.
rain,

UDT- Undetermined.

positive value of quantification (Table 1).

Samples with undetermined quantification values weren't included
in the average shown on Table 1 but are described with more details on
Table 2. The raw data obtained from quantification for each sample are
available on Supplementary Table 1.

3.2. Correlation between quantification and STR profiles results

From 104 samples collected, it was possible to generate 83 STR
profiles (79.8%), being 32 (61.5%) out of 52 from the DNA IQ samples
and 51 (98.1%) out of 52 from the Casework samples. The remaining 21
samples (20.2%) did not produce any profile (1 from computer key-
board, 14 from knife handles and 6 from exterior door handles of cars).
Only 1 of these 21 samples was extracted with Casework, whereas the
other 20 were extracted with DNA IQ (Table 3). All samples collected
from steering wheels generated STR profiles. Samples with positive
quantification but negative STR profile were observed (Table 4).

3.3. Analysis of STR profiles

Known reference profiles were used to determine the number of
expected alleles from each donator (see supplementary Table 2). The
number of expected alleles observed was higher for each donator in
samples extracted with Casework for all surfaces tested. Fig. 2 shows
the average percentage of expected alleles recovered from each donator
for the DNA IQ samples and Fig. 3 shows the same data for the Case-
work samples.

For the DNA IQ samples, on computer keyboards the average per-
centage of expected alleles recovered from first and second donators
were 29.1% and 18.4%, respectively. For the same analysis, wood knife
handles obtained 11.7% and 14.5%, plastic knife handles 9.6% and
10.9%, and steel knife handles 21.7% and 26.2%, respectively. Steering
wheels obtained 60.4% and 38.1% of the average percentage of ex-
pected alleles recovered from first and second donators, while exterior
door handles of cars during sunny days obtained 30.4% and 29.8%,
respectively. Door handles of cars during rainy days resulted in

Table 3
Results obtained from failed experiments.
Surface Type Total number of Number of failed experiments
experiments
DNA 1Q Casework
Keyboard 8 1 0
Steel 16 7 0
Plastic 16 4 0
Wood 16 s 0
Door handles (sun) 16 2 1
Door handles (rain) 16 3 0

For the Casework samples, on computer keyboards the average
percentage of expected alleles recovered from first and second donators
were 55.6% and 33.2%, respectively. For the same analysis, wood knife
handles obtained 22.5% and 23.9%, plastic knife handles 21% and
24,3%, and steel knife handles 22.4% and 17.9%, respectively. Steering
wheels obtained 88.7% and 59.9% of the average percentage of ex-
pected alleles recovered from first and second donators, while door
handles of cars during sunny days obtained 40.8% and 38.8%. Door
handles of cars during rainy days resulted in averages of 45.3% and
48.6%, respectively.

According to the Operational Procedures Manual of National DNA
Index System (NDIS) [42], a minimum of 8 STR original CODIS Core
Loci (original CODIS was composed of 13 STR) are required for a profile
to be submitted to NDIS. So, out of the 83 profiles obtained only those
with at least 8 STR markers from the second donator in the mixture
(presenting partial or full genotypes) were considered. Thirty-one of the
83 STR profiles (37.3%) would be useful for this purpose, being 24
(77.4%) from the Casework samples and 7 (22.6%) from the DNA 1Q
samples. Fig. 4 shows the results obtained from the Casework and DNA
1Q samples for each surface used.

Since 2017, 7 new markers have been included to the CODIS core,
for a total of 20 STR markers. So, we did another evaluation considering
at least 8 STR markers corresponding to the second donator in the
mixture for any of these 20 STR (partial or full genotypes). Now, 42 of
the 83 STR profiles (50.6%) would be useful, being 30 (71.4%) from the
Casework samples and 12 (28.6%) from the DNA 1Q samples. Fig. 5
shows the results obtained from the Casework and DNA IQ samples for
each substrate used.

Fig. 6 summarizes the results of the experiments performed with
each extraction methods. For each experiment, the number of profiles
generated and the ultimate number of useful profiles, considering the
minimum number of STR makers required for CODIS, are provided. The
number of STR markers with allelic correspondence to second donators
for each experiment can be found in Supplementary Table 3.

3.4. Statistical analysis

When considering the total number of STR markers obtained for the
secondary donator, the Kruskal-Wallis test demonstrates that surface
type significantly affects recovery when using either extraction method
(p = 0.005 for DNA IQ and p = 0.002 for Casework). Yet, a look at the
box plot in Fig. 7 shows that the surface affects the kits performance in
a similar way, suggesting that Casework performs slightly better in
general.

To understand how differently each kit performs with respect to the
total number of markers obtained for the secondary donator on each
surface, 7 Wilcoxon Rank Sum tests were made with significance level
of 0.007 each (0.05 + 7). The results show that Casework performs
better than DNA IQ on plastic (p = 0.004), steel handles knives (p =
0.007) and on the door handles in rainy days (p = 0.006). For the other
surfaces, the p values were not small enough to suggest differences.

Finally, a Chi-Squared test showed that Casework produced
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Fig. 2. Average percentage of expected alleles recovered from first and second donators for each substrate on the DNA IQ samples. Data from steel handle knife are
not averages, but single data point, because only 1/8 sample resulted in a STR profile.

significantly more useful profiles than DNA IQ (p-value = 0.001), based
on NDIS analysis.

4. Discussion
4.1. Efficiency of extraction methods

In this study we aimed to verify and compare the efficiency of the
DNA IQ System and the Casework Direct Kit for processing touch DNA
samples obtained from fingerprints deposited on different surfaces, si-
mulating real crime situations.

Our results showed that Casework is better to recover the DNA,
since only 1 sample performed with this method failed, while for 20
samples extracted with DNA IQ was not possible to obtain a STR profile,
as observed in Table 3. Apparently, Casework increases the chance of
generating DNA profiles, even if the surface does not contain the op-
timal properties for this type of analysis, as hard, polished and low
porosity, as the steel knife handle [32].

The higher efficiency demonstrated by Casework could be explained
by the difference established for the protocol of these two methods of
extraction. The DNA IQ System was developed to be used in many kinds
of forensic samples and this method is based on successive washes of a
paramagnetic resin to capture a consistent amount of DNA [36]. After
the magnetic particles capture the DNA, they can be washed multiple
times to purify the DNA, making it safe for the subsequent amplification
process [4]. Compared to the conventional organic extraction method,
the DNA 1IQ process offers similar reproducibility but with a higher
purity [36]. For touch DNA samples, DNA IQ yielded extracts with a
higher success rate for the subsequent DNA typing analysis, when
compared to Chelex®100 [37].

When comparing Casework with the Maxwell 16 System DNA IQ
Casework Pro Kit, an automated DNA IQ magnetic resin-based

100%
90%

extraction method, Hakim et al. [40] concluded that both are similar in
their capacity to extract DNA but the latter produces STR profiles with
better quality and more alleles called.

Interestingly, our results showed the opposite, samples extracted
with Casework resulted in better STR profiles when compared to sam-
ples extracted with DNA IQ. A comparison between Figs. 2 and 3 shows
how the Casework STR profiles were better to identify both contributors
in the mixture, since the number of alleles recovered with this kit was
much higher than those samples extracted with DNA IQ. For example,
with Casework extraction, samples collected from steering wheels
yielded an average of 88.7% and 59.9% of expected alleles from first
and second donators, respectively, while the DNA 1Q samples obtained
60.4% and 38.1%, respectively. Only the steel knife handle was an
exception for this analysis. In this case, DNA IQ presented 26.2% of the
expected alleles from second donators against an average of 17.9% from
the Casework samples. However, it is important to emphasize that the
value obtained for DNA IQ is representative of only a single sample,
while all samples extracted with Casework generated STR profiles. So,
the calculation of the averages may have been impaired.

Studies reported that in DNA IQ, from one wash to another, a por-
tion of the genetic material can be lost, because not all the DNA binds to
the resin [4,39]. Considering that Touch DNA samples already have low
DNA quantity in their composition [1], as it was observed by the
quantification results, any loss due to a wash could explain the inability
to obtain a useful STR profile or any STR profile at all. On the other
hand, Casework contains a buffer and a reducing agent capable of
producing a DNA lysate from casework samples in approximately 35
min, without any wash step. So, this method is based on the use of a
solution for membrane lysis and was developed to minimize the loss of
DNA [39]. This could explain why samples extracted with this method
showed more positive and better results when compared with DNA 1Q.
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Fig. 3. Average percentage of expected alleles recovered from first and second donators for each substrate on the Casework samples.
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Fig. 4. Percentage of profiles with at least 8 STR markers from 13 original CODIS loci corresponding to second donators for each substrate, considering both

extraction methods.

4.2. Features of the surfaces

Differences observed in the quality of profiles obtained from the
different objects used in our study could be explained by the fact that
features of the surface such as its composition, chemistry or porosity
level, can influence the transfer, persistence and recovery of the trace
deposited [33]. It is already known that porous surfaces retain more
cells than non-porous surfaces which have greater adhesion capacity
[2,7]. Results obtained from Kruskal-Wallis test analysis agree with
this, demonstrating that the surface type significantly affects recovery
when using either extraction method. Both kits perform differently
depending on the surface (p = 0.005 for DNA IQ and p = 0.002 for
Casework), but the Casework samples were better in general (Fig. 7).
For example, on computer keyboards no samples extracted with DNA
1Q were useful for National DNA Index System insertion (at least 8/13
STR CODIS analysis), while 50% of profiles obtained from the Casework
samples could be inserted in the system (Fig. 4). This new extraction kit
could be, therefore, a more efficient method to help solve a crime for
any of those surfaces tested, as suggested by Chi-Square test that
showed a significant difference between both kits to obtain a useful
profile (p = 0.001).

Surprisingly, even for exterior door handles of cars under the rain,
this method was a good alternative for extraction, since 62.5% of the
profiles would be useful for forensic purposes, despite the knowledge
that environmental factors, such as high exposure to light, high tem-
perature or moisture can degrade DNA and impair its analysis
[17,18,29,31]. Regardless of the presence of rain water in our samples,
collected together with the genetic material exposed for 5 min at that
weather, results were better than expected. However, Wilcoxon Rank
Sum tests showed that Casework was significantly better only on plastic

100%
90%

small size of the sampling for each category of surface.

As observed, steering wheels were the best surface to recover DNA
and generate genetic profiles. When these samples were extracted by
Casework, 100% of the profiles obtained had at least 8 STR markers
corresponding to second donators for both analyses, considering 8/13
or 8/20 markers, while samples extracted by DNA 1Q showed 37.5%
and 62.5% of their STR profiles useful, respectively (Figs. 4 and 5). This
data is in accordance with the Kirgiz and Calloway [43] study, which
concluded that steering wheel is a powerful tool to solve crimes, since
the surface retains biological traces even when it is manipulated during
a short period of time. As expected, based on the porosity, all knife
handles showed worse results for both extraction methods, but wood
had better results than steel and plastic given both analyses demon-
strated on Figs. 4 and 5. Compared to the other knife handles, wood
showed the higher percentage (62.5%) of profiles with at least 8/20
STR markers present in CODIS when extracted by Casework. This is
consistent with Fonnelpp et al. [32] findings, that related that transfer
of DNA seems to occur easier to wood than plastic or steel.

4.3. Quantification results

Compared with STR profiles obtained, quantification showed con-
tradictory results, since the average of values for Large marker was al-
ways higher for DNA 1Q, suggesting that samples performed with this
extraction method should have longer fragments of DNA than those
extracted with Casework, and therefore, should obtain better profiles
(Table 1). However, as we already discussed above, STR profiles
showed the opposite results, since profiles generated from the Casework
samples were better than those provided by the DNA IQ samples.

Probably samples extracted with Casework are not effectively
quantified by Quantifiler Trio, as suggested by Silva et al. [44], who
demonstrated that Casework contains more inhibitors for this reaction

80%

(p = 0.004), steel handles knives (p = 0.007) and on the exterior door
70%
60%

handles in rainy days (p = 0.006). This result could be explained by the
50%
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Fig. 5. Percentage of profiles with at least 8 STR markers from 20 current CODIS loci corresponding to second donators for each substrate, considering both

extraction methods.



D.d.O. Francisco, et al.

Forensic Science International: Genetics 47 (2020) 102307

Number of experiments for each Number of expenments that Profiles with at least 8/13 Profiles with at least 8/20 current
extraction method generated STR profile onginal STR CODIS STR CODIS
40NAIQ 3(75%) 0(0%) — 1(333%)
8 <
- aow 4(100%) 2(50%)  e— 3 (75%)
8ONAIQ 5(62.5%) 1(20%)  ee— 1(20%)
1 <
- scw 8(100%) 3(37.5%) — 5 (625%)
8ONAIQ 1(125%) 0(0%) — 0 (0%)
- 1 < sew 8(100%) 1(125%)  we— 1(12.5%)
8ONAIQ 4(50%) 0(0%) — () (0%)
- 16
< scw 8(100%) 1(125%)  — 1 (12.5%)
- 15 < BONAIQ s §(100%) —ommmmmmmmmm 3(37.5%)  ow— 5 (625%)
scw 8(100%) 8(100%)  e— 8 (100%)
< 8ONAKQ 6(75%) 2 (333%)  c— 4 (66.6%)
16
scw 7 (87.5%) 4(571%)  comm— 7 (100%)
Door 8DONAIQ 5 (62.5%) 1(20%) —_— 1(20%)
handle | 16
(rain) scw 8(100%) 5(62.5%) (5 (625%)

Fig. 6. Results obtained for second donators from each surface and extraction method used.

CW - Casework Direct Kit

when compared with another quantification kit, the PowerQuant®
System (Promega). One explanation could be the fact that this extrac-
tion method does not have a purification step, resulting in a large
amounts of inhibitory compounds that could be in excess of dna [44].
Besides, it is important to highlight that quantification process is
looking at ALU repeats. Considering that different types of DNA have
different degradation rates, the assumption that quantification of DNA
equates to success in generating a STR profile is not completely true
when working with very low quantities of DNA, such as touch DNA
samples.

It was observed that there were 12 samples (4 Casework and 8 DNA
1Q) without positive quantification data but with STR profile (Table 2),
and 8 samples with quantification data but without STR profile (all
extracted by DNA IQ) (Table 4), which was not expected. Because of
this, it was not possible to establish a pattern that relates the quantity of
DNA necessary to produce a STR profile. The same was observed in a
study by Samie et al. [45] that simulated stabbing with knives, and
traces with the same concentration showed different quality of profiles.
However, in that case, other kits were used for extraction, quantifica-
tion and amplification. Likewise, using Quantifiler®, Cupples et al. [46]
concluded that a minimum threshold value above which it is possible to
obtain a STR profiles doesn’t seem to exist. This could be explained by
stochastic effects that impair quantification of samples with a low
quantity of DNA, generating an inaccuracy of this step. So, results with
a very low amounts of template cannot be taken as an absolute mea-
surement [3].

onaia

wooden handie dnde  palypropylene handie ine Keyboud

Stect hane e

5. Conclusion

This study provides insights about the effect of different surfaces
and extraction methods on recovery and generation of STR profiles
using PowerPlex Fusion System to amplify touch DNA samples.
Limitations on the quantification step for these samples with a low
quantity of DNA were also highlighted.

Although the possibility of generating STR profiles from DNA de-
posited on computer keyboards, knife handles or steering wheels and
door handles of cars could be demonstrated, in many cases the profiles
generated would not be useful to identify the person of interest, espe-
cially those provided by non-porous surfaces, like steel handle knives,
because of the insufficient number of STR markers amplified. However,
despite the challenging nature of touch DNA samples, the collection of
DNA shouldn’t be disregarded in any criminal situation, because new
methods are being developed to help solve such problems. Besides,
Casework seems to be more promising for touch DNA analysis, showing
a higher number of alleles from both donators in the mixtures for al-
most all the surfaces, enhancing the chance of identifying an individual.

A correlation between DNA concentrations and the quality of DNA
profiles was not established, probably due an incompatibility of
Casework and Quantifiler Trio. More studies are necessary to compare
quantification kits using samples extracted with Casework to under-
stand better this contradictory result.

Even with no possibility of quantification, and considering those
profiles that could be useful for all analyzed surfaces, Casework showed
better efficiency for processing touch DNA samples, enhancing the

Canework

Door hande in surey days Steerng whee! Door handie = rainy davs

Fig. 7. Boxplot showing the results for both kits.
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chance of recovering deposited DNA, and improving STR profile quality
when compared with DNA IQ. Only 1 experiment extracted by
Casework failed, and most profiles that could be useful for NDIS were
obtained with this extraction method.
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