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Resumo

O processo de extracdo de DNA é uma etapa crucial para o exame de identificacdo genética. O presente estudo tem por objetivo
verificar a eficiéncia do protocolo de extracdo por meio da resina Chelex® 100 em amostras de referéncia de sangue com vistas a
obtencdo de DNA em quantidade e qualidade suficientes para a genotipagem, sem a necessidade de quantificacdo prévia. Foram
utilizadas amostras de sangue total de 6 (seis) voluntarios e, posteriormente, coletados suabes (por meio de imersao em tubo com
sangue) para proceder a metodologia de extracao por Chelex® 100. Em seguida, os produtos de extracdo foram quantificados,
efetuou-se o calculo da média e desvio padrdo dos valores encontrados e, logo apds, realizou-se a amplificacdo de todos os eluidos
com o volume médio obtido no célculo. Foi analisada a qualidade dos eletroferogramas das amostras amplificadas e calculada a taxa
de retrabalho para a amostragem do estudo (razdo do nimero de amostras com necessidade de reamplificacdo pelo nimero de
amostras totais). Os resultados encontrados demonstraram que a utilizacao de 1 uL do DNA extraido por Chelex® 100, sem diluicao,
foi suficiente para a obtencdo de perfis genéticos interpretaveis. Por fim, foi possivel demonstrar que a etapa experimental da valida-
¢ao da extracdo de DNA a partir de suabes com sangue de referéncia por Chelex® 100 encontra-se concluida no Servico de Pericias
em Genética Forense da Policia Federal, podendo, assim que completada as demais etapas documentais da validacao, ser realizada
com celeridade e eficiéncia, uma vez que o DNA obtido apresentou quantidade e qualidade suficientes para ser amplificado e geno-
tipado, de acordo com os requisitos do Laboratério.

Palavras-chave: Extracdo, DNA Forense, Sangue, Chelex, RMI, Validagéo.

Abstract

The DNA extraction process is a crucial step in the genetic identification test. The present study aims to verify the efficiency of the
extraction protocol using Chelex® 100 resin in blood reference samples in order to obtain DNA in sufficient quantity and quality for
genotyping, without the need for quantification procedures. Blood samples from 6 (six) volunteers were used and, subsequently,
swabs were collected (by immersion in the tube containing blood) to carry out the extraction procedure by Chelex® 100. Then, the
quantification of each extraction product, calculation of the average and standard deviation of the values were found and, there-
after, amplification of all eluates with the average volume obtained in the calculation was performed. The quality of the electro-
pherograms of amplified samples was analyzed and the rework rate for the study sample was calculated (number of samples to be
reamplified divided by the number of total samples). The results showed that the use of 1 uL of DNA extracted by Chelex method
was sufficient to obtain reference genetic profiles. Finally, we demonstrated that the DNA extraction in swabs with blood reference
samples by Chelex® 100 has the experimental stage of its validation concluded at the Laboratory of Forensic Genetics of the Brazilian
Federal Police and can, once validated, be performed with speed and efficiency, since the DNA obtained presented sufficient quanti-
ty and quality to be amplified and genotyped, in accordance with the Laboratory requirements.

Keywords: Extraction, Forensic DNA, Blood, Chelex, Validation.

Resumen

El proceso de extraccion de ADN es un paso crucial en la prueba de identificacién genética. Este estudio tiene como objetivo
verificar la eficiencia del protocolo de extraccion mediante resina Chelex® 100 en muestras de sangre de referencia para obtener
ADN en cantidad y calidad suficiente para el genotipado, sin necesidad de procedimientos de cuantificacion. Se utilizaron muestras
de sangre de 6 (seis) voluntarios y, posteriormente, se recolectaron hisopos (por inmersion en el tubo con sangre) para realizar el
procedimiento de extraccion mediante Chelex® 100. Luego, se realizé la cuantificacién de cada producto de extraccién, calculo del
promedio y desviacion estandar de los valores encontrados y, después, amplificacion de todos los eluatos con el volumen medio
obtenido en el célculo. Se analizé la calidad de los electroferogramas de las muestras amplificadas y se calculé la tasa de retrabajo
de la muestra del estudio (nimero de muestras que necesitaban reamplificacion dividido por el nimero de muestras totales). Los
resultados encontrados mostraron que el uso de 1 uL de ADN extraido por Chelex, sin dilucién, fue suficiente para obtener perfiles
genéticos de referencia. Finalmente, demostramos que la extraccién de ADN a partir de hisopos con sangre de referencia utilizando
Chelex® 100 ha alcanzado la etapa de validacion experimental culminada en el Servicio Pericial de Genética Forense de la Policia
Federal de Brasil, y puede, una vez validada, realizarse con rapidez y eficiencia, ya que el ADN obtenido fue en cantidad y calidad
suficiente para ser amplificado y genotipado, de acuerdo con los requerimientos del Laboratorio.

Palabras clave: Extraccion, ADN Forense, Sangre, Chelex, RMI, Validacién.
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l.Introducao

A Genética Forense tem apresentado importancia crescente nos
cenérios de investigacao criminal; identificacdo humana, determi-
nacao de espécies animais e de plantas para fins forenses; além de
aplicagdes com impacto social, envolvendo a identificacéo de pes-
soas desaparecidas. Nesse contexto, o processamento de amostras
bioldgicas visando a obtencao de perfil genético inclui, regra geral,
as etapas de amostragem, extracao, quantificacao, amplificacdo e
genotipagem. Dentre essas fases, a extracdo de DNA tem se mos-
trado etapa crucial para que se proceda aos passos seguintes do
exame de identificacdo genética (DIAS FILHO et al., 2020).

A extracao de DNA da amostra é uma etapa importante
do processamento do material bioldgico em andlise e tem
por objetivo disponibilizar DNA em quantidade e pureza ade-
quadas para as préximas etapas do processamento da amos-
tra (BUTLER, 2009). Diversas metodologias de extragdo estao
disponiveis para utilizacdo em laboratérios forenses, como
por exemplo aquelas baseadas em fenol-cloroférmio, silica
ou separacdo magnética, cuja escolha depende das caracte-
risticas da amostra a ser processada ou das rotinas laborato-
riais estabelecidas (SINGH; KUMARI: IYENGAR, 2018). Dentre as
metodologias de extracao disponiveis para uso em amostras
de referéncia, destaca-se o método que utiliza a resina Chelex
(WALSH; METZGER; HIGUCHI, 1991).

O Chelex é uma resina composta de copolimeros de esti-
reno-divinilbenzeno contendo grupos pareados de fons imi-
nodiacetato, que atuam como quelantes de fons polivalentes,
com alta seletividade por ions divalentes (BIO-RAD LABORATO-
RIES, 2017), sendo util ao se ligar a fons Mg2+, que sao cofato-
res de DNAses, resultando na inibicdo da degradacédo do DNA
de interesse (BUTLER, 2009); além disso, hé indicios de que a
resina possui a capacidade de evitar a degradacdo do DNA
quando uma amostra bioldgica é submetida a ebulicdo (LEE;
MCCORD; BUEL, 2014). O método que utiliza a resina Chelex
é uma metodologia de extracéo rapida de DNA, de baixo cus-
to, a qual nado requer multiplas transferéncias de tubos e ndo
utiliza solventes organicos téxicos, como o fenol-cloroférmio
(PHILLIPS; MCCALLUM; WELCH, 2012). Por outro lado, a resina
Chelex também pode atuar como um inibidor da reacao em
cadeia da polimerase (PCR), uma vez que possui afinidade pe-
los ions magnésio, necessarios para o funcionamento da Taq
polimerase (WILLARD; LEE; HOLLAND, 1998); dessa forma, é
importante que a resina seja separada do eluido previamente
a amplificacdo na reacao de PCR.

Atualmente, o Servico de Pericias em Genética Forense (SEP-
GEF) do Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal
realiza a extracdo de DNA de referéncia a partir de amostras co-
letadas por suabe oral utilizando resina Chelex® 100, cujo mé-
todo ja esta validado. No entanto, outros tipos de amostras de
referéncia podem ser objeto de andlise pelo SEPGEF. Segundo o
Manual de Procedimentos Operacionais da Rede Integrada de

Perfis Genéticos (RIBPG), existem diversas categorias de amos-
tras bioldgicas, relacionadas com crimes ou procedimentos in-
vestigatdrios, passiveis de serem inseridos no Banco Nacional de
Perfis Genéticos (BNPG) (RIBPG, 2022). Dentre essas categorias,
destaca-se a de Resto Mortal Identificado (RMI), a qual compre-
ende o perfil genético obtido de individuos falecidos e com
identidade conhecida. De acordo com a Resolugdo n° 11/2019
da RIBPG, tais perfis podem ser incluidos em bancos de dados de
perfis genéticos mediante determinacéo judicial ou solicitacao
da autoridade policial. Nos casos de solicitacdo da autoridade
policial, a inclusao ocorrera nas seguintes hipdteses: (i) quando
houver acdo penal proposta contra o falecido; (ii) quando o fale-
cido estiver sendo investigado em inquérito policial, previamen-
te instaurado, para apurar a autoria de crimes praticados me-
diante violéncia ou grave ameaca; ou (iii) quando o ébito ocorrer
em decorréncia de confronto armado. Além disso, a inclusao do
perfil em banco de dados de perfil genético independera de so-
licitacao de autoridade policial, membro do Ministério Publico
ou autoridade judicidria, caso o individuo possua condenacao
por crime doloso praticado mediante violéncia grave contra a
pessoa; crime contra a vida; crime contra a liberdade sexual; ou
crime sexual contra vulneravel (RIBPG, 2019). Nos casos de RMls,
a coleta de material bioldgico para obtencdo do perfil genético
pode-se dar por meio da coleta de sangue da cavidade cardiaca
utilizando suabe estéril ou cartao FTA.

Ademais, o SEPGEF possui laboratério acreditado pela nor-
ma ISO/IEC 17025:2005 para a realizacao de exames de iden-
tificacdo e vinculo genético. Nesse sentido, a validacao de
novas metodologias a serem utilizadas na rotina do SEPGEF
¢ uma exigéncia da referida norma, cabendo ao laboratorio
demonstrar que novos métodos e procedimentos produzem
resultados vélidos e comparaveis, antes de serem adotados
em sua rotina.

Segundo Butler, validagdo é a demonstracao de que a me-
todologia utilizada é robusta, reprodutivel e confidvel (BUTLER,
2009). O SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods - Grupo de Trabalho Cientifico sobre Métodos de Ana-
lise de DNA), em seu Guia de Validacdo para Métodos de Ana-
lise em DNA (Validation Guideline for DNA Analysis Methods),
define validagcdo como "o processo pelo qual um procedimen-
to é avaliado para se determinar eficécia e confiabilidade dos
seus resultados para analises de casuistica ou banco de dados”
(SWGDAM, 2016). A validacdo de métodos, portanto, é um im-
portante instrumento para garantir a confiabilidade e a valida-
de dos resultados emitidos pelo laboratorio forense (GONZA-
LEZ; BENETTI, 2022).

Dessa forma, o presente trabalho buscou realizar a validacao
interna da extracdo de DNA utilizando a resina Chelex® 100 a
partir de amostras de referéncia de sangue coletadas por suabe,
visando atestar os resultados dessa metodologia nas condicdes
ambientais do SEPGEF.
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2. Metodologia

2.1. Amostras

Amostras de cerca de 4 mL de sangue total foram coletadas,
em veia periférica, de seis doadores voluntarios, sendo trés ho-
mens e trés mulheres, Peritos Criminais Federais externos ao SEP-
GEF. As amostras foram transferidas para tubos contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A partir dos seis tubos de
EDTA contendo sangue coletado dos doadores, foram embebi-
dos o algodéo de 54 suabes estéreis (Olen®, K41-02018, Jiangsu
Rongye Technology, China), sendo nove suabes de cada doador,
deixando secar a temperatura ambiente por sete dias. Trés peritos
foram responsaveis pela etapa de extracdo de DNA por Chelex®
100, em dias distintos, que foi realizada em trés suabes de cada
um dos seis doadores.

Ressalta-se que os voluntarios ndo receberam transfusdo de
sangue nas duas ultimas semanas ou transfusao medular no ul-
timo semestre anteriores a coleta, que ndo estavam em uso de
medicamentos imunossupressores e que se encontravam em
bom estado de saude, ndo possuindo doenca imunossupres-
sora. Adicionalmente, os doadores foram informados, por meio
de assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), que as regides do DNA utilizadas nos exames nao reve-
lavam caracteristicas fisicas ou comportamentais de individuos,
exceto determinacdo de género (feminino ou masculino), e que
os perfis genéticos obtidos das amostras coletadas nessa pes-
quisa nao seriam incluidos em Bancos de Perfis Genéticos, se-
guindo os preceitos éticos e legais para pesquisas envolvendo
seres humanos.

2.2, Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pes-
quisa da Fundagao de Pesquisa em Ciéncias da Saude — FEPECS/
SES/DF — (CAAE 61749922.8.0000.5553) e, apds sua aprovacao, fo-
ram realizadas as analises no Laboratério de Genética Forense da
Policia Federal.

2.3. Extracao manual de DNA por Chelex

Foi utilizado o protocolo de extracdo manual de DNA por
Chelex® 100 descrito anteriormente por Walsh e colaboradores,
com modificacdes (WALSH; METZGER; HIGUCHI, 1991). O pro-
cedimento consistiu em imergir o suabe de interesse em 1 mL
de dgua MilliQ e realizar movimentos rotacionais por aproxima-
damente 1 minuto. Em seguida, os tubos contendo as amostras
foram centrifugados a 4838 forca centrifuga relativa (RCF) por 2
minutos em uma minicentrifuga de bancada (L1202 Spin, Loccus,
Brasil). O sobrenadante foi cuidadosamente removido, deixando
cerca de 25 L e o pellet ressuspendido nesse liquido. Em cada
amostra, foram adicionados 200 pL de Chelex® 100 a 5% (Chelex
100 Resin, 100-200 mesh, Na-form, BIO-RAD Laboratories, Rich-
mond, CA, USA), atentando-se para manter a resina homogénea
previamente a pipetagem, e 2 L de proteinase K a 20 mg/mL

(Ludwig Biotec Ltda). Apds isso, as amostras foram homogeneiza-
das e incubadas a 56°C por 30 minutos em termobloco (IT-2002,
Bioplus Ltda). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas
por 10 segundos em vortex IKA® MS3 (IKA Works, Inc., Wilming-
ton, NC), centrifugadas a 4838 RFC por 10 segundos e incubadas
em banho de dgua fervente por 8 minutos. Por fim, as amostras
extraidas foram novamente homogeneizadas em vortex por 10
segundos, centrifugadas a 4838 RFC por 2 minutos e armazena-
das em freezer a -20°C.

2.4. Quantificacao

Os produtos de extracéo foram quantificados no equipamento
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems®), utilizando-se o kit Investigator® Quantiplex® Pro (Qiagen®),
de acordo com protocolo validado no SEPGEF. O volume total da
reacao foi de 20 L, incluindo 2 ulL de extrato do DNA molde.

Apds a etapa de quantificacao, foi calculada a média das con-
centracbes obtidas para as amostras. A partir da concentragao
média encontrada, foi calculado o volume médio, de forma a se
obter quantidade préxima a 1 ng de DNA, visando a realizacdo da
etapa seguinte de amplificacdo. Foi retirado um volume pré-defi-
nido (volume médio calculado) de cada uma das amostras para a
realizacao da etapa subsequente.

2.5. Amplificacao

As amostras, apds quantificacéo e determinacdo do volume
médio a ser utilizado na reacédo, foram submetidas a amplifica-
cao utilizando o sistema comercial PowerPlex® Fusion 6C System
(Promega®) realizada em termociclador Veriti® 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems®), conforme protocolo descrito pelo
fabricante. Dessa forma, o volume total da reacdo foi de 25 pL,
incluindo 1 plL de extrato do DNA molde.

2.6. Genotipagem

Para a realizacdo da genotipagem das amostras, foi realizada
eletroforese capilar de fluorescéncia multicolorida de perfis de
microssatélites amplificados (ou Short Tandem Repeats — STR)
em Analisador Genético Applied Biosystems 3500 Series Gene-
tic Analyzer (Applied Biosystems®), segundo as instrugdes do
abricante. O volume total utilizado por amostra foi de 11 pL,
Lendo 9,5 uL de formamida Hi-Di, 0,5 uL de padrao interno de
peso molecular (WEN Internal Lane Standard 500) e 1 pL de
extrato do DNA molde. Os dados foram coletados por meio do
software Data Collection® v3.1 (Applied Biosystems®) e, poste-
riormente, analisados com o programa GeneMapper® ID-X v1.6
(Applied Biosystems®).

2.7. Analise estatistica

O célculo das médias e desvios-padrao foram feitos por
meio do Microsoft Office Excel 365. A comparacédo estatistica
entre as médias das amostras foi realizada utilizando anélise de
variancia (ANOVA).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Quantificacao das amostras extraidas com Chelex

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos na quantificacéo
dos suabes (em triplicata) extraidos com Chelex dos seis doado-
res, totalizando 54 suabes analisados.

Com o objetivo de analisar a repetibilidade da metodologia,
cada perito procedeu a extracdo de DNA de trés suabes de cada
doador. Para a avaliacdo de reprodutibilidade, trés peritos realiza-
ram os procedimentos de extracdo, em dias diferentes, totalizan-
do 9 suabes analisados de cada doador. A analise das médias das
concentracdes obtidas a partir da extracdo das amostras de cada
um dos seis doadores demonstrou que a metodologia de extra-
cao por Chelex exibiu repetibilidade e reprodutibilidade adequa-
das, visto que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre cada um dos doadores masculinos (doadores 1, 2 e 3), nem
entre cada um dos doadores femininos (doadores 4, 5 e 6).
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Figura 01: Quantificacdo do DNA (ng/ul) extraido dos suabes

com sangue de seis doadores. Trés peritos (A, B e C) realizaram

a extragdao, em triplicata, de suabes coletados dos doadores. Cada
barra representa a média (ng/uL) + desvio padrdo das trés extracdes
realizadas por perito, para as amostras provenientes de cada um dos
6 doadores. * p < 0,05 versus média dos doadores 1,2 e 3.

Apesar de ndo ser o objetivo do trabalho, a partir dos resultados
obtidos foi possivel observar (Figura 1), utilizando o teste ANOVA
com fator Unico, que houve diferenca estatistica entre as médias
das concentra¢des dos doadores homens (doadores 1,2 e 3; média
0,8746 ng/uL; desvio-padrao 0,3587; variancia 0,1286) e as médias
das concentracdes das doadoras mulheres (doadores 4, 5 e 6; mé-
dia 1,7450 ng/uL; desvio-padrao 1,3561; variancia 1,8390), corrobo-
rando com evidéncias encontradas em trabalhos anteriores (BAIN,
1996, ROSENFELD et al, 2019). Nao obstante, ressalta-se que fatores
relacionados a etapa de amostragem do sangue com o suabe ou
variagdes na quantidade de algodao dos suabes podem ocorrer,

gerando diferencas nas quantidades de DNA extraido entre os doa-
dores. Dessa forma, exames mais detalhados, assim como a utiliza-
¢do de um universo amostral mais amplo, seriam necessarios para
confirmar a diferenca na quantidade de DNA recuperada entre as
amostras masculinas e femininas.

A partir da média das concentragdes obtidas na quantificacédo
de DNA em todos os suabes avaliados, chegou-se a concentracao
de 1,3098 ng/uL. Considerando-se que a quantidade 6tima para a
amplificacdo utilizando o kit PowerPlex® Fusion 6C é de 1 ng, seria
necessario utilizar aproximadamente 0,76 pL dos extratos na etapa
de amplificacdo. No entanto, buscando maior adequacao a rotina
do laboratério, foram examinados volumes inteiros dos extratos.

3.2. Perfis genéticos obtidos das amostras extraidas com Chelex

Para avaliar se a utilizacdo de um volume fixo e inteiro dos ex-
tratos obtidos dos suabes com sangue gerariam perfis genéticos
com qualidade para anélise, baixa taxa de retrabalho e melhor
operacionalizacéo desse procedimento no SEPGEF, foram realiza-
das amplificagdes utilizando 1 L dos extratos obtidos e 1 L dos
extratos com diluicdo 1:2.

As amostras foram codificadas de acordo com a auséncia ou
presenca de diluicdo, sendo “1”para as amostras ndo diluidas e "0.5"
para as amostras diluidas 1:2; além disso, D" corresponde ao doador
(total de 6 doadores);"S” corresponde ao suabe analisado (cada pe-
rito analisou 3 suabes de cada doador) e “A, B ou C"indica o perito
responsavel pela extracdo da amostra (total de 3 peritos). Adicional-
mente, em verde estdo indicados os marcadores aprovados pelo
software GeneMapper; em amarelo tem-se os marcadores com pi-
cos em desbalanco (D) ou picos com sinais de fluorescéncia acima
de 8000 RFUs — picos estourados (E); e em vermelho, os marcadores
com a presenca de alelos Out of Ladder (OL)', stutter (ST)? ou ou-
tros artefatos (A). Ademais, "CPOS" representa os controles positivos
utilizados na reacédo de amplificacdo. As Tabelas 1 e 2 apresentam
os resultados obtidos na genotipagem dos extratos obtidos sem
diluicao (Tabela 1) e com diluicao 1:2 (Tabela 2). Ressalta-se que 0s
controles negativos da extracdo ndo apresentaram alelos em ne-
nhum marcador molecular (dados ndo mostrados).

Em todos os 54 suabes de referéncia analisados, presentes nas
amostras com ou sem diluicao, foi possivel a obtencdo de perfis
genéticos individuais e completos. Por conseguinte, a taxa de re-
trabalho foi de 0%, tanto para as amostras ndo diluidas quanto
para as amostras diluidas (Tabela 3).

Conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2, foi possivel a deter-
minagao de todos os alelos das 23 regides autossomicas alvo do
kit de amplificacéo utilizado, independentemente da quantidade
de DNA utilizada (1 pL do extrato sem ou com diluicdo). No entan-
to, houve diferenca na quantidade de marcadores apresentando
desbalanco ou picos estourados (em amarelo); bem como pre-
senca de OLs, stutters ou outros artefatos (em vermelho), quando

! Pico do eletroferograma gerado por artefato da reacdo de amplificagdo caracterizado por apresentar posicionamento fora da escada alélica.

2 Pico do eletroferograma gerado por artefato da reagao de amplificagéo caracterizado, geralmente, pela delecao de uma unidade de repeticao do alelo em questdo.
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Tabela 01: Genotipagem das amostras a partir de 1 L dos extratos obtidos (sem diluicdo) na extracdo realizada nos suabes com sangue pelo

médias

v
SHPE IR 6o | ] M
HEF IR BB al9|8 =4 alturas | oo (RFUS)
8 588 &8 2 a3 a8 8 8 (RFUs)
1 D1S1A [D | 3406 | 992
1 D152 A 2175 | 736
1 D153_A E|D] 5549 | 1533
1.D151_B = | _ 7558 | 2044
1 D152 B 2158 | 644 | 3669
1.D1.53 B 3270 | 910
1D1.51_C 3680 | 971
1 D152 C | D] 3155 | 995
1_D1.53_C 1977 | 508
1. D251 A | ] _ 3734 | 1353
1.D252_A | E | 8169 | 2852
1.D2.53 A | | £ | 5434 | 1752
1p2siB| | | 5614 | 2078
1.D2.52 B 8077 | 3028 | 6580
1 D253 B 7070 | 2678
1p2s1c|e|E|E| 12120 | 4574
1.D2.52 C | 4467 | 1620
1 D2.53 C 4539 | 1535
1D3SLA| | | | 2001 | 546
1 D352 A 4106 | 886
1D353A|E| 4687 | 1137
103518 | E | 5414 | 1342
1D3.52 B 1606 | 643 | 3817
1D3.53 B 3149 | 855
10351 C |E| 3988 | 1007
1 D3.52 C 2472 | 585
1. D353 C | E | B 6931 | 1440
1_D4.S1_A | E | [ E ] 6253 | 1988
1 D452 A 3812 | 1236
1 D453 A 982 | 297
1 D4.51 B | E | | E | 6244 | 2638
1.D4.52_B | E | | E | 6867 | 1944 | 8315
1_D4.53_B E | 4777 | 1611
[ E | [ E | 7434 | 2312
27097 | 4810
_________ 11365 | 3674
3571 | 1184
5450 | 1992
2556 | 886
11743 | 4238
9419 | 3583 | 8360
7259 | 2479
11453 | 4353
8924 | 3308
14863 | 4988
1 D651 A 5608 | 1755
1.D652A 3729 | 1034
1.D6.S3_A T | | 2677 | 876
12809 | 3597
6925 | 2143 | 7823
16990 | 5249
6001 | 1568
9244 | 2868
6426 | 1650
4186 | 1305
2860 | 1009
2378 | s | Y
1886 | 654

Aprovado
| D |Desbalango

E Estourado

Stutter
Out of Ladder

Artefato (outros)

Auséncia ja esperada de alelo (perfis femininos)

método Chelex.
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=]
=
o
o

0.5 D151 A
0.5_D1.52_A
0.5 D1.53 A
0.5_D1.51 B
0.5 D1.52 B
0.5 D1.53 B
0.5 D1.51 C|
0.5 D1.52 C
0.5 D1.53 C

: _C
0.5 D3.51 A
0.5 D3.52 A
0.5 D3.53 A
0.5 _D3.51 B
0.5 D3.52 B
0.5 D353 B
0.5 D3.51 C
0.5 D3.52 C
0.5 D3.53 C
0.5 D451 A| |
0.5 Dasz Al D |
0.5 D4.53 A
0.5 D451 B
0.5 D452 B
0.5 D453 B
0.5 D4.51 C
0.5 D4.52 C

Bl €|

D135317

D151656
D1051248

) o3 S| | 3 m:dlas DP das .
I b SRS =1 3 alturas Myl
g 5 5 a § E alturas (RFUS) (RFUs)
o o ololo o (RFUSs)
IEl 1686 | 489
1326 | 342
3238 | 949
2947 | 714
2158 | 588 | 1874
1491 | 422
1597 | 482
1685 | 477
734 | 263
1517 | 554
3376 | 1326
2378 | 863
2291 | 921
2835 | 1051 | 2735
3014 | 1077
5004 | 2263
1814 | 713
2382 | 857
1374 | al6
2107 | 523
2633 | 691
2103 | 541
993 | 328 | 1867
1262 | a1s
2293 | 516
1321 | 352
2720 | 618
2520 | 730
1659 | 479
656 | 242
3218 | 997
2678 | 776 | 4238
| D | 1939 | 557
4214 | 1260
EEE B BHEREEE B 3B 16883 | 4417
4376 | 1149
[ D | | D | 1684 | 589
2465 | 809
1081 | 380
4306 | 1412
6326 | 2169 | 3613
3551 | 1313
4543 | 1593
3191 | 1171
5372 | 1773
| D] = 2674 | 772
1808 | 506
| D | D | 1091 | 354
| €| | E | 6370 | 1799
| 2617 | 739 | 3614
[pjoJe[p[p[ Jo] |0] |of@liole[o[o[o[o[@8 o] 10242 | 3011
2340 | 714
3022 | 829
| D] 2361 | 778
| E| 4186 | 1305
2860 | 1009
[ D] o E 2378 | 821 | 22
| D] [ D | D | 1886 | 654

| |Aprovado

| D |Desbalango

| E |Estourado
Stutter

Out of Ladder
Artefato (outros)

Auséncia jd esperada de alelo (perfis femininos)

Tabela 02: Genotipagem das amostras a partir de 1 uL dos extratos obtidos (com diluicdo 1:2) na extracdo realizada nos suabes com sangue pelo

método Chelex
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comparadas as amplificacdes das amostras diluidas e sem dilui-
¢ao. As amostras com diluicao 1:2 apresentaram 22 artefatos (OL,
ST e A), contra 91 apresentados pelas amostras ndo diluidas, ou
seja, as amostras diluidas apresentaram 76% menos artefatos que

Extratos Extratos
sem com
diluicao diluicao 1:2

as amostras ndo diluidas. Além disso, as amostras com diluicao e s sl 0% 0%

apresentaram uma média das alturas dos picos de 2990 RFUs

(Reference Fluorescence Unit - Unidade de Fluorescéncia de Refe- | Artefatos 91 22

réncia), contra 6427 RFUs das amostras sem diluicdo, conforme

Tabela 3; enquanto os controles positivos apresentaram uma mé- 2990

Média das alturas dos picos 6427 RFUs

dia das alturas dos picos de 2827 RFUs. Em média, a diluicdo 1:2 RFUs
do extrato obtido parece ter disponibilizado uma quantidade de
DNA mais adequada para as reacdes de amplificacdo, de acordo
com as especificagoes técnicas do kit utilizado. Tabela 03: Taxa de retrabalho, quantidade de artefatos e média das
As Figuras 2 e 3 ilustram, de forma representativa, parte do eletro- alturas dos picos encontrados na genotipagem dos extratos sem
ferograma de perfis avaliados nas amostras amplificadas sem dilui- diluicgo e com diluicdo 1:2.
¢ao e com diluicao 1:2, respectivamente, demonstrando a altura dos
[AfEL pss1sss | Distese || posa4r | ptosi2as [ pissstz || Penta £ |
80 160 240 _ 320 400 480
12000
8000
4000+
ol A bl ORI COVLLRI Dl 1) 1 A
X 16 16 10 13 12 Ok 13
5332 8395 6870( |7763 15408 14614 169] |6861
T [ 1h T i
: 4 17 173|113 11
7330 7080 15735| |8157 7810

Figura 02: Parte do eletroferograma de um dos perfis avaliados (1_.D2.52_A) a partir de 1 uL do extrato obtido (sem diluicdo) na extracdo realizada
em suabe com sangue pelo método Chelex.

[AMEL D3s1358 | Disiese || D2sas1 | piosizas_|[ pi13s3iz__ | | Penta E
80 . 160 _ 240 . 320 . 400 . 480
5100
2400
1700 l
ol UL ISHP TN B LT Ad W A
X 16 16 10 3 12 11
225;2 332:5 248]8 354|2 6485 6519 248{?
. 17 173 | (1183 13
2930 2849 3085] |2981 2589

Figura 03: Parte do eletroferograma de um dos perfis avaliados (0.5_D2.52_A) a partir de 1 uL do extrato obtido (com diluicdo 1:2) na extracdo
realizada em suabe com sangue pelo método Chelex.
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picos, balanceamento entre os alelos nos marcadores moleculares
analisados, além da presenca ou néo de artefatos. A Figura 2 eviden-
cia os marcadores D1051248 e D135317 com picos exibindo sinais de
fluorescéncia elevados, além do marcador Penta E apresentando um
artefato (OL). J4 a Figura 3 mostra os respectivos marcadores com pi-
cos de altura adequada, balanceados e sem a presenca de artefatos.
Apesar dessas diferencas, a identificacdo dos perfis genéticos obtidos
nao foi prejudicada em nenhum dos casos.

Ressalta-se que pode haver problemas com o armazenamento
por longo prazo de amostras extraidas com Chelex, tendo em vis-
ta a possibilidade de os extratos conterem impurezas (SINGH; KU-
MARI: IYENGAR, 2018). No entanto, estudos de nosso Laboratério
mostraram que o armazenamento a -20°C das amostras de DNA
de referéncia em suabe oral extraidas com Chelex, ndo impediu
que a grande maioria delas (aproximadamente 95%) fosse nova-
mente amplificada e genotipada, mesmo apods 10 anos de arma-
zenamento, independentemente das eventuais alteracbes que
possam ter ocorrido em suas caracteristicas originais (dados nao
mostrados). De fato, a metodologia de armazenamento emprega-
da pelo SEPGEF é considerada eficaz para manter a viabilidade do
DNA em muitas situacdes (BAUST, 2008; HARA et al.,, 2015). Entre
outras vantagens, baixas temperaturas impedem a proliferacéo
de microrganismos e diminuem a velocidade de reagdes quimi-
cas que podem levar a degradacéo do DNA, auxiliando na sua
preservacao (OOSTING et al,, 2020). Quando se deseja armazenar
amostras de DNA por periodos muito longos de tempo — séculos,
por exemplo — abordagens alternativas como a criopreservagao
a uma temperatura de -196°C ou armazenagem em uma matriz
solida seca parecem ser mais adequadas (BAUST, 2008). Entretan-
to, tendo em vista a necessidade da manutencao de contrapro-
vas em laboratdérios forenses, estudos de estabilidade em longo
prazo das amostras de referéncia em suabe de sangue extraidas
por Chelex no SEPGEF serdo necessarias, haja vista que o grupo
heme da hemoglobina pode apresentar atividade inibitéria da
PCR (SIDSTEDT et al.,, 2018), aliado as limitacbes apresentadas por
essa metodologia na remocao de inibidores da PCR presentes na
amostra (WILLARD; LEE; HOLLAND, 1998).

Ao final, os resultados foram registrados em relatério de estudo do
SEPGEF, de acordo com normativos internos deste Servico de Pericias,
para a adequacao da nova metodologia a ser utilizada no laboratério.

Conclusoes

O presente estudo demonstrou que a extracdo de DNA de
amostras de referéncia de sangue humano por meio da resina
Chelex® 100 foi capaz de extrair DNA autossémico humano de
modo a obter perfis genéticos elegiveis para insercdo em banco
de dados, sem a necessidade de quantificacdo do DNA na amos-
tra. Isso traz grandes implicagdes em termos de custo, uma vez
que se trata de uma metodologia barata, além de otimizar o tem-
po de obtencao de perfis genéticos, ja que elimina a necessidade
da etapa de quantificacao.

A média das concentracdes de DNA de todos os suabes ava-
liados foi de 1,3098 ng/uL, o que implicaria o uso de 0,76 ulL dos
extratos na amplificacdo pelo kit PowerPlex® Fusion 6C. Por esse
motivo, foram realizadas amplificacées utilizando 1 uL dos extra-
tos obtidos ou 1 pL dos extratos com diluicéo 1:2, tendo sido en-
contrados resultados satisfatérios em ambas as anélises. Uma vez
que ja hd um protocolo validado pelo SEPGEF para a extracéo de
DNA de suabes orais de referéncia por Chelex e buscando excluir
a etapa de diluicao, sugere-se a utilizacdo de 1 puL do DNA (sem
diluicdo) extraido dos suabes com sangue para ser utilizado na
etapa seguinte de amplificacéo.

Os resultados dos estudos realizados neste trabalho permitem
concluir que extracdo de DNA de amostras de referéncia de san-
gue humano por meio da resina Chelex® 100 é adequada para
uso forense e encontra-se com a etapa experimental da validacao
concluida no SEPGEF.
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