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RESUMO

A genética forense tem avancgado e progredido amplamente nos Ultimos anos,
se tornando de grande interesse em diversos paises e um ramo essencial nas
resolucdes de casos criminais das ciéncias forenses. Nas diversas situacdes
gue se necessita da identificacdo humana: casos de pessoas desaparecidas,
desastres em massa, nas investigacoes de DNA antigo e em crimes recentes,
as amostras de tecido 6sseo sdo frequentemente o Unico material biolégico
possivel para tipagem do DNA. Esta tipagem é realizada através de marcadores
genéticos de repeticdes curtas em tandem, os STRs (Short Tandem Repeats),
gue aliados a técnica de PCR sdo comumente utilizados em casos de
identificacdo forense. O método de extracdo do DNA de ossada é uma etapa
essencial para obtencdo de material em quantidade e qualidade adequada.
Atualmente, na maioria dos protocolos utilizados se torna uma variavel pouco
controlada e desafiadora. Visto isso, 0 objetivo desse trabalho € determinar um
método de extracdo de DNA de alta qualidade a partir de tecido 6sseo, para o
desenvolvimento de um protocolo operacional padrdao (POP), para aplicacdo no
Laboratério de Biologia Forense do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Através da realizagdo e comparacao
de trés diferentes protocolos ja descritos na literatura: o protocolo de extracéao
avancada; de extracdo organica; e de desmineralizacdo completa. E pertinente
a escolha de um protocolo baseado na amostra disponivel, no estado de sua
degradacao e no método de genotipagem que sera aplicado. Visando melhorias
e aprimoramentos das técnicas de extracdo de DNA para maior eficiéncia da
resolucao de casos que envolvam a identificacdo humana a partir de material
0sseo e agregando ao trabalho da comunidade cientifica forense, em especial
da area da genética forense. A partir da analise dos resultados obtidos, foi
possivel definir que o protocolo de extracdo avancada apresentou maior
rendimento, qualidade, amplificacdo e eficiéncia, com um menor desperdicio de
material genético. Sendo assim, foi estabelecido como o método de preparo da
molécula de DNA ideal para realizacdo das analises genéticas de tecidos
0Sseos.

Palavras-chave: Extracdo de DNA; Tecido Osseo; Identificacdo Forense; STR;
PCR
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LISTA DE SIGLAS

DNA - do inglés deoxyribonucleic acid

EDTA - 4cido etilenodiaminico tetra-acético

IPC — do inglés Internal PCR Control

LCN — do inglés Low Copy Number

LOD - do inglés Limit of Detection

PCR - doinglés Polymerase Chain Reaction

PHR - do inglés Peak Height Ratio

PEA — Protocolo de Extracdo Avancada

PEO - Protocolo de Extracdo Organica

PDC - Protocolo de Desmineralizacdo Completa

PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction

gPCR — do inlgés quantitative Polymerase Chain Reaction
RFLP - do inglés Restriction Fragmente Length Polymorphism

RFU - do inglés Relative Fluorescence Unit
SDS - do inglés Sodium Dodecyl! Sulfate

STR - do inglés Short Tandem Repeats

VNTR - do inglés Variable Number of Tandem Repeats



1. INTRODUCAO
1.1 Ciéncias e Genética Forense

Nos mais diversos paises ao redor do mundo o propésito principal das
investigacdes das autoridades policiais € definir a identidade daqueles individuos
responsaveis por cometer crimes, sendo esse objetivo cada vez mais alcancado
com a ajuda e avancgo da ciéncia. Durante o processo de investigagéo, a ciéncia
forense ajuda a reconstruir o decorrer dos fatos envolvidos no crime cometido,
através de vestigios e indicios encontrados nos locais de crimes. Essas
evidéncias, podem ser comparadas com material colhido de suspeitos e resultar
em um laudo que sera apresentado e julgado no tribunal (KOWALCZYK et al,
2018).

Ha muitos anos, a area da ciéncia forense vem buscando e fazendo uso de
novas tecnologias e métodos, 0 que a torna cada vez mais interdisciplinar, com
o uso de novas ferramentas, como a biotipologia, datiloscopia, botanica,
veterinaria, computacdo e genética (KOWALCZYK et al, 2018). Visto isto, um
ponto em destaque € que essa ciéncia vem se renovando, sobretudo, a partir da
utilizacdo de exames para identificacdo humana através do DNA. Como por
exemplo: situacBes de identificacdo e vinculacdo de suspeitos com locais de
crimes; inocentar pessoas vitimas de falsas acusacdes; identificar paternidade
civil ou ndo, como em casos com vitimas de estupros; identificar pessoas
desaparecidas ou vitimas de desastres em massa, a partir de restos mortais para
comparacao com familiares que buscam parentes desaparecidos (SOPRAN et
al, 2019). Desse modo, os resultados das novas tecnologias dos exames
genéticos vém sendo cada vez mais empregados pelo sistema judiciario criminal.
Este realiza analogias e ligacOes diretas entre amostras encontradas em locais
de crimes com suspeitos envolvidos, favorecendo o esclarecimento e conclusao

de diversos delitos.

Um dos ramos mais recente que surgiu no ambito da ciéncia forense é a
genética forense, que fornece maior confiabilidade nos resultados quando
comparados aos métodos utilizados anteriormente, como 0 grupo sanguineo
(ABO). Esta analise acaba ndo sendo muito informativa e serve mais como um
critério de exclusdo do que de inclusdo de um individuo suspeito de relacdo com

um crime (ABIDULLAH, 2023). Além disso, outras analises comumente
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utilizadas séo as caracteristicas morfolégicas e/ou impressdes digitais, porém
podem sofrer com interferéncias naturais e climaticas que aceleram sua

decomposicédo nos locais de crimes (ABIDULLAH, 2023).

Existem fatores que favorecem e justificam o aumento do uso da genética
no ambito forense. Um deles é devido ao fato de que uma Unica célula oriunda
de um individuo contém a informacéo genética completa sobre ele (BUTLER,
2005). Ja outro fato, é a teoria da troca, formulada em 1923 pelo cientista forense
Edmond Locard, que funciona como um pilar da criminalistica (LOCARD, 1923).
Este principio considera que o contato entre dois itens sempre ocasionara em
uma troca de informacdes entre eles, e, desse modo, no ambito criminal, essa
teoria defende que a pessoa que intervém em um local de crime leva algo para
esse ambiente. Portanto, ele conclui que cada contato deixa seu rastro
(LOCARD, 1923; KOWALCZYK et al, 2018).

As andlises e o0s resultados gerados através da utilizacdo de exames
genéticos ndo resolvem todos 0s casos policiais e ndo sdo a primeira op¢ao
dentre todos os tipos de identificacdo de individuos (FILHO et al, 2020). Apesar
desse fato, existe uma grande relevancia no seu uso em casos especificos, de forma
a agregar e auxiliar cada vez mais na conclusao de diversos crimes. Tanto em
casos antigos, que ainda nao haviam sidos concluidos, como em casos mais
recentes, de forma a contribuir para 0 um maior avanco e desenvolvimento das

ciéncias forenses.

1.2 Acido desoxirribonucleico

Um individuo adulto é formado em média por aproximadamente 100
trilnGes de células, sendo que todas apresentam a mesma informacao genética
em seus nucleos, pois originam de uma unica célula progenitora (BUTLER,
2005). A unidade celular contém em seu nucleo o acido desoxirribonucleico (do
inglés deoxyribonucleic acid - DNA), uma macromolécula responsavel pela
operacdo e manutencdo da sobrevivéncia da célula, pois € o local que se
encontra o cédigo de informacéo para sintese de todas as proteinas necessarias
para o organismo. Também, é através do DNA que é possivel o armazenamento
de informacéo necessaria para a transmissao geneética nas geracoes futuras, de

forma que metade das informacdes ali contidas sdo oriundas da mae e a outra
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metade oriundas do pai, fator essencial para a perpetuacdo humana na terra
(ALBERTS et al, 2007). Sendo assim, quando a célula realiza mitose para o
crescimento ou reparacdo do organismo, ela consegue manter as mesmas
informacdes genéticas e carrega consigo as instrucfes sobre como produzir
proteinas essenciais que determinam as caracteristicas Unicas de cada individuo
(GRIFFITHS et al, 2007).

A molécula de DNA é considerada extensa, porém existem segmentos
individuais da sequéncia inteira que contém as diversas informacfes para
codificar diferentes proteinas, sendo esses segmentos chamados de genes
(ALBERTS et al, 2007). Estes genes sao formados por nucleotideos, que sao
moléculas compostas por uma pentose, que no caso do DNA é a desoxirribose,
um grupo fosfato e uma base nitrogenada (Figura 1) (GRIFFITHS et al, 2007). O
fosfato e a porcao de aculcar formam a estrutura principal da molécula, enquanto
que a variacdo em cada unidade de nucleotideo ocorre na mudanca das bases
nitrogenadas. Elas podem ser classificadas em puricas, quando apresentam dois
anéis aromaticos em sua estrutura, ou em pirimidicas, quando apresentam um
anel aromético somente em sua estrutura. As bases nitrogenadas puricas sao
compostas pela adenina (A) e a guanina (G), enquanto que as bases
nitrogenadas pirimidicas sdo compostas pela timina (T) e citosina (C) (KREBS et
al, 2017). Para a formacéo dos pares de bases, elas interagem entre si, de forma
gue a adenina realiza pontes de hidrogénio somente com a timina, e vice-versa,
enquanto que a guanina realiza pontes de hidrogénio somente com a citosina, e
vice-versa (Figura 2). As diferentes combinacdes entre esses quatro
nucleotideos produzem as diversas diferencas biolégicas entre o0s seres
humanos (BUTLER, 2005; KREBS et al, 2017).

A interacdo quimica que os nucleotideos realizam entre si sdo diferentes,
ja que podem ocorrer variacdes conforme suas posi¢cdes na estrutura da dupla
fita de DNA. Cada filamento é formado de unidades alternadas de fosfato e
desoxirribose, que sédo conectadas por ligacbes fosfodiéster. Enquanto que os
dois filamentos de nucleotideos sdo mantidos juntos por ligacées de hidrogénio
entre as bases nitrogenadas de cada filamento. Nesse Ultimo caso, quando é
uma interagcdo entre uma timina com adenina ocorrem duas ligagbes de

hidrogénio, jA na interacdo entre uma citosina e uma guanina ocorrem trés
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ligacOes de hidrogénio (BUTLER, 2005).
Final 5’
Fosfato
Acgucar-Base
Fosfato
Aglicar-Base

Final 3’

Figura 1: (a) Modelo simplificado mostrando os componentes basicos de uma
cadeia de nucleotideos: grupo fosfato, acucar e as bases nitrogenadas. (b) Um
diagrama quimico de uma fita de DNA, apresentando a interacao fosfato, acucar
e as bases nitrogenadas. As pontas 5’ e 3’ sdo denominadas pela orientagéo dos

atomos de carbono 5’ e 3 ‘ dos anéis da acucar. (BUTLER, 2005).

A conexao dos nucleotideos entre as duas fitas de DNA gera a formacao
de uma estrutura similar a uma escada em espiral, denominada dupla hélice
(KREBS et al, 2017). Os atomos de carbono dos grupamentos acucar Sao
numerados de 1’ a 5’ (ALBERTS et al, 2007). A ligacao fosfodiéster conecta o
atomo de carbono 5 de uma desoxiribose ao atomo de carbono 3’ da
desoxirribose adjacente. Dessa forma, cada ligacdo acucar-fosfato apresenta
uma extremidade 5’ e outra extremidade 3’. Devido a essa caracteristica, essas
fitas estdo em orientacdes opostas e apresentam polaridade inversa (Figura 2)
(ALBERTS et al, 2007). Outro ponto importante, é que a duplas fitas de DNA,
além de antiparalelas, sdo complementares, visto a interacdo quimica entre 0s
nucleotideos que formam os pares de bases, sempre interagindo timina com

adenina e vice-versa, e guanina com citosina e vice-versa. Esses conjuntos de
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pares de bases e suas interacfes formam 0s genes, que apresentam pequenos
pedacos de sequéncias codificantes, chamadas de sequéncias expressas ou
éxons, intercaladas com sequéncias longas nao codificantes, chamadas de
sequéncias intervenientes ou introns (ALBERTS et al, 2007). Ambas sequéncias
sdo transcritas em RNA, porém os introns sdo removidos durante o processo
chamado de splicing do precursor do RNA mensageiro (ou prée-mRNA). Somente
apos essa etapa e o processamento das extremidades 5 e 3’ esse RNA é
denomidado como mRNA (ALBERTS et al, 2007). Todo o conjunto de genes
contidos no DNA de uma Unica célula sdo chamados de genoma (BUTLER,
2005).

—— Pontes de Hidrogénio

5 3
FA=T+
-G EC_? nucleotideos
Ligacdo

fosfodiester

nucleotideos
desnaturados

Figura 2: Modelo simplificado mostrando a dupla fita de DNA e sua estrutura
helicoidal. As pontes de hidrogénio representam a ligacdo dos pares de bases
de diferentes cadeias e as ligacOes fosfodiéster representam o arcabouco
acucar-fosfato de cada uma das cadeias com polaridades inversas (BUTLER,
2005).

1.3 Identificagédo humana pelo DNA

A utilizacdo do DNA na ciéncia forense sO foi possivel devido a uma
importante e revolucionaria descoberta, as regides hipervariaveis do genoma
(BUKYYA et al, 2021). A partir desse momento, foi possivel demonstrar que

individuos diferentes possuiam um perfil genético Unico que o individualizava
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perante os demais na populacdo mundial (FILHO et al, 2020). Essas regides
representam porcdes da fita de DNA néo codificantes ou regides intronicas,
sendo sequéncias repetitivas, altamente poliméficas e similares entre pessoas
gue possuem algum grau de parentesco (BUKYYA et al, 2021). Entretanto,
apresentam um certo grau de variacdo e divergéncia suficiente para que seja
possivel realizar uma diferenciacdo entre individuos da populacdo, sendo
dificilmente comum humanos pouco relacionados apresentarem algum tipo de
grau de parentesco (BUTLER, 2023).

As sequéncias hipervaridveis se estabelecem como bons marcadores
moleculares para utilizagdo em testes de identificagdo, principalmente por
apresentarem um padrdo de heranca Mendeliana, no qual os alelos dos filhos
sao oriundos dos genitores (JEFFREYS et al, 1985; BUKYYA et al, 2021).

A primeira regido hipervariavel foi chamada de regido minissatélite,
composta por 9-80 nucleotideos, sendo descoberta pelo geneticista Alec Jeffreys
em 1985 (JEFFREYS et al, 1985). Esta regido aliada a técnica de RFLP (do inglés
Restriction Fragmente Length Polymorphism), desenvolvida pelo bidlogo David
Botstein em 1980 (BOTSTEIN et al, 1980), possibilitou um método de
identificacdo humana a partir da tipagem do DNA presente nas células. A RFLP
envolve o uso de enzimas de restricdo, com a fungcéo de cortar as regides do
DNA em torno dos minissatélites (BUTLER, 2005), permitindo, assim, a
visualizacdo dessas regidoes. Logo em seguida, o geneticista Yusuke Nakamura
denominou a sigla VNTR (do inglés Variable Number of Tandem Repeats) para
essa regido hipervariavel (NAKAMURA et al, 1987). Os VNTRs geralmente se
agrupam proximos aos telomeros e nas extremidades cromossémicas (RAMEL
et al, 1997). Foi através da utilizacdo de sequéncias VNTR e da técnica de RFLP
em combinacéo com a técnica de hibridizacdo, que a tipagem do DNA auxiliou
pela primeira vez no desfecho de um crime nas ciéncias forenses, conseguindo
obter uma impressao digital genética individual Unica, chamada de DNA
fingerprinting. A hibridizacdo consiste em um método que envolve o uso de
sequéncias complementares a regides de interesse, como 0os VNTRs, podendo
ser chamadas também por sondas radioativas, que dessa forma irdo interagir e

possibilitar a visualizagao dessas regides (BUTLER, 2005).

Posteriormente, com o avanco cientifico e tecnolégico, na década de 90,
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uma outra regido hipervariavel foi descoberta, a regido microssatélite ou também
chamada de STR (do inglés Short Tandem Repeats) (Figura 3) (BUKYYA et al,
2021). Os STRs sao compostos por 1-7 nucleotideos, portanto, sdo bem
menores quando comparadas aos VNTRs (KIMPTON et al, 1994; KOWALCZYK
et al, 2018). Os STRs se tornaram altamente popular no ambiente forense devido
ao seu alto grau de polimorfismo, fornecendo resultados que constituem

evidéncias consideradas muito fortes (BUTLER, 2023).

short tandem repeat (STR)

| |
Individuo |  AGACTACTACTACTACTACTGGTG...

J repelIgoes

Individuo 2  AGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

6 repetigies

Individuo 3 AGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

pet

Figura 3: Diferenca no numero das repeticbes de um marcador STR
autossémico em um dos cromossomos de diferentes individuos. O individuo
1 apresenta 5 repeti¢des, o individuo 2 apresenta 6 repeticdes e o individuo 3
apresenta 7 repeticoes da sequéncia (UNIVERSITY OF LEICESTER, 2022).

Um outro fato inovador e essencial para o avan¢o dos métodos forenses,
foi o desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia de polimerase (do inglés
Polymerase Chain Reaction - PCR), criada pelo bioquimico Kary Mullis em
1983 (MULLIS et al, 1986). A PCR envolve a amplificacdo de sequéncias pré-
determinadas de DNA rapidamente e em milhares de vezes, reproduzindo in vitro
0 processo de replicagcdo a partir de um pequeno fragmento de DNA que se
deseja amplificar (MULLIS et al, 1986; ZHU et al, 2020). Essa técnica acontece
contendo o DNA alvo e mais alguns componentes necessarios, como o DNA
iniciadores, que sdo sequéncias de nucleotideos complementares a parte
especifica do DNA que se deseja amplificar. Além de desoxirribonucleotideos e
da enzima DNA polimerase, responsavel pela replicacdo do material genético
(ZHU et al, 2020). A facilidade de amplificacédo e analise, visto que as regides
STR sao sequéncias de pares de bases pequenas, possibilitou sua utilizacdo em
estudos evolutivos e antropoldgicos, na elaboracdo de mapas génicos, em
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estudos populacionais, no diagnéstico de doencas e monitoramento de
transplantes, em identificacdo de espécies e determinacdo do parentesco
evolutivo (SAAD et al, 2005; BUTLER, 2023).

Desse modo, nos dultimos anos, os kits contendo marcadores
microssatélites vém sendo comercializadas e altamente utilizados nos
laboratorios forenses (BUKYYA et al, 2021). Visto que, eles representam um
conjunto de marcadores moleculares usados para a identificacdo humana
previamente validados e amplificados pela PCR, técnica que apresenta
resultados com alta sensibilidade (FILHO et al, 2020).

O método de identificacéo individual baseado nas regifes de polimorfismo
VNTRs apresenta um poder maior de discriminacdo em comparagdo com 0s
STRs, jaque os VNTRs sdo regides com maiores quantidades de pares de bases
(BERNYCK et al, 2021). Apesar disso, ha algumas desvantagens, como 0 uso
de isétopos radioativos e a necessidade de uma grande quantidade de material
ndo degrado. O que dificulta a pratica de coleta de amostras em locais de crime,
visto que, na grande maioria dos casos, as amostras oriundas dessas regioes
estdo em quantidades bem pequenas e apresentam um DNA altamente
degradado (FILHO et al, 2020). Desse modo, o0 uso das regiées STRs aliada a
técnica de PCR favoreceu a analise de amostras degradas e em pequenas
quantidades, evitou a hibridizacdo e o contato com is6topos radioativos, e
promoveu maior rapidez (BERNYCK et al, 2021). Anteriormente, com 0 uso dos
VNTRSs, eram necessarias em média de 6 a 8 semanas para realizar a analise de
uma amostra e obter resultado, enquanto que a partir das regides STRs e da
técnica de PCR séo necesséarias somente algumas horas (BUTLER, 2005).
Portanto, as regides STRs e a técnica de PCR passaram a ser amplamente
utilizadas e se tornaram atualmente o principal marcador genético e a principal
técnica nas analises forenses (KOWALCZYK et al, 2018).

Devido a descoberta de diferentes tipos de marcadores genéticos, a
identificagdo humana pelo DNA, nas ciéncias forenses, pode ser realizada a partir
de diferentes tipos de amostras. E necessario somente que o material biolégico
contenha células nucleadas, portanto, evidéncias como sangue, saliva, sémen,
cabelo e restos mortais, como 0ssos e dentes, encontradas em locais de crimes
ou que necessitem de uma identificacdo posteriormente, podem ser analisadas
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e comparadas pelos métodos atuais para analise do DNA (BUTLER, 2009).

1.4 Tecido 6sseo

O tecido 0sseo € um tecido conjuntivo especializado constituido por trés
tipos celulares: os osteoblastos, osteoclastos e os ostedcitos, além de uma
matriz extracelular mineralizada, chamada de matriz 6ssea (SILVA et al, 2015).
Os osteoblastos séo responsaveis pela sintese da matriz organica extracelular,
importante na formacdo e controle da mineralizagdo do novo tecido e
responsavel, também, pela sintese de algumas proteinas, como o colageno tipo
I. J& os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcao 6ssea, desempenhando
funcdo fagocitaria, destruindo e reabsorvendo a matriz calcificada do osso no
processo de remodelacéo. E, por fim, os ostedcitos, que sao células importantes
para a manutencdo da matriz 0ssea, realizando troca de ions e nutrientes
(MANZINO et al, 2021).

No processo inicial do desenvolvimento desse tecido, encontra-se uma
matriz organica ndo-mineralizada, com grande concentracdo de colageno tipo |
e pequena concentracdo de proteinas ndo colagenosos, como as
glicosaminoglicanas. Com o avango do desenvolvimento tecidual, ocorre
mineralizacdo da matriz organica através da secrecao de ions fosfato e calcio
pelos fibroblastos do tecido conjuntivo, tornando as fibras colagenas
endurecidas. Os ions calcio e fosfato formam a porc¢éo inorganica do tecido, que
junto com as fibras coldgenas formam cristais que promovem a rigidez e
resisténcia 6ssea. Porém, também sdo encontrados outros tipos de ions em
menor quantidade, como fluoreto de calcio, bicarbonato, potassio, sddio e
magnésio (SILVIA et al, 2015). Devido a essa mineralizagdo 0ssea, a principal
funcé@o do 0sso é proporcionar uma estrutura de suporte, protecdo e auxiliar na

locomogéo do organismo (MANZINO et al, 2021).

Em diversos casos forenses, o estudo de amostras de ossada € a Unica
maneira de se chegar a identificacdo de um individuo (FILHO et al, 2020).
Principalmente em condi¢cbes extremas, como em desastres naturais, por
exemplo terremotos, tsunamis, vulcbes em erupcao e avalanches, e também em
desastres ocasionados pelo homem, como guerras, terrorismo, crises politicas,

bombardeios e acidentes de avibes (FILHO et al, 2020). O grau de destruicéo
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que se encontra essas vitimas é muito alto, j& que nessas condi¢des o nivel de
decomposicdo €é avancado, além de estarem em péssimo estado de
conservagao, como 0ssos queimados e expostos as condi¢cdes ambientais. Esse
fato, impossibilita o uso de qualquer outro tipo de amostra para andlise do
material genético que néo seja 0s resquicios de tecido dsseo. Os Institutos de
Medicina Legal e Criminalistica, realizam, comumente, exames antropologicos e
uma avaliacdo da arcada dentaria no intuito de identificacdo. Entretanto, em
situacdes extremas, um meio para obtencao do reconhecimento dos cadaveres
€ através da utilizacdo dos marcadores genéticos, como as regibes STRs, e
posterior identificacdo pela tipagem do DNA (SIRIBOONPIPUTTANA et al,
2018).

A grande vantagem do uso do tecido 6sseo, é a possibilidade maior de
preservacdo do material genético por periodos de tempo mais longos do que
outros tecidos (FINAUGHTY et al, 2023). J& € bem descrito na literatura que o
DNA pode persistir em restos mortais devido sua estrutura da matriz é6ssea ser
compactada e mineralizada. Isto permite que o material genético ali contido seja
mais resistente a quaisquer condi¢des climaticas extremas quimicas e/ou fisicas
do ambiente (SIRIBOONPIPUTTANA et al, 2018). Portanto, nas situagcdes em
gue ndo se tem mais a presenca de outros tipos de tecidos, 0S 0SS0S S&o
considerados uma fonte valiosa de DNA para identificacdo humana, pois, nédo
existe nenhuma outra opcao de amostra que contenha informacéo genética para
andlise. (FINAUGHTY et al, 2023).

1.5 Obtencdo de DNA de ossos humanos: métodos de extracéo

A partir do desenvolvimento das técnicas utilizando o DNA, houveram
aumentos nas praticas dos variados meétodos de extracéo e purificacdo desse
material de ossada (FINAUGHTY et al, 2023). Principalmente, pela etapa da
extracao ser a responsavel por eliminar os contaminantes e inibidores da técnica
de PCR, portanto, um ponto critico durante o processo de analise (FINAUGHTY
et al, 2023; BUTLER, 2009).

A obtencdo do DNA através de restos mortais humanos, mais
especificamente do tecido 6sseo, é um processo desafiador. Esse fato acontece

devido a alguns componentes encontrados naturalmente na estrutura desse
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tecido que formam a matriz mineral e que dificultam o acesso as poucas células
ali existentes, como o ion calcio e o colageno. Além disso, dependendo das
condicBes em que esse material se encontra e como é armazenado, 0 DNA pode
sofrer danos oxidativos, causando modificagcbes nas bases nitrogenadas, ou
danos hidroliticos, acarretando na desaminac¢éo das bases nitrogenadas (FILHO
et al, 2020).

Outros fatores podem dificultar a qualidade do perfil genético obtido a
partir de amostras oriundas de cadaveres esqueletizados, como a presenca de
substéancia interferentes ou inibidoras, contamina¢gdo por microrganismos que
promovam a degradacdo do DNA, degradacdo do DNA resultante de altas
temperaturas ou acado enzimatica e diluicdo do DNA presente nessas amostras.
(FILHO et al, 2020; LOREILLE et al, 2007). Ja foi descrito na literatura como é
recorrente o aparecimento de material genético ndo humano, como artefatos
microbianos, e a sua interferéncia negativa durante uma interpretacao precisa
do resultado do perfil STR (SMAJLOVI'C-SKENDERAGI'C et al, 2021). Essas
condi¢cBes sdo um obstaculo na obtencéo de um perfil genético em quantidade e

qualidade significativa e em condi¢cfes de analise.

O osso mais comumente utilizado em diferentes estudos é o fémur,
compondo em média 38% das amostras 6sseas analisadas (FINAUGHTY et al,
2023). Ja a fracao do osso que € utilizada nas analises genéticas se encontra na
parte mais densa do tecido, chamado de tecido 6sseo compacto, onde se
localizam as células que ficaram contidas nessa regido durante o processo de
mineralizacdo, sendo descartada a parte porosa, chamada de tecido 6sseo

esponjoso, que € o local com maiores concentracdes das fibras colagenas
(Figura 4) (FILHO et al, 2020; IRENA et al, 2016).

Para a solubilizacdo da molécuda de DNA, € incorporado ao processo
uma etapa inicial de descalcificacdo do tecido 0sseo, pré-etapa ja descrita na
literatura como fundamental para a obtencéo de concentragbes adequadas de
DNA e de sucesso do perfil genético (FINAUGHTY et al, 2023). A descalcificagdo
€ tipicamente realizada por tampdes de lise da matriz éssea que contém o
anticoagulante acido etilenodiaminico tetra-acético (EDTA), um agente quelante
gue dissolve hidroxipatita por meio do sequestro de ions calcio e desmineraliza
o tecido 0sseo. Além disso, também é comumente utilizada a proteinase K, uma
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enzima que digere colageno e outras proteinas, e inativa nucleases (FILHO et
al, 2020). Essa etapa permite uma maior recuperacdo do DNA e gera pouca
degradacdo do material genético (HOFREITER et al, 2021).
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Figura 4: Corte do tecido 6sseo com algumas de suas estruturas
destacadas (SILVA et al., 2015).

Apés a descalcificacdo é necessario que se realize técnicas de isolamento
e purificacdo. A extracdo do DNA é o primeiro passo para realizar a identificacéo
humana a partir dos marcadores genéticos, esse inicio tem como objetivo liberar
o material genético do interior do nucleo celular e das proteinas em que ele se
encontra aderido, as histonas, realizando assim seu isolamento. A partir disso, é
possivel o sucesso da tipagem do DNA, uma vez que essa molécula deve ser
encontrada isolada, em suficiente quantidade, qualidade e pureza (PHUA et al,
2022; LOREILLE et al, 2007).

Nos ultimos anos, diversos kits e novas tecnologias de isolamento e
purificacdo de material genético foram desenvolvidas e amplamente utilizadas,
como o uso de coluna de silica, beads magnéticas, EZI DNA Investigator
(QIAGEN), IQ Casework Pro (Promega), entre outros (FINAUGHTY et al, 2023).
Apesar da extragdo de DNA em fase liquida ndo ser o método mais inovador, ele
rende significativamente maiores quantidades de DNA por grama de 0sso
processado, em comparacdo a extracdo de fase solida (FINAUGHTY et al,

2023). Outro ponto em destaque, séo os gastos dos kits e reagente utilizados
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durante o processo de extracdo. Visto que, métodos que utilizam fase solida séo
mais custosos quando comparados aos meétodos de fase liquida (FINAUGHTY
et al, 2023).

Dentro do ambito da extracdo de DNA de ossada de fase liquida, os
protocolos mais utilizados envolvem a trituragdo do osso, seguido pelo método
de extragéo organica tradicional: incubacéo desse material em p6 em um tampéao
de lise celular e coleta do sobrenadante (LOREILLE et al, 2007). Assim que esse
sobrenadante é colhido, o p6 da ossada que néo foi completamente dissolvido
e, portanto, ainda contém material genético que néo foi totalmente extraido,
acaba sendo descartado. Dessa forma, ocorre um desperdicio de amostra de
DNA, o que mostra que reter o sobrenadante apds o processo de descalcificacao
resulta em um maior rendimento na quantidade de DNA, comparado a quando
esse sobrenadante é colhido (MCKINNON et al, 2021). Outro protocolo também
comumente utilizado, envolve a lavagem excessiva das amostras de po de
ossada através de grandes volumes de EDTA durante a primeira etapa da
extracdo. Entretanto, toda vez que ocorre essa lavagem e o EDTA é desprezado,
acaba sendo descartado também nessa solu¢cdo uma quantidade de DNA
consideravel, devido a ndo realizacado de uma lise total das células, havendo da
mesma forma um desperdicio de material. J& foi demonstrado na literatura que
uma desmineralizacdo completa do material 6sseo fornece melhores resultados
guando comparado a uma desmineralizacao parcial (HOFREITER et al, 2021).
Outro ponto, também, ja analisado, foi a quantidade em gramas de p6 de 0sso
usado em relacdo a quantidade de tampéo de extracdo. No intuito de render
maior acumulo de DNA extraido, ocorre a tentativa de aumentar a quantidade
de gramas de pO6 de o0sso e manter a quantidade de tampdo de extracdo
utilizado, pratica prejudicial para o0 processo, pois nédo gera resultados
satisfatorios (LOREILLE et al, 2007; HOFREITER et al, 2021).

De forma geral, a extracdo € uma etapa critica e trabalhosa durante a
preparacdo do DNA, uma vez que esse tipo de amostra € bastante comum nos
laboratorios forenses (PHUA et al, 2022). Décadas de pesquisas ja foram
realizadas sobre métodos de extracdo de DNA para 0ssos, porém ndo ha um
consenso definido sobre qual deles alcanca melhores desempenhos

(FINAUGHTY et al, 2023). E preciso realizar uma elaboragdo minuciosa, com
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amostras adequadas e protocolos eficientes, que promovam maior recuperacéo
e evitem agressdes a molécula de DNA, para que, assim, as etapas seguintes
nao apresentem tantos problemas. Entretanto, a eliminacao de interferentes e da
lise celular durante a extragdo do material genético de ossada ndo deixam de
ser obstaculos. O desenvolvimento e avaliacdo de diferentes protocolos que
realizam esse procedimento € essencial, no intuito de se definir um protocolo de
extracdo ideal, que sirva para a maioria das amostras, seja de simples execucéo
e possua baixo custo ao laboratorio. Para que, assim, seja eficiente a
amplificacdo dos marcadores moleculares almejados nessas analises (PHUA et
al, 2022; XAVIER et al, 2021).

1.6 Metodologia da andlise genética

1.6.1 PCR em tempo real

A técnica de PCR guantiativo em tempo real (QPCR - do inglés quantitative
Polymerase Chain Reaction) foi descrita pela primeira vez por Higuchi et al
(HIGUCHI et al, 1993), sendo uma variacdo da técnica de PCR convencial, ja
que apresenta 0 mesmo principio basico da amplificacédo de fragmentos alvos de
DNA em milhdes de vezes, passando a ser amplamente utilizada na biologia
molecular (MULLIS et al, 1986; ZHU et al, 2020). Sua realizacdo é possivel
através da manutencao das condi¢cfes ideias para que a reacao ocorra, como a
variacao da temperatura, pH e concentracdes de sais e reagentes. Para isso, €
necessario na solucdo o DNA molde que serd replicado, a enzima DNA
polimerase, 0s nucleotideos, os iniciadores, o cofator da DNA polimerase, um
ion bivalente, que normalmente é o magnésio, e, diferentemente do PCR
convencional, ainda apresenta uma molécula fluorescente intercalante de DNA,
como exemplo o corante SYBR® Green, ou uma sonda especifica para a
sequéncia alvo com um fluoréforo e um quencher, que ird inibir o fluoréforo
enguanto eles estiverem ligados e proximos na sonda (BOWYER, 2007; KNIGHT
et al, 2023). Essa diferanca para a técnica de PCR convencional possibilita
quantificar e acompanhar a amplificacdo da amostra ao mesmo tempo que ela

esta sendo realizada.

A reacao a partir da utilizacdo de sondas especificas, acontece através de

um termociclador, que aumenta a temperatura em torno de 95°C, levando a
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desnaturacao das fitas de DNA, seguido por uma diminui¢do da temperatura em
torno de 60°C, para a fase de anelamento da sonda, que reconhece
especificamente sua sequéncia complementar nos locais de iniciacdo direta e
reversa na fita molde, e em seguida para o anelamento dos iniciadores nas
extremidades do DNA molde. Logo apds, a temperatura se mantém para a fase
da extensao, em que a DNA polimerase sintetiza a nhova fita de DNA. Esta enzima,
adiciona os nucleotideos complementares até encontrar a sonda, ocorrendo a
clivagem e liberacdo do fluoréforo, que, sem o quencher associado, ir4 gerar a
fluorescéncia que permitird a analise (Figura 5). O aumento do sinal da
fluorescéncia ocorre apenas se a sequéncia alvo € complementar a sonda e é
amplificada durante a qPCR, e, devido a isso, a amplificacdo néo especifica ndo
é detectada. Todo o processo de desnaturacdo, anelamento e extensao varia na
média de 40 ciclos e nao interfere no acumulo exponencial da producéo,
portanto, a quantidade de fluorescéncia gerada ao longo da reacdo é
proporcional a quantidade de DNA que esta sendo formado ao longo dos ciclos
da qPCR (ZHU et al, 2020).

PCR e detecgdo do cDNA

a. Componentas do ensaio
e
sonda A Iniciador REV
Iniciador FOR & LR
. Modelo cDMA
I I —o=l, -a— CDMA
b. Desnaturacdo & anelamento dos componentas do ensaio
+ Inicizdor REW LEGEMDA
B .
W Fluorofaro
) Sonda 4 t ™
R . _ FAR
Iniciador FOR \‘ 4 E Quencher
ek i Ll i AL kil bodld )
: Minor groove
WGE
= binder
c. Geragdo de sinal Eh.:.ﬁ.
olimerase
ILTIOIIL sanca
Ll
v Iniciador REV * Iniciadores
Inicizdar FOR . ;
I Jaca
. = g CHA
Inicizdar
estendido

Figura 5: Técnica de qPCR para deteccdo do DNA complementar Applied
Biosystems ViiA™ Real-Time PCR (Applied Biosystems, 2017). (a)
Componetes do ensaio: Iniciador FOR, iniciador REV, sonda, minor groove
binder, cDNA. (b) Etapa de desnaturacédo e anelamento dos componentes

do ensaio. (c) Etapa de extensao e geracdo de sinal.
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Grandes ou pequenas concentracdes de material genético podem levar a
uma inibicdo da amplificacdo durante a técnica de PCR convencional, ou ainda,
a influéncia de grandes quantidades de DNA podem exceder a linearidade
dindmica do instrumento de genotipagem. Desse modo, vale ressaltar a
necessidade de uma quantidade conhecida e pré-estabelecida de DNA em cada
amostra, que acontece através da quantificacdo pela gPCR, para que, assim, as
técnicas realizadas em seguida ndo sejam afetadas por essa variavel (BOWYER,
2007; KNIGHT et al, 2023).

1.6.2 Eletroforese Capilar e Eletroferograma

A técnica de Eletroforese Capilar (EC) é realizada pelos capilares
presentes no interior do equipamento, sendo preenchidos por polimeros, uma
fonte de tampé&o, um suprimento de energia, um laser excitatorio, um detector de
fluorescéncia e um computador associoado ao equipamento para controlar a
deteccédo e injecdo das amostras (SHEWALE et al, 2012; SHETH, 2021). Apés
as moléculas de DNA serem amplificadas pela PCR, sdo carregadas
negativamente e migram pelo polimero do capilar em dire¢cdo ao polo positivo.
Junto com as amostras, é importante adicionar o padrdo de tamanhos
moleculares, chamado de escada alélica ou ladder, que apresenta o tamanho
das moléculas de DNA ja estabelecido e conhecido, portanto, € um conjunto de
todos os alelos possiveis de se encontrar na andlise dos STRs. Além disso, é
importante adicionar, também, em cada uma das EC o DNA de padré&o interno,
que normaliza e aumenta a precisédo das andlises (BUTLER, 2015).

Primeiramente, os nucleotideos sdo marcados com fluorescéncia pela
PCR, através de iniciadores alvos STRs marcados com fluoréforos (SHEWALE
et al, 2012). Ja na EC, ao final do capilar, esses nucleotideos encontram o laser
excitatério, e, assim, é possivel realizar a deteccdo da fluorescéncia dos
fragmentos menores e mais rapidos, que passam pelo feixe antes dos
fragmentos maiores e mais lentos (HONG et al, 2020). Dessa forma, acontece a
relacdo da velocidade com o parametro de diferenca de tamanho do fragmento
ou numero de pares de base (HONG et al, 2020). A luz emitida é detectada e a
informacdo é processada através de um software especifico que traduz a
informagcdo em uma sequéncia de picos apresentados na forma de

eletroferograma (BUTLER, 2015) (Figura 6). Os iniciadores STRs sé&o
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desenvolvidos de modo que os alelos dos loci amplificados por eles e marcados

com o mesmo fluoréforo, ndo se sobreponham no eletroferograma (SHEWALE

et al, 2012).
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Figura 6: Esquema das etapas da eletroforese capilar em sequénciador
automatico, para deteccao dos marcadores STRs. As amostras seguem
através dos capilares, por diferenca de polaridade, e os fragmentos do DNA
se separam por diferenca de tamanho. A deteccdo acontece a partir da
fluorescéncia emitida pelos fragmentos marcados durante a PCR, em cada

um dos canais de fluorescéncia do equipamento. Ao final, é obtido o
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eletroferograma para interpretacéo da amostra. (PENA, 2010).

LU

A partir da formacdo do eletroferograma € possivel obter alguns dados

essenciais para analise do perfil genético. Um desses dados, € a quantidade de

repeticOes de cada sequéncia STR, que define entdo o numero do(s) alelo(s)

para aquele marcador (SHEWALE et al, 2012). Outro dado, é o tamanho dos

marcadores, que € determinado a partir da curva de calibracdo gerada através

da escada alélica (SHEWALE et al, 2012). Por fim, mais um dado importante é

a altura do sinal da intensidade relativa da camara de deteccao do equipamento,

emitido através da excitacao dos fluoréforos, que é convertido para Unidade de
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Fluorescéncia Relativa (do inglés Relative Fluorescence Unit - RFU) (SHEWALE
et al, 2012). A RFU é proporcional a quantidade de DNA marcado que foi injetado
ao capilar, portanto quanto maior for a altura dos picos, maior € quantidade de
DNA encontrada na amostra (SHEWALE et al, 2012). Sendo que, ja foi bem
definido pela literatura que a altura dos picos séo usadas e apresentam bom
resultados em diversos laboratorios para avaliacao e definicdo dos alelos pelo
eletroferograma (PHUA, 2022; SHETH, 2021; BUTLER, 2005).

Quando as amostras se encontram com o material genético degradado,
ocorrem mudancas na estruta da molécula de DNA que podem inviabilizar o
anelamento dos iniciadores, assim como, o funcionamento da enzima DNA
polimerase. Esse fato influencia diretamente na analise do eletroferograma, pois
€ possivel observar a perda de locos génicos, como perdas alélicas, também
chamadas de drop-out, além de um desbalanco nas alturas dos picos e
ocorréncia de artefatos da PCR, como os stutters, que ocorrem na amplificacéo
dos marcadores STRs durante a PCR (BUTLER, 2009). Os stutters séo
amplicons, subprodutos da amplificacdo dos STRs, que apresentam uma
unidade de repeticdo menor em tamanho quando comparada ao pico do alelo
verdadeiro. Ou em alguns casos, duas unidades de repeticGes menores, ou
ainda, uma unidade de repeticdo maior em tamanho quando comparada ao pico
do alelo verdadeiro, devido ao resultado de um deslize da enzima DNA
polimerase na fita de DNA (BOAVIDA, 2018; MCCAUGHAN et al, 2023). A
ocorréncia dessa perda de alelos dificulta a andlise e pode induzir a uma falsa
homozigose, de forma que a amplificacao preferencial ndo detecta um dos alelos
(BOAVIDA, 2018).

E importante ressaltar a necessidade da obtencdo de limiares, para
auxiliar durante as analises de amostras que apresentam excessivos efeitos
estocasticos resultantes de amostras com baixa qualidade ou com drop-out e/ou
com pouca quantidade de DNA. A altura dos picos em RFU é aproximadamente
proporcional ao numero de moléculas de DNA contido na amostra, entretanto,
no caso de aliquotas replicadas de material genético extraido de uma mesma
amostra podem apresentar variagoes nas alturas dos picos (TAYLOR et al, 2016;
BUTLER, 2005).
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Além disso, a altura dos picos em RFU tem um papel essencial e
consideravel para a definicdo dos picos verdadeiros, entretanto, ela ndo € um
indicador Gnico nessa avaliacdo. E importante elencar outros parametros que
também apresentam tamanha importancia na andélise dos picos. Assim, cada vez
mais essa analise se mantém coerente e repoduzivel, visto que muitas das vezes
nos casos de amostras com baixas concentracbes de DNA podem ocorrer
duavidas, o que leva a incertezas no momento de avaliacdo e confirmacao dos
reais picos (COWELL et al, 2018). Primeiramente, € necessario avaliar se a
ladder correu como esperado e ndo apresentou nenhum tipo de problema. A
partir disso, € possivel realizar a comparagdo com a amostra para conferir se 0s
alelos detectados estdo coerentes com a escada alélica, no intuito de considerar
se eles realmente existem ou ndo. Nas situagcdes em que os alelos né&o
concordam com a ladder, chamamos de alelo off-ladder (BUTLER, 2005). Caso
ainda haja incertezas, € possivel pesquisar através do National Institute of
Standards and Technology (NIST) a presenca e frequéncia dos alelos na
populacao brasileira (COWELL et al, 2018).

Outro parametro envolvido na definicdo dos picos verdadeiros € a
localizacéo dos alelos no eletroferograma. Neste existe a presenca dos bins, que
sdo as posicoes esperadas em que esses alelos devem aparecer, portanto os
picos, tanto da ladder quanto das amostras, devem coincidir exatamente com o
posicionamento dos bins (BUTLER, 2005).

Por fim, mais um fator importante € o formato dos picos, ja que para serem
considerados picos verdadeiros é necessario, além da altura, que eles se
apresentem com a base mais larga e o apice estreito. E defendido cada vez mais
pela literatura a necessidade do célculo da area dos picos, do inglés Peak Height
Ratio (PHR), por acabar demonstrando dados mais confidveis do que quando
comparado somente a andlise da altura e formato dos picos, que podem
apresentar variagdes (SHETH, 2021; BUTLER, 2005). O PHR ¢ calculado para
cada um dos marcadores genéticos STR através de uma divisdo, sendo que no
numerador encontra-se a altura do pico com RFU mais baixo e no denominador
a altura do pico com RFU mais alto. Em seguida, esse valor € multiplicado por

100 para ser expresso em porcentagem, como mostra a férmula abaixo:

PHR= MENOR PICOX100
MAIOR PICO
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Essa raz&do s6 pode ser calculada para os marcadores heterozigostos,
dessa forma, avalia se os alelos existem nas mesmas quantidades no genoma
e se eles amplificam igualmente. O valor do PHR sempre deve ser menor ou
igual a 100% (BUTLER et al, 2021; GILL et al, 2015; WORD et al, 2010). Quanto
mais perto de 100% significa que os alelos tem alturas mais parecidas, ja no
caso em que as alturas dos alelos sdo muito divergentes o valor tende a ser
menor (BUTLER et al, 2021). O valor definido como uma combinag&o genotipica
de boa qualidade do PHR é acima de 60% (BUTLER et al, 2021).

As alturas dos picos variam de amostras para amostras, mesmo que
sejam oriundas da mesma fonte de DNA amplificada mais de uma vez. Porém,
quando ocorre um desbalanco expressivo pode ser indicio de que a amostra se
apresenta com baixas concentra¢gdes de DNA, inibidas, degradas, ou ainda com
amplificacdo preferencial (BUTLER et al, 2021). Dessa forma, uma
consequéncia notavel que acontece na avaliacdo do equilibrio das alturas dos
picos heterozigotos é que a variabilidade na diferenca da raz@o das alturas do
picos aumenta, enquanto que a concentracdo de DNA nas amostras diminui.
Além disso, nos casos de amostras com baixas concentracdes de DNA, ha a
possibilidade do stutter estar mais elevado do que o esperado para esse tipo de
artefato, o que gera davidas sobre a definicdo do alelo verdadeiro (GILL et al,
2015; WORD et al, 2010).

Uma série de desafios envolvem a tentiva de obter resultados no
eletroferograma de amostras que se encontram com DNA em baixas
concentracbes, sendo essas chamadas em inglés de amostras Low Copy
Number (LCN). As andlises de resultados obtidos nessa situacds devem ser
abordados com cautela, devido a possibilidade da apari¢éo de alelos adicionais,
0 que é frequentemente observado em casos de contaminacdo, sendo referido
como alelos drop-in (BUTLER, 2006; JIANG et al, 2020). Além disso, existe a
possibilidade da nao aparicdo de alelos, sado casos referidos como alelos drop-
out, normalmente afetados pelos efeitos estocasticos, e também, casos da
aparicao de stutters mais altos do que os tipicos 5% a 15% do tamanho do alelo
verdadeiro. Outra situacdo que pode ser percebida e influcienciar durante a
analise de material com baixa concentracdo de DNA é o aparecimento de

artefatos, também chamados de spikes. Estes sao picos oriundos de pequenas
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alteracOes de tensédo que passam pelo laser durante a eletroforese capilar e
podem causar duavidas quando comparados aos alelos verdadeiros
(SKENDERAGIC et al, 2021). Esses artefatos podem aparecer em um unico filtro
de fluorescéncia, mas geralmente sédo facilmente identificados em mais de um
filtro (BOAVIDA, 2018; MCCAUGHAN et al, 2023).

2. JUSTIFICATIVA

Ocorrem diariamente crimes, desaparecimentos e acidentes em massa
em diversos paises que sdo compartilhadas pelos noticiarios e redes sociais,
alcancando todo o mundo através da facilidade e rapidez no compartilhamento
de informacdes. Casos assim, necessitam de identificacdo, esclarecimento e
conclusdo perante a sociedade, através do trabalho conjunto da medicina
forense e da criminalistica. Nesse ambito, a identificagdo humana a partir da
genética forense teve um crescimento mundial potencializado nos ultimos anos
(BUTLER, 2023).

O tecido 6sseo é considerado uma fonte valiosa de DNA em inameros
casos em que nao se tém mais a presenca de outros tipos de tecido e, portanto,
nao existe nenhuma outra opcdo de método ou de amostra passivel para a
relizacdo da identificacdo (FINAUGHTY et al, 2023). Desse modo, € pertinente
um plano de estudo que leve em consideracao a escolha do método de extracdo
baseado na amostra disponivel, no estado de sua degradacdo e no método de
genotipagem que sera aplicado. No intuito de favorecer e agregar no trabalho da

comunidade cientifica forense, em especial da area da genética forense.

3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Comparar a eficiéncia de trés diferentes protocolos de extracdo de DNA

de ossada, para determinar o que melhor apresente uma preparagéo de DNA de

alta qualidade.
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3.2 Objetivos especificos

Avaliar o rendimento em gramas da extragao de cada um dos protocolos
em relacdo a massa de DNA obtida.

Avaliar se a desmineralizacdo prévia do osso tem efeito no rendimento
em gramas da extracao de DNA.

Avaliar se a solubilizagdo completa do tecido com tiocianato de guanidina
e fenol (Trizol®) tem efeito no rendimento em gramas da extracao de
DNA.

Avaliar se a extracao organica de uma solugéo contendo DNA tem efeito
no rendimento em gramas da extracdo de DNA.

Avaliar a capacidade de amplificacdo das regifes de STR das amostras,
usando um sistema comercial de uso rotineiro nas analises forenses

(Fusion 6C), e geracdo de perfil genético em Eletroforese Capilar.

Comparar a eficiéncia da amplificacdo, quantitativamente, através da
fluorescéncia incorporada (RFU) e, qualitativamente, a partir da anélise
da existéncia do declinio de material amplificado em relacdo ao DNA

padréo.

Construir um protocolo operacional padrdao (POP) do método que
apresente o melhor preparo de DNA de alta qualidade, para utilizagéo no
Laboratério de Biologia Forense do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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4. METODOLOGIA

O material biologico utilizado nesse trabalho € um fémur oriundo de
doacdo para o Laboratério Forense do Instituto de Biologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sendo a amostra de cadaver nédo identificado.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com o nimero
do Parecer 5.195.105 (Anexo 2). Antes de iniciar o processamento desse
material € necessario realizar uma primeira etapa de preparagdo, o pré
tratamento do tecido ésseo. Ele envolve uma lavagem e limpeza para retirada de
elementos aderidos a superficie externa do 0sso, através de agua, esponja de
aco e, por fim, uma ultima lavagem com agua Milli-Q, na tentativa de diminuir o
potencial de DNA exdgeno. Em seguida, com auxilio da microretifica Dremel 300,
o0 osso foi lixado até formar uma canaleta na média de 2 cm de altura e 8 cm de
comprimento. Desse modo, uma camada de aproximadamente 1 mm foi
removida da superficie, no intuito de reduzir a contaminacédo da face externa
desse material, que ficou branco e liso. Utilizando a mesma microretifica, inicia-
se o processo de corte dessa canaleta ja delimitada, de forma a dividi-la em 4
pequenos pedacos, em média 2 cm de alturae 2 cm de comprimento. Também
foram lixados na face interna, proporcionando a limpeza das trabéculas dsseas.
A pulverizagdo aconteceu através do equipamento SPEX® Sample Prep 6750
Freezer Mill (Metuchen, New Jersey, EUA) (Figura 7). Apds esse tratamento
inicial no fémur, foi preparado 4 g de p6 de osso e divididas em 20 aliquotas de
200 mg. Portanto, foi destinado 5 aliquotas para cada um dos 3 diferentes
protocolos de extracdo de DNA de ossada (Quadro 1) e mais 5 amostras como
reserva técnica. Desta forma, a mesma massa de amostra foi distribuida para os

diferentes protocolos, totalizando 15 amostras.
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Figura 7: Etapas do pré tratamento do tecido 6ésseo. A) Osso lixado na superficie
externa e a delimitacdo da canaleta para o corte. B) Pedacos de 0ssos cortados.

C) P6 de osso obtido no final do processo.

4.1 Protocolo de Extragcdo Avancada

O Protocolo de Extracdo Avancada (PEA), foi adaptado de Edson et al
(2004). Em cada um dos 5 microtubos contendo aproximadamente 200 mg de p6
de osso, foi adicionado 600 uL de tampé&o de lise 1, contendo: 10 mM de Tris pH
8; 100 mM de NaCl; 50 mM de EDTA pH 8; e 0,5% de SDS (do inglés Sodium
Dodecyl Sulfate). Em seguida, também foi adicionado a cada microtubo mais
20 pyL de 20 mg/mL de proteinase K (Promega), enzima responsavel pela
degradacdo do colageno. Os microtubos permaneceram em agitacao
intermitente de 1000 xg por 48h a 56°C. Esta etapa inicia a descalcificacdo do
material, com intuito de remover além dos ions Ca2+, os inibidores que compde

a matriz 6ssea.

Apbs a solubilizacdo e descalcificacdo ocorreu a extracao e purificacdo do
DNA. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 5000 xg, ap0s o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos. Foi adicionado, em cada
amostra, um volume equivalente de fenol (Exodo Cientifica) e cloroférmico
(Fraction X) (25:24), misturando por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrigugadas por 10 minutos a 5000 xg, para assim, tranferir a fase aquosa para

novos microtubos. A seguir, foi concentrado até 500 pL da fase aquosa usando
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o tubo micro concentrador Microcon 100, através da centrifugacdo por 15
minutos a 14000 xg a temperatura ambiente. Em seguida, ocorreu 0 processo
de lavagem dessa membrana 3 vezes com 250 uL de agua Milli-Q, que foi
centrifugada por 5 minutos a 14000 xg a temperatura ambiente. Ao final, o DNA
foi eluido em 15ul de 4gua Milli-Q em cada amostra, através da centrifugagéo do
tubo micro concentrador Microcon 100 de forma invertida por 15 minutos a 1000
Xg a temperatura ambiente. O DNA foi guardado no congelador a -20°C para as
futuras analises (EDSON et al, 2004).

4.2 Protocolo de Extracdo Organica

O Protocolo de Extracdo Organica (PEO), foi adaptado de Betancor et al
(2010). Em cada um dos 5 microtubos contendo aproximadamente 200 mg de pé
de osso, foi adicionado 1,0 ml de TRIzol® (Invitrogen™), solugdo com tiocianato
de guanidina e fenol, responséavel pelo processo de isolar, solubilizar, extrair e
purificar o DNA dessas amostras. Em seguida, os microtubos foram mantidos

em agitacdo por 1000 xg intermitentemente por 48h a temperatura ambiente.

As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 5000 xg e o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos. A concentracdo desse
material foi realizada pela adicdo de 0,9 mL de etanol 100% (Invitrogen™),
misturando e invertendo lenta e cuidadosamente o microtubo 6 vezes e
mantendo as amostras em incubac¢do por 3 minutos. Logo apds, ocorreu a
centrifugacéo dessas amostras por 5 minutos a 2000 xg a temperatura ambiente.
Caso o DNA ndo precipite, pode ser realizada mais uma etapa de centrifugacéo
por 5 minutos a 800 xg a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado
atraveés da inversao do microtubo com cuidado, e, em seguida, o DNA foi lavado
com 1,5 mL de etanol a 70% (Invitrogen™) e incubado por 3 minutos. Os
microtubos foram centrifugados por mais 5 minutos a 2000 xg a temperatura
ambiente e o etanol foi desprezado invertendo o microtubo novamente com
cuidado. Esse processo foi repetido por mais 3 vezes. Logo apds, 0s microtubos
foram mantidos abertos para secagem por 15 segundos. Caso nao seque, €
possivel utilizar o concentrador a vacuo por 5 minutos a 60°C. Foram
adicionados 100 yL de NaOH 8 mM para desmanchar completamente o pellet de

DNA e, logo apos, ocorreu uma centrifugagédo por 10 minutos a 12.000 xg a
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temperatura ambiente, para remover possiveis materiais insollveis presentes na
amostra. Em seguida, o pH da solucéo foi ajustado a partir da adicdo de 100 uL
de 0,1 M de HEPES, pH 7,8. Por fim, até 500 uL dessas amostras foram
concentradas usando o tubo micro concentrador Microcon 100, seguido da
centrifugagdo por 15 minutos a 14000 xg a temperatura ambiente. O processo
de lavagem dessa membrana foi feito 3 vezes com 250 yL de agua Milli-Q,
seguido de uma centrifugacao por 5 minutos a 14000 xg a temperatura ambiente.
O DNA foi eluido em 15ul de agua Milli-Q em cada amostra, atraves da
centrifugacéo do tubo micro concentrador Microcon 100 de forma invertida por 5
minutos a 1000 xg a temperatura ambiente. Ao final, o DNA foi guardado no
congelador a -20°C para as futuras analises (BETANCOR et al, 2010).

4.3 Protocolo de Desmineralizacdo Completa

O Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC), foi adaptado de
Loreille et al (2007). Em cada um dos 5 microtubos contendo aproximadamente
200 mg de p6 de osso, foi adicionado 1,0 mL de tampé&o de lise 2, contendo: 0,5
M EDTA (Ambion®), e 1% de N-Lauroylsarcosine (Merk). No intuito de uma
desmineraliza¢do completa, remoc¢ao dos ions Ca2+ e inibidores que compde a
matriz 6ssea. Logo em seguida, foi adicionado 40 uL de 20 mg/mL de proteinase
K (Promega), enzima responsavel pela degradacdo do colageno. Apos essa
etapa, as amostras foram mantidas por 48h a 56°C em um agitador por 1000 xg

intermitentemente.

Apos a solubilizacéo e descalcificacao ocorreu a extracao e purificacdo do
DNA. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 5000 xg, apos o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos. Em seguida, ocorreu a
adicdo, em cada amostra, de um volume equivalente de fenol (Exodo Cientifica)
e cloroformico (Fraction X) (25:24). Os microtubos foram misturados por 3
minutos, seguido da centrifugacdo por 10 minutos a x5000 g a temperatura
ambiente. Por fim, ocorreu a tranferéncia da fase aguosa para novos microtubos.
Logo apods, até 500uL fase aquosa foi concentrada usando o tubo micro
concentrador Microcon 100, a partir da centrifugacao por 15 minutos a 14000 xg
a temperatua ambiente. Em seguida, ocorreu o processo de lavagem dessa

membrana 3 vezes com 250 L de dgua Milli-Q e centrifugacdo por 5 minutos a
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14000 xg a temperatura ambiente. O DNA foi eluido em 15ul de agua Milli-Q em

cada amostra, através da centrifugacdo do tubo micro concentrador Microcon

100 de forma invertida por 5 minutos a 1000 xg a temperatura ambiente. O DNA

foi guardado no congelador a -20°C para as futuras analises (LOREILLE et al,

2007).

Quadro 1: Comparacdao direta dos protocolos por etapa realizada. Os trés

protocolos de extracdo de DNA de ossada: Protocolo de Extracdo Avancada

(PEA); Protocolo de Extracdo Organica (PEO); e Protocolode Desmineralizacéo

Completa (PDC).
PROTOCOLO DE PROTOCOLO DE PROTOCOLO DE
EXTRACAO AVANCADA | EXTRACAO ORGANICA DESMINERALIZACAO

(PEA)

(PEO)

COMPLETA (PDC)

ETAPA 1

Uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) necessarios: jaleco, luvas e 6culos
de protegao.

ETAPA 2

Preparagao do tecido 6sseo

1.

Lavar a fracdo do osso que sera utilizada com agua e esponja de aco, esfregando

a superficie externa para limpeza de impurezas. Realizar a ultima lavagem com

agua Milli-Q.

Lixar o osso com auxilio da microretifica Dremel 300. Retirar aproximadamente 1

mm da camada externa desse material, que ficard branco e liso. Fazer duas
canaletas paralelas, de 2 cm de altura e 8 cm de comprimento, que facilitara o

corte transversal.

Cortar em 4 pequenos pedacos a canaleta ja delimitada, em média 2 cm de

altura e 2 cm de comprimento e lixar a face interna para limpeza das trabéculas

Osseas.

Mill (Metuchen, New Jersey, EUA).

Pulverizar as amostras através do equipamento SPEX Sample Prep 6750 Freezer

Dividir 4 g de pd de osso em 20 aliquotas de 200 mg, destinando 5 aliquotas para

cada um dos 3 diferentes protocolos de extracdo de DNA de ossada e mais 5

amostras como reserva técnica.

Armazenar as amostras a 42 C por até 12 meses.

ETAPA 3

Solubilizacdo da molécula de DNA

1.

Em cada um dos 5
microtubos,
contendo ~200 mg
de pd de osso,
adicionar 600 uL de
tampdo de lise 1 (10

1. Emcadaumdos5
microtubos,
contendo ~200 mg
de pd de osso,
adicionar 1,0 ml de
TRIzol®.

1. Emcadaumdos5

microtubos,
contendo ~200 mg
de pé de osso,
adicionar 1,0 mL de
tampao de lise 2

35




2.

mM de Tris pH 8,
100 mM de NaOAc,
50 mM de EDTA pH
8 € 0,5% de SDS).
Adicionar 20 pL de
20 mg/mL de
proteinase K.
Manter por 48h a
56°C em agitacdo
(1000 xg)
intermitente.

Manter por 60h em
agitacdo (1000 xg)
intermitente a
temperatura
ambiente.

(0,5 M EDTA e 1%
de N-
Lauroylsarcosine).

2. Adicionar 40 pL de
20 mg/mL
proteinase K.

3. Manter por48ha
56°C em agitacdo
(1000 xg)
intermitente.

ETAPA 4

Extragdo e purificagdo do DNA

1.

Centrifugar as
amostras por 15
minutos a 5000

Xg.

Transferir o
sobrenadante
para novos
microtubos.
Adicionar a
amostra um
volume
equivalente de
fenol e
cloroférmio
(25:24) em cada
microtubo.
Misturar por 3
minutos.
Centrifugar as
amostras por 10
minutos a 5000 xg
e transferir a fase
aguosa para um
novo microtubo.

OBS: As amostras podem

ficar guardadas até 1

semana a 4°C.

Centrifugar as
amostras por 15
minutos a 5000 xg.
Transferir o
sobrenadante para
novos microtubos.
Adicionar a amostra
um volume
equivalente de fenol
e cloroférmio (25:24)
em cada microtubo.
Misturar por 3
minutos.

Centrifugar as
amostras por 10
minutos a 5000 xg e
transferir a fase
aquosa para um novo
microtubo.

OBS: As amostras podem
ficar guardadas até 1
semana a 4°C.
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ETAPA 5

Concentra¢ao do DNA

1. Concentrar, através
do tubo micro
concentrador
Microcon 100, até
500 pL da fase
aquosa. Centrifugar
por 15 minutos a
14.000 xg.

2. Lavar a membrana 3
vezes com 250ul de
agua Milli-Q.
Centrifugar por 5
minutos a 14.000 xg.

3. Eluir em 15 pl dgua
Milli-Q o DNA de
cada amostra.
Centrifugar o tubo
micro concentrador
de forma invertida
por 5 minutos a
1.000 xg.

4. Guardar as amostras
a -20°C para as
futuras analises.

10.

11.

12.

Centrifugar as
amostras por 5
minutos a 5.000 g
e colher o
sobrenadante.
Adicionar 0,9 ml
de Etanol 100%.
Misturar
invertendo lenta
e
cuidadosamente
o microtubo 6
vezes.

Incubar as
amostras por 3
minutos.
Centrifugar por 5
minutos a 2.000
Xg.

Caso o DNA nao
precipite,
centrifugar por
mais 5 minutos a
800 xg.

Despreze o
sobrenadante
invertendo o
microtubo com
cuidado.

Lavar o DNA com
1,5 ml de etanol a
70%. Misturar por
10 segundos.
Incubar por 3
minutos.
Centrifugar por
mais 5 minutos a
2000 xg.
Desprezar o
etanol invertendo
o0 microtubo com
cuidado.

Repetir esse
processo mais 3
vezes.

Secar por 15
segundos

1. Concentrar,
através do tubo
micro
concentrador
Microcon 100, até
500 pL da fase
aquosa.
Centrifugar por
15 minutos a
14.000 xg.

2. lavara
membrana 3
vezes com 250 ulL
de agua Milli-Q.
Centrifugar por 5
minutos a 14.000
Xg.

3. Eluirem 15 pl

agua Milli-Q o
DNA de cada
amostra.

Centrifugar o
tubo micro
concentrador de
forma invertida
por 5 minutos a
1.000 xg.

4. Guardar as

amostras a -20°C
para as futuras
analises.
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13.

14.

15.

16.

17.

(microtubo
aberto). Caso ndo
seque, utilizar um
concentrador a
vacuo por 5
minutos a 60°C.
Dissolver em 100
pL de NaOH 8
mM, pipetando a
solucdo até o
pellet de DNA se
desmanchar
completamente.
Misture por 30
segundos.
Centrifugar por
10 minutos a
12.000 xg para
remover
materiais
insoluveis.
Transferir o
sobrenadante
para um novo
microtubo e
ajustar o pH da
solugcdo através
da adi¢do de 100
puL de 0,1 M de
HEPES, pH 7,8.
Através do tubo

micro
concentrador
Microcon 100,
concentrar até
500uL da
amostra.
Centrifugar por
15 minutos a
14.000 xg.

Lavar a
membrana 3
vezes com 250 uL
de agua Milli-Q.
Centrifugar por 5
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minutos a 14.000
Xg.

18. Eluir em 15ul de
agua Milli-Q o
DNA de cada
amostra.
Centrifugar o
tubo micro
concentrador de
forma invertida
por 5 minutos a
1.000 xg.

19. Guardar as
amostras a -20°C
para as futuras
analises.

4.4 Rendimento do grau de pureza

O nanofotdmetro de bancada Implen NP80™ ¢é capaz de determinar as
concentragfes médias dos acidos nucléicos presente nas amostras, assim como
sua pureza. Esses parametros sdo medidos a partir da quantidade de luz
absorvida pelo DNA da amostra em solu¢édo no comprimento de onda de 260nm,
de forma que quanto maior for a absor¢do de luz nesse feixe, maior é a
concentracdo de DNA na solucao. ApGs a extracdo, € comum que as amostras
de DNA néao estejam isoladas completamente de outras moléculas encontradas
na célula, como proteinas e compostos organicos. Portanto, € importante
determinar a pureza dessas amostras através do célculo da razdo da
absorbancia 260nm/280nm, que expressa a propor¢cao entre a quantidade de
DNA, medida no comprimento de onda 260nm, e quantidade de proteinas,

medida no comprimento de onda 280nm, e outros residuos extraidos.

4.5 Quantificacdo, indice de degradacdo e monitoramento de
inibic&o
A quantificagcdo do DNA contido nas amostras é determinada através da

realizacdo da técnica de PCR quantitativo (QPCR), utilizando o equipamento

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™). O kit Quantifiler Trio
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Applied Biosystems foi utilizado, indicando a concentragdo de DNA humano
contida na amostra, para assim, dar prosseguimento com as analises dos STRs.
O ensaio possui alvos génicos especificos para melhorar a sensibilidade da
deteccdo, sendo trés alvos génicos especificos para 0 DNA humano: o DNA
autossOmico que gera produtos de PCR de baixo peso molecular (Small
Autosomal (SA) (80 pb); de alto peso molecular (Large Autosomal (LA)) (214
pb); e também o alvo génico para DNA humano masculino (Y chromosome
targets), que gera um produto de PCR de 75 pb. Além disso, o kit detecta se ha
presenca de inibidores na solucéo através do uso de um controle da PCR interno
(Internal PCR Control - IPC). Além disso, o kit também detecta se a molécula de
DNA se encontra integra ou ndo, indicando o nivel de degradacao, através dos
dois primeiros loci alvos, Small Autossomal (SA) e Large Autossomal (LA), que
é calculado de forma que:

indice de _ Concentragéo de DNA SA (ng/pl)
Degradacao Concentracdo de DNA LA (ng/ul)

Quando o resultado é <1 indica que o DNA néo esta degrado nem inibido.
Enquanto que resultados que se encontram entre 1 e 10 indicam que o DNA esta
ligeriamente a moderamente degradado e que a presenca de inibidores é
possivel, mas nao suficiente para suprimir significativamente a amplificacdo. Por
fim, resultados >10 indicam que a amostra contém um material genético
significativamente degradado e com possivel presenca de inibidores.

J& o terceiro loci alvo do kit, Y chromosome targets, visa definir o género
sexual da amostra, pois esta presente em multiplas copias no cromossomo Y,
indicando, assim, se é amostra masculina ou ndo. O ultimo loci alvo, Controle
interno da PCR (IPC), avalia a presenca de inibidores nas amostras, de forma

gue uma amplificacao positiva apresenta um CT<40.

O marcador indicado pelo kit para avaliar a concentracdo de DNA e
realizadar as andlises de indice de degradacdo e presenca de inibidores é o

Small Autossomal (SA).

As sondas utilizadas sdo a TagMan MGB, que contém o fluoréforo (FAM
ou VIC) ligado a extremidade 5 da sonda e na extremidade 3’ apresenta um
guencher (NFQ) e um minor groove binder (MGB). Enquanto que, a outra sonda

€ a TagMan QSY, que contém um fluoréforo (ABY ou JUN) ligado a extremidade
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5 da sonda e na extremidade 3’ apresenta um quencher (QSY) (Applied
Biosystems, 2017).

4.6 PCR e tipagem STR

A amplificacdo do DNA extraido foi realizada pela técnica de PCR,
utilizando o kit Promega PowerPlex® Fusion 6C com DNA controle 2800M.
Através do termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well, seguindo as
recomendacdes de temperatura e tempo de acordo com o fabricante (Figura 8).
O kit € composto por 27 marcadores do tipo STR autossémicos (D3S1358,
D1S1656, D2S441, D10S1248, D13S317, D16S539, D18S51, D2S1338,
CSF1PO, THO1, vWA, D21S11, D75820, D5S818, TPOX, D8S1179, D12S391,
D19S433, FGA, D22S1045, SE33, Penta E, Penta D), um marcador do
cromossomo Y (DYS391) e a amelogenina que determina o género sexual. Além
de 2 loci de mutac¢des Y-STR (DYS570 e DYS576). Esses marcadores permitem
a amplificacéo e deteccao de fluorescéncia de 18 loci autossémicos que estéo
identificados no Combined DNA Index Systems (CODIS), o banco de dados de
perfis genéticos utlizado pelo Federal Bureau of Investigation (FBI)
(MCCAUGHAN et al, 2023).

Antes de iniciar a técnica de PCR as amostras foram concentradas. Os
microtubos foram centrifugados a vacuo no equipamento SpeedVac™ por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds a secagem dos microtubos, o DNA foi
ressuspendido em 5uL de agua Mili-Q e se manteve em agitacado de 300 RPM
por 30 minutos a temperatura ambiente. A proxima etapa seguiu pelo preparo do
mix da PCR e da utilizacdo dos 5uL de amostra, seguindo o protocolo do

fabricante.
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Protocolo de Ciclos da Temperatura

962C por 1 minuto, em seguida:

962C por 5 segundos
&02C por 1 minuto
Por 25 ciclos, em seguida:

502C por 10 minutos

42C manutencdo

Clico1 ' Nimero de ciclos ' Clicol | Manutengdo

96eC : qgeC

1 minuto, 5 segundos .
1 602C ' g0eC

1 minuto 110 minutosy
‘ N deC

Figura 8: Protocolo da temperatura dos ciclos do manual técnico do kit Promega
PowerPlex® Fusion System for use on the Applied Biosystems™ Genetic

Analyzers.

4.7 Eletroforese Capilar

Os produtos da PCR foram submetidos a Eletroforese Capilar no
equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer, com as seguintes propriedades
do protocolo do instrumento: capilar 50 cm; POP 7; matriz de fluor6foros J6;
temperatura de corrida 60°C; voltagem da injecao 1.6 kVolts; voltagem da corrida
19.5 kVolts; pré voltagem da corrida 15 kVolts; tempo injecdo de 8 segundos;
tempo de corrida de 1995 segundos; e tempo de pré corrida de 180 segundos.

As analise aconteceram em trés EC diferentes, de forma que em cada uma
das vezes as amostras dos trés protocolos foram adicionadas a placa em diferentes
pocos, no intuito de ndo haver possiveis variagdes oriundas dos capilares. Em
seguida, o resultado foi obtido e analisado através do eletroferograma pelo

programa Genemapper™ IDX.

Para a definicao do limite de deteccéo (do inglés Limit of Detection — LOD)
foi realizado o caculo do limiar analitico (LA) para determinar um thresholds e,
assim, a validag&o para as alturas dos picos. Esse caculo foi elaborado de forma
gue os ajustes de RFU foram estabelecidos como 1 para todos os canais de
fluorescéncia (azul, verde, amarelo, vermelho e roxo) nas 5 amostras de cada

um dos 3 protocolos, em que se realizou 3 diferentes corridas. Dessa forma,
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foram gerados 15 dados de analises para cada um dos 3 protocolos, totalizando
45 dados a serem analisados nos 5 diferentes canais de fluorescéncia. A partir
do calculo da média e o desvio padréo de 50 alturas randémicas dos ruidos
basais dos diferentes canais e amostras, foi possivel calcular o limiar analitico
separadamente de cada amostra, de forma que, ele seja igual a média mais trés

vezes o desvio padrdo (BUTLER, 2006), como mostra a férmula abaixo:

LA=MEDIA+(3*DP)

Isso possibilitou calcular uma média geral para os protocolos nas 3
corridas e definir o limiar analitico de todos os canais para os 3 protocolos
separadamente (BUTLER, 2006).

Desse modo, € possivel analisar qualitativamente o perfil genético dos
marcadores moleculares STRs, como exemplo a imagem abaixo de um
eletroferograma do controle de DNA 2800M que acompanha o kit de Eletroforese
Capilar (Figura 9). Essa analise qualitativa acontece através da avaliacdo das
alturas e formatos dos picos, como também se esta condizente com a ladder e
os bins. Além disso, é possivel avaliar a quantidade de DNA amplificado através
da quantidade de fluorescéncia incorporada (RFU), que é mensurado através da
altura dos picos.
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Figura 9: Eletroferograma completo do controle de DNA 2800M, mostrando os
marcadores e seus respectivos alelos. A) Eletroferograma mostrando os picos
dos locis: Amelogenina, D3S1358, D1S1656, D2S441, D13S317 e Penta E. B)
Eletroferograma mostrando os picos dos locis: D16S539, D18S51, D2S1338,
CSF1PO, Penta D. C) Eletroferograma mostrando os picos dos locis: THO1,
VWA, D21S11, D7S820, D5S818, TPOX. D) Eletroferograma mostrando os
picos dos locis: D8S1179, D12S391, D19S433, SE33 E D22S1045. E)
Eletroferograma mostrando os picos dos locis: DYS391, FGA, DYS576 e
DYS570. F) Eletroferograma mostrando os fragmentos de 60 a 500 pares de
bases do padrao interno WEN 500 (PROMEGA, 2018).

E importante definir um limite de deteccdo durante a analise dos dados
obtidos no programa Genemapper™ |DX, através da definicdo de um limiar
analitico, com a finalidade de separar, de forma mais segura e afirmativa, o que
sdo picos reais de DNA presente na amostra e 0 que sao ruidos basais do
equipamento. Para isso, € necessario uma validacao interna no intuito de definir
parametros e padrdes de qualidade de interpretacédo de resultados, que podem
ser variaveis entre diferentes laboratorios. Sendo que, o objetivo principal nessa

validacao é definir o limiar analitico dos picos de fluorescéncia para excluir dados
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inconsistentes e destacar os dados reais (MCCAUGHAN et al, 2023) (Figura 10).

(a)

Lirniar analitico
mmmssa===== Muito alto
e

Dado verdadeiro Dado verdadeiro - w.,_“
-
ff”x&‘ﬁ”ﬁ.\u'ﬁ p!
o~
ﬂi';:i,«’
~
I
- Y ™
s ] A = o
sy O A o E
f A o
hY ';'d-:'_..--""'
M, _____.--"' .
Artefato Artefato
Limiar analitico
-------- F=+ Muito baixo

Ruid
Ruid

Figura 10: Definicdo do limiar analitico para interpretacdo dos picos. a) Limiar
analitico definido com valor muito baixo, ndo distinguindo os ruidos do
equipamento, gerando dados falso-positivos. b) Limiar analitico definido com

valor elevado, resultado dados falso-negativos (BUTLER, 2015).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo Microsoft Excel 2019 e pelo programa
estatistico BioEstat. A realizacéo do teste de outliers foi feita através do teste de
Grubbs e para o teste de normalidade foi realizado o teste Shapiro-Wilk. Ja para
a analise da variancia, os resultados foram analisados utilizando o teste One
Way Anova e teste de Tukey, para comparacdo multipla entre as médias. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 e os resultados
foram expressos como media * erro padrédo da média. Alguns parédmetros foram
considerados, como a massa de DNA por grama de tecido preparado, para
analise de rendimento do grau de pureza, e a quantidade de DNA amplificado
por massa de DNA adicionado, visando avaliar os inibidores presentes, o indice
de degradacédo, o rendimento em gramas, qualidade geral do DNA e o perfil

genético completo.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados da Pureza e Quantificacdo do DNA

Logo apos a realizagéo dos trés diferentes protocolos de extragdo de DNA

de ossada, o primeiro resultado obtido € a concentracdo de acidos nucléicos

contidos nas amostras e o rendimento do grau de pureza, através da relacéo

A260nm por A280nm, ambos medidos através da leitura do equipamento

nanofotdmetro Implen NP80™ (Quadro 2).

Quadro 2: Valores medidos através da leitura pelo nanofotémetro

IMPLEN NP80™ apds a etapa de extracdo das amostras do Protocolo de

Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de Extragdo Organica (PEO); e Protocolo
de Desmineralizacdo Completa (PDC). PEA vs PEO ns; PEA vs PDC p<0,01;

PEO vs PDC p<0,01.

Leitura Nanofotometro
MEDIA DESVI MEDIA
PROTOCOLO | AMOTRA | ngful |A260/A280 [ng/ul] p A;RA% A260/A280

1 56,50 1,34
2 69,50 0,89

PEA 3 59,00 0,86 53,70 13,80 0,89
4 32,00 0,63
5 51,50 0,76
1 130,50 1,59
2 335,25 1,60

PEO 3 155,70 1,55 145,48 117,28 1,54
4 25,00 1,52
5 80,95 1,44
1 743,25 2
2 1.019,10 1

PDC 3 941,50 2 909,16 117,21 1,57
4 932,80 2
5 N/A N/A

N/A: Nao aplicavel.

Em seguida, foram obtidos, através da quantificacdo por qPCR, os

resultados relacionados ao IPC, sendo assim, referentes a analise da presenca

de inibidores (Quadro 3). Portanto, foi possivel avaliar que os CTs para o alvo
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génico IPC apresentam uma média <40 em todos o0s protocolos.

Quadro 3: Valores obtidos do Controle Interno da PCR (IPC) das
amostras do Protocolo de Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de Extrac&o

Organica (PEO); e Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC). PEA vs

PEO p<0,01; PEA vs PDC p<0,01; PEO vs PDC ns.

IPC
wada | Do | wada | P
PROTOCOLO | AMOTRA 1 2 3 por por
Amostra por Protocolo por
Amostra Protocolo

1 29,3 | 29,37 |29,25| 29,37 0,06
2 29,14 | 28,95 29,35 | 29,15 0,20

PEA 3 29,29 | 29,3 | 29,09 | 29,23 0,12 29,18 0,13
4 29,1 | 29,07 | N/A 29,09 0,02
5 29,08 | 29,21 29,03 | 29,11 0,09
1 28,74 | 28,74 | 28,87 | 28,78 0,08
2 28,74 | N/A | 28,69 | 28,72 0,04

PEO 3 28,85 | 28,72 | 28,69 | 28,75 0,09 28,74 0,07
4 28,72 | 28,68 | 28,67 | 28,69 0,03
5 28,65 | 28,81 | 28,56 | 28,67 0,13
1 29,01 | 28,9 | 29,11 | 29,01 0,11
2 28,87 | 29,02 |29,11| 29,00 0,12

PDC 3 28,75 | 28,82 | 2897 | 28,85 0,11 28,89 0,13
4 28,73 | 28,72 | 28,85 | 28,77 0,07
5 28,82 | 28,73 | 28,87 | 28,78 0,07

N/A: N&o aplicavel.

Ja os resultados obtidos durante a analise do indice de degradacéo

(Quadro 4), demonstram que so protocolos PEA, PEO e PDC apresentam uma

meédia de resultados entre 1 e 10, embora o PEO tenha apresentado um alto

desvio padréo e varios resultados outliers, sendo esses removidos das analises.
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Quadro 4: Valores do calculo para o indice de Degradacdo das amostras

do Protocolo de Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de Extracdo Organica
(PEO); e Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC). PEA vs PEO ns; PEA
vs PDC p<0,01; PEO vs PDC ns.

indice de Degradacdo

wada | P | wada | Demed
PROTOCOLO | AMOSTRA 1 2 3 por por
Amostra por Protocolo por
Amostra Protocolo
1 N/A |3,79| N/A 3,79 N/A
2 N/A |3,61| 2,83 3,22 0,55
PEA 3 0,94 |4,44| 1,67 2,35 1,85 2,34 1,23
4 1,81 |0,59| 1,43 1,28 0,62
5 2,67 1,92 | N/A 2,30 0,53
1 N/A | N/A | N/A N/A N/A
2 N/A | N/A | N/A N/A N/A
PEO 3 2,48 |2,33| N/A 2,41 0,11 4,96 3,50
4 9,83 | 518 | N/A 7,51 3,29
5 N/A | N/A | N/A N/A N/A
1 5,35 | 8,46 | 8,65 7,49 1,85
2 10,87 | 8,38 | 6,79 8,68 2,06
PDC 3 5,43 |6,85| 4,97 5,75 0,98 6,87 1,95
4 7,56 |3,40| 8,1 6,35 2,57
5 5,04 |6,37| N/A 5,71 0,94

N/A: Nao aplicavel.

Por fim, foram obtidas as concentracdo de DNA nas amostras pela técnica

de gPCR, média e desvio padrédo dos 3 protocolos (Quadro 5).
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Quadro 5: Valores da concentracdo de DNA nas amostras do Protocolo
de Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de Extracdo Organica (PEO); e
Protocolo de Desmineralizagcdo Completa (PDC). PEA vs PEO ns; PEA vs PDC
p<0,01; PEO vs PDC ns.

Concentrag¢io DNA pg/ul

Média Desvjo - Desvjo
PROTOCOLO | AMOSTRA | 1 2 3 por | P2drdo | Médiapor | Padrdo
Amostra | P°" Protocolo por
Amostra Protocolo
1 1,56 | 0,57 0,96 1,03 0,50
2 2,32 | 1,86 2,14 2,11 0,23
PEA 3 0,65 | 0,42 0,32 0,46 0,17 0,89 0,75
4 0,37 | 0,32 0,12 0,27 0,13
5 N/A | 0,43 0,36 0,40 0,05
1 4,393 | N/A N/A 4,39 N/A
2 1,889 | 10,68 | 5,414 5,99 4,42
PEO 3 N/A |14,365|17,912| 16,14 2,51 5,93 5,81
4 3,979 1,784 | 1,71 2,49 1,29
5 N/A | 0,219 | 2,837 1,53 1,85
1 5,314| 7,82 5,76 6,30 1,34
2 5,727| 7,51 4,00 5,75 1,76
PDC 3 7,435| 5,72 7,66 6,94 1,06 6,76 1,41
4 7,624| 6,61 N/A 7,12 0,72
5 N/A 7,40 9,36 8,38 1,39

N/A: N&o aplicavel.

5.2 Resultados da Eletroforese Capilar e Eletroferograma

A partir da definicdo do limiar analitico, os alelos foram avaliados e
definidos a partir de algumas parametros, como a altura e o formato dos picos,
além do fato deles estarem concordantes com a ladder e os bins. Dessa forma,
foi possivel calcular a média e desvio padrdo para o numero total de alelos
detectados (Figura 11), assim como, a altura dos alelos detectados (Figura 12),
a razéo da altura dos picos (Figura 13) e, por fim, a quantidade de artefatos
encontrados (Figura 14) no Protocolo de Extragcdo Avancada (PEA); Protocolo

de Extragao Organica (PEO); e Protocolo de Desmineralizagdo Completa (PDC).
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Figura 11: Numero total de alelos detectados no Protocolo de Extracao
Avancada (PEA); Protocolo de Extracdo Organica (PEO); e Protocolo de
Desmineralizacdo Completa (PDC). O simbolo * é referente a comparacéo entre
0 PEA e 0 PEO; # é referente a comparacgéo entre o PEA e o PDC; & é referente
a comparacao entre o PEO e 0 PDC. * # & p<0,05, ** ## && p<0,01, *** ### &&&
p<0,0001. PEA vs PEO p<0,01; PEA vs PDC p<0,01; PEO vs PDC p<0,01.
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Figura 12: Altura dos alelos detectados medida pela Unidade de Fluorescéncia

Relativa (do inglés Relative Fluorescence Unit - RFU), no Protocolo de Extracdo
Avancada (PEA); Protocolo de Extracdo Orgéanica (PEO); e Protocolo de
Desmineralizacdo Completa (PDC). O simbolo * é referente a comparacéo entre

o PEA e 0 PEO; # é referente a comparacao entre o PEA e o PDC; & é referente
a comparacao entre o PEO e 0 PDC. * # & p<0,05, ** ## && p<0,01, *** ### &&&
p<0,0001. PEA vs PEO p<0,01; PEA vs PDC p<0,01; PEO vs PDC p<0,01.
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Figura 13: Raz&o da altura dos picos (do inglés Peak Height Ratio - PHR)
heterozigotos no Protocolo de Extracdo Avancada (PEA) e no Protocolo de
Extracdo Organica (PEO). O Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC)
nao apresentou amostras em que foram detectados marcadores com mais de 1
alelo e, portanto, néo foi possivel realizar o caculo da razéo da altura dos picos.
O simbolo * é referente a comparacéo entre o PEA e o PEO; # é referente a
comparacao entre o PEA e o PDC; & é referente a comparacgéo entre o PEO e 0
PDC. * # & p<0,05, ** ## && p<0,01, *** ### &&& p<0,0001. PEA vs PEO ns.
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Figura 14: Numero total de artefatos detectados no Protocolo de Extracédo
Avancada (PEA); Protocolo de Extracdo Organica (PEO); e Protocolo de
Desmineralizacdo Completa (PDC). O simbolo * é referente a comparacéo entre
o0 PEA e 0 PEO; # é referente a comparacéo entre o PEA e o PDC; & é referente
a comparacgao entre o PEO e 0 PDC. * # & p<0,05, ** ## && p<0,01, *** ### &&&
p<0,0001. PEA vs PEO p<0,05; PEA vs PDC p<0,05 ; PEO vs PDC p<0,01.

Além disso, foi possivel calcular a média e desvio padréo apos a avaliacédo
das alteracbes dos tamanhos dos marcadores especificadamente dos 3
diferentes protocolos, que foram diferenciados através da quantidade de pares
de bases (Quadro 6).
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Quadro 6: Valores para comparacao do tamanho dos marcadores que
foram detectados no Protocolo de Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de

Extracdo Organica (PEO); e Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC).

TAMANHO DOS MARCADORES
PEA PEO PDC
, DESVIO , DESVIO . DESVIO
MARCADORES | ALELOS | MEDIA | [ ~on | MEDIA | o s | MEDIA | o —on
Amelogenina X 85,62 0,90 84,44 1,27 84,78 0,90
CSF1PO 10 - - 339,15 0,08 339,08 0
14 | 281,18 0,13 | 281,22 0,12
D1051248 ] ]
16 | 288,92 0,11 | 288,94 0,09
16 | 144,36 0,14 | 144,38 0,10
D125391 - -
18 | 152,69 0,11 | 152,67 0,10
11 | 331,72 0,11 | 331,81 0,09
D135317 - -
12 | 335,78 0,10 | 335,86 0,08
7,5 - - 7,5 0
D16S539 - -
13 | 117,53 0,30 | 117,48 0,11
15 | 169,64 0,09 | 169,65 0,10
D18S51 - -
19 | 186,15 0,15 186,18 0,12
13 | 227,26 0 225,28 0,06
D195433 - -
14 | 229,24 0,07 | 229,27 0,07
185,44 0,11 186,56 0
D1S1656 15 | 185,39 0,11
16 | 189,39 0,10 | 189,49 0,09 - -
220,94 0,08 224,06 0
021511 28 | 221,36 1,15
31,2 | 235,04 0,18 | 235,12 0,11 - -
D2251045 16 - - 464,93 0,08 - -
D251338 16 | 249,61 0,07 | 249,64 0,13 - -
11,3 | 230,12 0,12 | 230,18 0,11
D25441 } ]
14 | 239,55 0,11 | 239,60 0,12
17 | 134,85 0,12 134,89 0,12 135,38 0
D351358
19 | 143,37 0,12 143,63 0,58
10 - - 340,19 0,07
D55818 - -
12 | 349,36 0,07 | 348,59 0,52
10 | 297,47 3,68 | 291,98 0,12 - -
D75820
12 | 299,24 0,06 | 299,84 0,54 299,24 0,06
13 | 100,57 0,17 | 100,56 0,21
D8S1179 - -
14 | 105,10 0,25 105,12 0,12
FGA 19 | 168,10 0,05 168,13 0,11 - -
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22 180,54 0,08 180,62 0,05

PENTAE 10 - - 394,31 0,12 - -

SE33 20 356,79 0 343,03 1,70
27,2 | 373,37 0,01 373,34 0,06

THO1 9,3 98,18 0,17 98,24 0,16 97,77 0,01

TPOX 5 399,41 0,01 399,45 0,06 399,45 0,06
8 411,41 0,04 411,44 0,05 - -
17 156,11 0,11 156,10 0,12

VWA - -
18 160,22 0,10 160,22 0,11

Os perfis genéticos representativos através do eletroferograma do

Protocolo de Extracdo Avancada (PEA) (Figura 15); Protocolo de Extracdo

Organica (PEO) (Figura 16); e Protocolo de Desmineralizagdo Completa (PDC)

(Figura 17) também foram obtidos.
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Figura 15: Perfil genético representativo obtido da amostra de tecido 6sseo a
partir do Protocolo de Extracdo Avancada (PEA). O programa Genemapper™
IDX fornece o eletroferograma que mostra a deteccdo dos 5 capilar do
equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer, com canais de fluroscéncia em
azul, verde, amarelo, vermelho e roxo. E possivel avaliar no eixo vertical a altura
dos picos em RFU e no eixo horizontal o(s) numero(s) do(s) alelo(s) e o tamanho
dos marcadores em pares de bases.
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Figura 16: Perfil genético representativo obtido da amostra de tecido 6sseo a
partir do Protocolo de Extracdo Organica (PEO). O programa Genemapper™
IDX fornece o eletroferograma que mostra a deteccdo dos 5 capilar do
equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer, com canais de fluroscéncia
em azul, verde, amarelo, vermelho e roxo. E possivel avaliar no eixo vertical a
altura dos picos em RFU e no eixo horizontal o(s) niumero(s) do(s) alelo(s) e o

tamanho dos marcadores em pares de bases.
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Figura 17: Perfil genético representativo obtido da amostra de tecido 6sseo a
partir do Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC). O programa
Genemapper™ IDX fornece o eletroferograma que mostra a detec¢do dos 5
capilar do equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer com canais de
fluroscéncia em azul, verde, amarelo, vermelho e roxo. E possivel avaliar no
eixo vertical a altura dos picos em RFU e no eixo horizontal o(s) numero(s)

do(s) alelo(s) e o tamanho dos marcadores em pares de bases.
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6. DISCUSSAO

A primeira andlise obtida apds a extracdo das amostras € o resultado da
espectrofotometria (Quadro 2). Sendo assim, resultados entre 1,8 e 2,0 indicam
gue a molécula de DNA se encontra pura, enquanto que valores abaixos de 1,5
indicam que ha presenca de proteinas ou outros residuos junto a molécula de
DNA (MASAGO et al, 2021; MANCHESTER et al, 1995). Portanto, foi possivel
observar que o Protocolo de Extracdo Avancada (PEA) apresentou o resultado
para o grau de pureza 0,89, sendo assim, um indicativo de que a molécula de
DNA nédo se encontra pura. JA o Protocolo de Extracdo Organica (PEO) e o
Protocolo de Desmineralizagcdo Completa (PDC) apresentam um grau de pureza
respectivamente 1,54 e 1,57, logo a molécula de DNA apdés essas extracdes se
apresentou mais pura quando comparada ao PEA. Resultado parecido foi
avaliado em outro estudo que também utiliza uma extracdo similar ao PDC, e
obtém um DNA puro e passivel de andlise utilizando o mesmo kit para a gPCR
(ZENG et al, 2019). Em contra partida, diferentemente do que foi avaliado neste
trabalho, j4 foi descrito na literatura que o PDC nédo fornece um DNA puro
(JAKUBOWSKA et al, 2012). Além disso, foi possivel avaliar que o PDC obteve
uma concentracdo significativamente maior de &cidos nucléicos extraidos
quando comparado ao PEA e PEO, similar aos dados encontrados por Loreille
et al e Xavier et al (LOREILLE et al, 2007; XAVIER et al, 2021).

Apos a realizacdo do qPCR, foi visto que os CTs do alvo génico para o
IPC (Quadro 3) apresentam uma meédia <40 em todos os protocolos, indicando
que a presenca de inibidores ndo é significativa em nenhum dos protocolos.
Entretanto, somente quando comparados o PEA com o PEO e o PDC podemos
avaliar que a realizacao dos diferentes protocolos interferem significativamente
no processo de extragdo de um meterial genético sem inibicdo para o qPCR.
Visto que, nessas comparacdes houveram diferencas significativas, enquanto
que na comparagdo somente dos PEO e o PDC ndo ha. Portanto, um CT menor
indica que h& menor presenca de inibidores, enquanto que CT maiores indica
que a presenca de inibidores € maior (KNIGHT et al, 2023). Dessa forma, apés
a andlise estatistica, foi avaliado que o PEO e o PDC apresentam uma inibicao
significativamente menor quando comparado ao PEA. Ja havia sido descrito na
literatura que a realizagédo da extragdo de DNA de amostras de tecido 6sseo com

alto indice de inibidores, através do protocolo de desmineralizagdo completa
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especificamente, fornece uma eficiéncia para o preparo da molécula de DNA
guantificavel com pouca ou nenhuma inibicdo detectada (LOREILLE et al, 2007;
ZENG et al, 2018).

Os resultados referentes ao indice de degradacdo (Quadro 4),
demonstram que o todos 0s protocolo apresentam uma média de resultados
entre 1 e 10, indicando que o DNA esta ligeriamente a moderamente degradado,
porém esse fato ndo seria suficiente para interfirir na amplificacdo da PCR. Em
especial, o indice de degradacao do PEO apresentou resultados em que néo foi
possivel mensurar a concentracdo do loci alvo Large Autossomal (LA), que visa
o aprimoramento da sensibilidade da deteccdo da amplificacdo e sua
mensuracao. Esse fato, interferiu e limitou a realizacdo do célculo do indice de
degradacgéo para somente duas amostras, devido a aparicdo de dados outliers,
sendo essa uma situacao que envolve algumas das limitagdes desse trabalho.

Um fato que é relacionado ao caculo do indice de degradacédo é a
amplificacéo preferencial dos fragmentos de DNA menores, o que é perceptivel
nos trés protocolos, ja que ha uma diminuicdo na altura e quantidades dos picos
conforme ocorre um aumento no comprimento do fragmento de DNA em pares
de bases. Betancor et al (2010) ja havia sugerido que a realizacdo da extracéo
utilizando DNAzol gera a obtencédo da molécula de DNA mais degradada quando
comparado a outros métodos (BETANCOR et al, 2010), similar aos dados
encontrados nesse trabalho,.

Quando se avalia casos de amostras com indices de degradacéo fora do
intervalo consideravel de um material ndo degradado, ha a possibilidade da
utilizagdo de kits com marcadores miniSTRs. Esses marcadores apresentam
iniciadores mais proximos da regido STR, diminuindo a regido de anelamento e
gerando amplicons menores, normalmente apresentam de 60 a 200 pares de
bases, enquanto que os kits com marcadores STR geram amplicons que
apresentam de 100 a 450 pares de bases (WANG et al, 2018). Os miniSTRs
foram desenvolvidos para aprimorar ainda mais as performaces das
amplificagBes de materiais que apresentam DNA altamente degradado, além de
também melhorar a genotipagem das amostras que possuem presencas de
inibidores da PCR (BOELENS et al, 2021). Portanto, um meio alternativo para
avaliar novamente o PEO seria a utilizacao de kits com marcadores miniSTR na

gPCR, no intuito de aumentar a sensibilidade da analise dos resultados.
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O kit de PCR em tempo real Quantifiler Trio Applied Biosystems™
desenvolve diversos mecanismos para que seja possivel quantificar
simultaneamente as concentracdes de DNA amplificaveis contido nas amostras,
mesmo que elas sejam ainda menores que 5 pg/ul. Entretanto, quando a amostra
apresenta pouca quantidade de DNA, os efeitos estocaticos podem produzir
variabilidade significativa nos restulados dos ensaios (APPLIED BIOSYSTEMS,
2017). Esse caso envolve o material avaliado nesse estudo, ja que em algumas
amostras houveram outliers, que foram retirados das analises, mas que, ainda
assim, a auséncia de dados influencia em alterag6es tanto no célculo do indice
de degradacédo, quanto na concentracdo. Putkonen et al (2010) demonstraram
em seu trabalho, que a quantidade de DNA nuclear e a sua degradacéo foram
os fatores mais importantes que afetaram o sucesso da PCR a partir de 0ssos
mal conservados (PUTKONEN et al, 2010). Nessas condi¢des, o indicado para
solucionar essas variacoes é realizar uma nova extracdo ou concentrar as
amostras e realizar a andlise através do qPCR utilizando o kit Quantifiler Trio
Applied Biosystems™ novamente. Além disso, é possivel utilizar outro kit para
andlise de STR que visa permitir maior entrada de volume de DNA (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2017).

O osso processado e avaliado nesse estudo € caracterizado como uma
amostra LCN, ja que entre os trés protocolos de extracao de DNA a média das
concentracdes obtidas foram respectivamente para o protocolo PEA, PEO e
PDC: 0,89 pg/ul; 5,93 pg/ul; 6,76 pg/ul. Sendo que, é possivel ocorrer diferencas
nos resultados das concentracdes de DNA apds a medicao no espectrofotbmetro
e na amplificacdo por gPCR, ja que na espectrofotometria ocorre a deteccéo de
qualquer acido nucléico que tenha sido extraido e esteja presente na amostra,
como DNA ou RNA de contaminantes. Enquanto que na gPCR, ocorre uma
amplificacdo especifica de material genético somente do alvo contido no Kit.
Apesar desse fato, foi observado que o padrdo de concentracédo se repetiu em
ambas as analises, ja que o PDC se manteve com maior quantidade significativa
de material genético comparado aos demais protocolos. Resultado semelhante
foi visto por Xavier et al (2021), em que a realizacdo do PDC obteve um aumento
geral de ganho de DNA guando utilizado quantidade suficiente de tecido 6sseo
(XAVIER et al, 2021).

Portanto, o DNA encontrado nessas amostras estdo em baixas
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guantidades, fato que justifica que engquanto em um protocolo ha a falta de
alguns alelos, em outro ha a aparicdo de mais do que dois alelos por marcador.
Apesar dessa amostra ser LCN, existem limites na quantidade de material a ser
extraido e amplificado conforme o kit utilizado, visto que o PowerPlex Fuscion
6C indica 1ng de amostra de DNA para realizacdo de seu protocolo de PCR
(PROMEGA, 2018). Dessa forma, o intuito de aumentar a quantidade de material
extraido para aumentar a concetracdo de DNA a ser amplificado, ndo significa
um resultado de amplificagdo com qualidade.

Uma possibilidade para facilitar as analises das amostras LNC € aumentar
o0 numero de ciclos da PCR, no intuito de aumentar a amplificacéo, ja que mais
copias das moléculas de DNA serdo geradas. Porém, é necessario ter cautela
durante essa alteracdo, pois h& a chance de acontecer drop-in e/ou drop-out de
alelos, como também uma maior chance de contaminacéo (JIANG et al, 2020;
BUTLER, 2009). Apesar dessa possibilidade, a probabilidade da aparicdo de
alelos extras ndo excede 5%, de forma que quando se repete a reacdo da PCR
a chance desse alelo drop-in aparecer mais de uma vez cai para 1%
(SKENDERAGIC et al, 2021). Desse modo, acaba sendo necessério na rotina
de trabalho com amostra LCN a necessidade de pelo menos duas ou trés
amplificacbes pela PCR do mesmo material para mais de uma analise na
eletroforese capilar, no intuito de avaliar se realmente o aparecimento de um ou
mais alelos extras estéo presentes em pelo menos duas vezes dessas repeticoes
(SKENDERAGIC et al, 2021; BUTLER, 2009).

Outras alternativas séo a reducéo do volume da PCR para obtencéo de
um produto da PCR mais concentrado, e até a adicdo de mais produto
amplificado na preparacdo da reacdo para a eletroforese. Além disso, existe a
possibilidade de filtrar esse produto para remover ions que competem com 0S
amplicons STR no momento da inje¢cdo no capilar, como também o0 uso de
formamida que apresente uma menor condutividade, e/ou ainda, aumentado o
tempo de injecdo no instrumento da eletroforese capilar (SKENDERAGIC et al,
2021; BUTLER, 2009).

Um desafio a mais nessa analise, € a delecdo de alguns alelos, sendo
uma situacao caracteristica de um perfil com baixa concentracbes de material
genético, visto o desequilibrio nos picos. Esse quadro ocorre especialemente
nos marcadores genéticos heterozigotos, que acabam apresentando um sinal
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alélico com baixo RFU e nado atingem o limiar de deteccdo definido, podendo
gerar falsos marcadores homozigotos ou ainda dificultando a analise de
ocorréncia de mutacdes devido a incerteza dos alelos verdadeiros (HADDRILL
et al, 2021; GILL et al, 2015). Nessa situagéo, o0s sinais e os ruidos acabam né&o
sendo possiveis de serem diferenciados e acontece a perda de informacgdes
importantes para a definicdo do perfil genético, situacdo que foi observada no
PDC, em que todos os marcadores apresentaram somente um alelo, como

mostra a figura 16.

Diferentemente dos resultados obtidos nesse trabalho, foi descrito na
literatura que a realizacdo de métodos que envolvam uma desmineralizacao
completa (PDC) podem apresentar muito pouco droup-out de alelos (ZENG et al,
2018) e uma melhora na tipagem do DNA e na andlise dos marcadores STR,
guando comparado ao Protocolo de Extracdo Organica (PEO) (EDSON, 2019;
JAKUBOWSKA et al, 2012; LOREILLE et al, 2007). Fato que se relaciona
diretamente com o aumento do uso desse tipo de método nas rotinas das
andlises forenses, ja que foi avaliado que entre 2016 e 2021 54% dos artigos
publicados e que trabalham nessa linha de pesquisa aderiram esse protocolo em
seus laboratérios (FINAUGHTY et al, 2023).

Em contra partida, semelhante ao que foi avaliado nesse projeto, outro
estudo de comparacdo de métodos de extracdo que também analisa protocolos
similares ao PEA e PDC, indica que o Protocolo de Extracdo Avancada (PEA) é
mais efetivo no rendimento de DNA e na formacao de alelos, do que o Protocolo
de Desmineralizagdo Completa (PDC) (PAGAN et al, 2011). Ainda na
comparacao entre o PEA e PDC, foi avaliado que a extragcao de DNA realizada
a partir do PDC se mostrou mais eficaz, também utilizando o kit PowerPlex
Fusion, em comparacdo ao PEA, porém utilizando outras amostras de tecidos
0sseos, como 0ssos do cranio e dentes (EDSON, 2019). Além disso, ja foi
sugerido na literatura, que o método de desmineralizacdo completa (PDC) seja
mais indicado nos casos em que a degradacdo do DNA ndo seja critica ou
situacbes em que a preservacdo da amostra de tecido 6sseo ndo seja um
problema (XAVIER et al, 2021).

Ambos os protocolos fazem o uso de reagentes téxicos, cancerigenos e
perigosos para a saude humana, tanto o fenol cloroférmio nos protocolos PEA e

PDC, quanto o TRIzol no PEO. Portanto, € de extrema importancia a
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preocupacao e o uso dos EPIs e fluxos apropriados nas areas de trabalho com
esses tipos de reagentes. Apesar do uso desse componentes toxicos, foi
avaliado que o método com fenol cloroférmico gera uma obtencdo mais eficiente
tanto na quantificacdo do DNA, quanto na geracao do perfil genético, atingindo
em média o maior nimedo de alelos, quando comparado a outros métodos mais
recentes, como coluna, suspensdo em silica e automatizados (HAARKOTTER
et al, 2023).

Além disso, juntamente com a eficacia, outros pontos séo relevantes para
serem considerados durante a escolha e realizacdo dos protocolos, como o
tempo e o custo. Nesse estudo, o custo dos insumos ndo varia
consideravelmente entre os trés métodos de extracao, sendo o TRIzol o reagente
mais custoso. Ja na questdo do tempo gasto para a execucdo de cada método,
€ possivel avaliar que o PEO é o mais longo, com 12 horas a mais do que os
protocolos PEA e PDC. Sendo assim, considerando o valor e tempo gasto, o

PEO se torna menos vantajoso em vista dos outros dois protocolos.

Portanto, existem diversos desafios enfrentados para defenir um perfil
genético de amostras criticas, como as oriundas de uma extracdo de DNA de
tecidos 6sseos, sendo avaliado por Haarkotter et al (2023) que na literatura ha
poucas publicacbes em que se comparam métodos de extracdo de DNA para
restos humanos (HAARKOTTER et al, 2023). Outro estudo de revisdo que
apresenta em média 100 registros, sugere que nao existe uma abordagem
sistematica ou um consenso para esse tipo de pesquisa ha comunidade forense,
sobre quais métodos de extracdo de DNA apresentam melhor desempenho ou
quais protocolos funcionam com tipos especificos de amostras. Pelo contrario,
grande parte das analises consistem em tentativa e erro, no intuito de definir o
gue melhor funciona para cada uma das realidades de diferentes amostras e
laboratorios (FINAUGHTY et al, 2023).

Apesar disso, 0 uso dos marcadores STRs tem a capacidade de amplificar
os fragmentos longos ou curtos de DNA, pois os iniciadores apresentam grande
chance de encontrar fitas intactadas para a amplificacdo. Além do que, a
ocorréncia de drop-out de alelos por amplificacao preferencial pelo menor alelo
€ menos provavel de acontecer, visto que em individuos heterozigotos ambos os
alelos sdo semelhantes em tamanho (BUTLER et al, 2021). Sendo assim, 0s

marcadores STRs apresentam grande potencial para analise de amostras com
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material genético degradado, principalmente quando comparado aos antigos
marcadores utilizados nas pesquisas forenses, pois sdo muito mais sensiveis do
gue as técnicas antigas, como sondas RFLP e marcadores VNTRs, e também
muito mais discriminatérios. Logo, seja em amostras degradadas e/ou com baixa
concetracdo de DNA, ou ainda com presenca de inibidores, que acabam gerando
analises de dificil execucdo, os marcadores STRs proporcionam um
eletroferograma passivel de analise e intepretacao.

Dessa forma, resumidamente os resultados obtidos demonstraram que o
Protocolo de Extracdo Avancada (PEA) apresentou um grau de pureza do DNA
menor quando comparado aos outros protocolos. Porém, durante o qPCR foi
possivel avaliar que as amostras extraidas por este método apresentaram uma
amplificac@o positiva, com baixa presenca de inibidores e com um indice de
degradacdo baixo, sendo um método de recuperacdo de DNA favoravel para
analise de perfil genético. Dessa forma, apos a quantificacédo foi observado uma
baixa concentracdo de DNA, porém, apesar dessa fato, houve a deteccdo dos
alelos, da area (PHR) e altura dos picos, em RFU, nos padrdes estabelecidos
para um uma prepragdo da molécula de DNA de alta qualidade. Além disso, o
tamanho dos picos detectados comparados aos outros protocolos foram
similares e ndo demonstraram valores distoantes. Por fim, foi possivel observar
que houve a presenca de artefatos, porém nada que comprometesse a analise
geral do perfil genético. Dessa forma, esse protocolo demonstrou uma prepracao
do DNA com uma boa qualidade e alto rendimento geral e, além disso,
proporcionou a obtencado do perfil genético quase completo.

Enquanto que, os resultados obtidos a partir do Protocolo de Extracao
Orgéanica (PEO) apresentaram um DNA puro e ap0s a realizacdo do gPCR,
analisou-se que as amostras extraidas também apresentaram uma amplificagédo
positiva, com baixa presenca de inibidores. No entanto, apesar do calculo do
indice de degradagdo estar dentro do intervalo considerado como material
genético ligeiramente a moderadamente degradado, a deteccdo de um dos alvos
génicos ficou comprometida em algumas amostras e ocorreu grande aparicéo
de dados outliers. Além disso, a concentragdo de DNA, apesar de maior do que
os resultados do protocolo PEA, ainda é baixa e com alto desvio padrao,
caracterizando uma amostra LCN. Entretanto, houve uma maior detec¢cdo no

namero de alelos, além da area (PHR) e altura dos picos, em RFU, sendo dados
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que caracterizam uma preparacdo do DNA de boa qualidade para analise do
perfil genético. Foi possivel avaliar que a a solubilizacdo completa do tecido com
tiocianato de guanidina e fenol (Trizol®) tem efeito positivo para o rendimento da
extracdo dessa molécula. Ja o tamanho dos picos detectados comparados aos
outros protocolos foram similares e ndo demonstraram valores distoantes. Por
fim, houve maior presenca de artefatos do que nos dados dos outros 2
protocolos, portanto, da mesma forma que ocorre uma maior deteccédo de alelos,
esse fato abrange também maior deteccdo de artefatos, sendo assim, esse
protocolo se demonstrou o mais informativo. Esse método de extracdo
apresentou uma interferéncia na analise do parametro do indice de degradacéo
e no desempenho do rendimento geral pela concentracdo da molécula de DNA,
porém, apesar disso, foi 0 que proporcionou um perfil genético mais completo
entre todos os protocolos.

Ja os resultados obtidos a partir do Protocolo de Desmineralizacéo
Completa (PDC) apresentou, assim como o PEO na analise do grau de pureza,
um DNA puro. Além disso, apés o gPCR, da mesma forma que os outros
protocolos, as amostras extraidas tiveram uma amplificagdo positiva, com baixa
presenca de inibidores e similar ao PEA, o indice de degradacado foi baixo,
demonstrando, até entdo, ser um método de recuperacao de DNA favoravel para
andlise do perfil genético. Além disso, a concentracdo de DNA, mesmo que maior
quando comparada ao PEA, ainda é baixa, caracterizando uma amostra LCN.
Entretanto, alguns dados distoaram totalmente dos outros 2 protocolos apés a
eletroforese capilar e durante a elaboracéo do eletroferograma, pois foi possivel
avaliar que a quantidade de alelos detectados foi extremamente baixa. N&ao
somente, mas a altura dos alelos detectados, em RFU, foi minima de forma que
nao foi possivel realizar o calculo da area dos picos, 0 que proporcionou a falta
de dados para esse parametro. Devido a isso, o numero de artefatos também foi
baixo, ja& que esse método se demonstrou pouco informativo. O tamanho dos
poucos picos que foram detectados e seus valores comparados aos outros
protocolos foram similares e ndo demonstraram valores distoantes. Dessa forma,
foi possivel classificar que o0 método que envolve a desmineralizacdo prévia do
0sso interfere no desempenho do rendimento geral, assim como na qualidade
geral da extracdo da molécula de DNA, promovendo um perfil genético

incompleto.
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Os diferentes parametros avalidos possuem pesos distintos para as
analises e consideracoes referentes a performance e eficiéncia de cada um dos
protocolos. Entretando, de forma resumida, os resultados foram assumidos com
pesos semelhantes para um apanhado dos resultados obtidos, a fim de
possibilitar uma comparacdo semiquantitativa entre os métodos de extracdo
(Quadro 7).

Quadro 7: Resumo dos resultados de cada um dos parametros avaliados
no Protocolo de Extracdo Avancada (PEA); Protocolo de Extragdo Organica

(PEO); e Protocolo de Desmineralizacdo Completa (PDC).

RESUMO DOS RESULTADOS
Protocolo de | Protocolo de
. N Protocolo de
Extracao Extracao . i
Avancada Organica Desmineralizagdao
(PEA) (PEO) Completa (PDC)
Grau de
+ ++ ++
Pureza
Presenca de
o +++ +++ +++
Inibidores
indice de
- ++ + ++
Degradacao
Concentragao
+ ++ +++
de DNA
N2 de Alelos ++ +++
RFU +++ ++
PHR +++ +++ -
Tamanho dos
+++ +++ +++
Alelos
Perfil Sem
++ + +++
Artefatos
Rendimento
+++ +++ +
geral do DNA
Qualidade
+++ ++ +
geral do DNA
Perfil
++ +++ +
Completo
Tempo +++ ++ it
Custo +++ ++ +++

+ pouco satisfatorio; ++ médio satisfatério; +++ satisfatdrio; - sem resultados.
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7. CONCLUSAO

Portanto, apds a execuc¢do e comparacao da eficiéncia dos trés diferentes
protocolos de extracdo de DNA de ossada é possivel determinar que o protocolo
gue melhor desenvolve um preparo do material genético a partir de tecido ésseo
€ o Protocolo de Extracdo Avancada (PEA). Devido ao fato, de que na maioria
dos parametros avaliados ele se manteve com padrdes de resultados eficazes
nesse tipo de analise, com custo e tempo ideal e de simples execucao, gerando
um perfil genético completo, com alto rendimento e qualidade geral da molécula
de DNA. Dessa forma, foi estabelecido o protocolo operacional padréo (POP) do
protocolo de extracdo avancada (PEA) (Anexo 1), para utilizacdo no Laboratério
de Biologia Forense do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).
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ANEXO 1

PROTOCOLO OPERACIONAL PADRAO (POP): PROTOCOLO DE
EXTRACAO AVANCADA

F;-"-, Universidade Federal do Rio de Janeiro

wl® Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Procasso:

FProtacolo para extragso de DNA de lecido dsseo

Obijetivo Estralénico:

FRealizagdo de wm profocaio de exfragdo de DNA de ossada que defermine uma praparagdo desss molsouwa
de alfa gualidade

Campo de aplicacio:

Laboratdno de Biclogia Forense da Universidade Federal do Rio de Janeiro

Unidade responsaval: Vers3a: Mamero de paginas:
Laboratdno de Bichogia Foranse 1 116
1- OBJETIVOD

Descrever as orientacbes e recomendacdes para a realizagao da extracao de

DMA de tecidos dsseos a partir do Protocolo de Extracio Avancada.
2- APLICAGAD

Este POP aplica-se ao Laboratdric de Biologia Forense do Instituto de
Biologia — Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

3- PALAVRAS-CHAVE

Extragao de DNA; Tecido Osseo; ldentificagao Forense, STR; PCR

4- DICIONARIO DE TERMOS E SIGLAS

TermolSigla Significado
DMNA Do inglés Deoxyribonucieic acid
EDTA Acido Etilenodiaminico Tetra-Acético
PCR Do ingés Polymerase Chain Reaction
qPCR Do inglés guantitative Polymerase Chain Reaction
RFU Do inglés Relative Fluorescent Units
SDs Do inglés Sodium Dodecyl Sulfate
5TR Do inglés Shart Tandem Repeats
Elaborado por: Aprovado por: Dala aprovacio:

Giselle Lindoifo Affonso Evangelio Rodngo Soares de Moura Meto 1072023
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Universidade Federal do Rio de Janeiro
Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Processo:

Protocolo para extragdo de DNA de fecido dsseo

Objetivo Estratégica:

Realizagio de um profocolo de extracao de DNA de ossada que defermine uma preparacac dessa molcula

de alta guahdade

Campo de aplicacin:

Laboratdno de B.u:ru'-ng.na Forense da Universidade Federal gdo Rio de Janeiro

Unidade responsaval:

\ersSo:

Numera de paginas:

Laboratdno de Binlogia Foreanse

1

&~ RESULTADO FINAL DO PROCESSO

O resultado final do processo envolve a extraciio do DNA de tecido deseo a partir
do Protocolo de Extracao Avancada, que apresenta uma preparacio em alta
gualidade da molécula de DNA. Sendo assim, é obtido uma extracio ideal, com
simples execucdao & baixo custo ao laboratdrio, sendo eficiente na amplificacao
dos marcadores genéticos alvos nessa andlise, os STRs.

6- PARAMETROS PARA MEDIGAO DO DESEMPENHO DO PROCESSO

Os parmetros aferidos para a medicdo do desempenho do Protocolo de
Extracio Awvancada envolvem a massa de DNA por grama de tecido dsseo
preparado, para a andlise do rendimento de grau de pureza, & quantidade de
DMA amplificade por massa de DNA adicionado. Essa segunda avaliacio &
possivel através dos parametros da concenfragao do DNA obtidos pela
guantificacio das amostras de tecidos dsseos, afravés da técnica de PCR em
tempo real (QPCR), para a andlise da presenca de inibidores e do Indice de
degradacac. Além disso, também ha a avaliacio da amplificacao dos
marcadores moleculares STRs, durante a técnica de PCR, seguida pela
Eletroforese Capilar, gque gera a quantidade de fluorescéncia incorporada,
medida em RFU. Portanto, a parir desse resultado, é possivel observar o
dezempenho do método de extracio avancada através do ndmero total de alelos
detectados, a altura dos alelos detectados, a razio da altura dos picos dos alelos
detectados, o tamanho dos alelos detectados e o numero total de artefatos
detectadaos.

Elaborado por: Aprovado por: Data aprovagio:

Gisale [indoifo Affonsa Evangelio Rodnga Soares de Mours Mato 10072023
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}"?'. Universidade Federal do Rio de Janeiro
e Procediments Operacional Padrao (POP)
Nome do Processo:
Frofocolo para extragdo de DNA de fecido ds5e0
Objativo Estratégico:

Realizagdo de uwn profocalo de extragdo de DNA de ossada que defermine wma praparagdo dessa moldcula
de alfa qualidade

Campo de aplicagio:

Laboratdno de Biologia Forense da Universidade Federal do Rio de Janeiro

Unidade responsavel: Versao: Mimero de paginas:
Laboratdrio de Biologia Forense 1 36

7- PROCEDIMENTOS

PROTOCOLD DE EXTRACAD AVANCADA

Uso dos Equipamentos de Protegdo Individual (EPIs) mecessarios: jaleco, luvas e
Gculos de protegdo

ETAPA 1

ETAPA 2 | Preparagao do tecido dsseo

1. Lavar a fragio do osso que sard utilizada com dgua e esponja de ago, asfregando
a superficie externa para limpeza de impurezas. Realizar a ditima lavagem com
dgua Milli-0.

2. Lixar o osso com auxilio da microretifica Dremel 300. Retirar aproximadamente 1
mim da camada externa desse material, que ficard branco e liso. Fazer duas
canaletas paralelas, de @ om de altura e 8 cm de comprimento, gue facilitard o
corte transversal.

3. Cortar emn 4 peguenos pedagos a canaleta | delimitada, em média 2 crm de
altura e 2 crm de cormprimento e lkar a face interna para limpeza das trabéculas
dsseas.

4. Pulverizar as amostras através do equipamento SPEX Sample Prep 6750 Freezer
BN [Metuchen, Mew Jersey, LA

5. Dividir 4 g de pd de ossoem 20 aliguotas de 200 mg, destinando 5 aliquotas para
cada um dos 3 diferentes protocolos de extragdo de DNA de ossada e mals 5
3MOsiras Como reserva técnica.

6. Armazenar as amostras a 49 C por até 12 mesas.

ETAPA 3 | Solubilizag3o, extrac3o e purificacdo da molecula de DMNA

1. Em cada um dos 5 microtubos, contendo =200 mg de pd de osso, adicionar 600
pL de tampso de lise 1 (10 mM de Tris pH 8, 100 mM de Na0Ac, S0 mi de EDTA
pH & e 0,5% de 505).

2. Adiclonar 20 pL de 20 mg/mL de proteinase K

3. Manter por 48h a 562C ern agitag3o (1000 xg) intermitente.

Elaborado par: Aprovado por: Data aprovago:
Gisedla Lindoifo Affonsa Evangelio Rodriga Soaras de Mours Nelo 10/07/2023
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Universidade Federal do Rio de Janeiro
Procedimento Operacional Padrio [POP)

Mome do Processoc

Frotocolo para extragdo de DNA de lecido osseo

Obijativo Estraléqico:

de alta gualidage

Realizacdo dé um profocalo de exfracdo de DNA de dssada gue delerming wna préparagdo dessa moldcula

Campo de aplicacio:

Laborattno de Bidlogia Forense da Universidade Federal do Rio de Janaiio

Unidade responsawal:

arsdo: Mimaro de paginas:

Laboratdio de Biskogia Forense i 455

EThen 4 | Extragio e purificagSo do DNA

1

2,
3

Centrifugar as amostras por 15 minutos a 5000 xg.

Transferir o sobrenadante para nowos microtubos.

Adicionar a amastra um volume eguivalents de fenol e cloroférmio
{25:24) em cada microtubo.

Misturar de 3 minutos.

Centrifugar as amostras por 10 minutos a 5000 =g e transterir a faze
aquosa para um nowo microtubo.

OBS: As amostras podem ficar guardadas até 1 semana a 4oL

ETAFA 5

Concentracdo do DMA

1.

Concentrar, atrawves do tubo micro concentrador Microcon 100, ate 500 pl
da faze aquosa. Centrifugar por 5 minutos a 14.000 xg.

Lavar a membrana 3 vezes com 250pL de dgua Milli-0. Centrifugar por 5
minutos a 14.000 =g.

Eluir em 15 pl agua Milli-0 o DMNA de cada amaostra. Centrifugar o tubo micro
concentrador de forma invertida por 5 minutos a 1.000 xg.

Guardar as amostras a -202C para as futuras andlises.

Elaborado por:

Aprovado por: Data aprovacio:

Gisela | indoifo Affansa Evangelio Raodngo Saaras dée Moura Nelo 10072023
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Universidade Federal do Rio de Janeiro
Procediments Operacional Padrao (POP)

Mome do Processo:

Frofocolo para extragdo de DNA de fecido ossed

Objativo Estratéqica:

da alta gualidade

Raalizagdo de um profocolo de exfragdo de DNA de assada gue debarming wna préparagao dessa mokcwa

Campo de aplicacio:
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ANEXO 2
QUADRO DE RESULTADOS
Quadro 1: Numero total de alelos detectados no Protocolo de Extracédo

Avancada (P1l); Protocolo de Extracdo Organica (P2); e Protocolo de

Desmineralizacdo Completa (P3).

ALELOS
Média Desvio
PROTOCOLOS 1 2 3 por Padrio por
protocolo protocolo
P1 17,6 17,2 17,4 17,4 0,2
P2 21,4 22,8 23,2 22,47 0,95
P3 3 2,2 3,2 2,80 0,53

Quadro 2: Altura dos alelos detectados medida pela Unidade de
Fluorescéncia Relativa (do inglés Relative Fluorescence Unit - RFU), no Protocolo
de Extracdo Avancada (P1); Protocolo de Extracado Organica (P2); e Protocolo
de Desmineralizacdo Completa (P3).

RFU
PROTOCOLOS| 1 2 3 |Mediapor| Desvio
protocolo | Padrdo por
protocolo
P1 68,27 71,87 72,05 70,73 2,13
P2 58,65 55,04 51,46 55,05 3,60
P3 22,87 26,27 29,93 26,36 3,53




Quadro 3: Razéao da altura dos picos (do inglés Peak Height Ratio (PHR))
heterozigotos no Protocolo de Extracdo Avancada (P1l) e no Protocolo de
Extracdo Organica (P2). O Protocolo de Desmineralizacdo Completa (P3) ndo
apresentou amostras em que foram detectados marcadores com mais de 1 alelo
e, portanto, ndo foi possivel realizar o calculo da razdo da altura dos picos.

PHR
PROTOCOLOS | 1 2 3 | Mediapor | Desvio
protocolo | Padrio por
protocolo
P1 65,75 68,13 66,57 66,82 1,21
P2 63,33 58,87 64,66 62,29 3,03
P3 - - - - -

Quadro 4: Numero total de artefatos detectados no Protocolo de
Extracdo Avancada (P1); Protocolo de Extracdo Organica (P2); e Protocolo de

Desmineralizacdo Completa (P3).

ARTEFATOS
Média por | Desvio
PROTOCOLOS 1 2 3 protocolo Padrdo por
protocolo
P1 2,8 2,8 3 2,87 0,12
P2 54 5,2 3,4 4,67 1,10
P3 0,4 0,4 1 0,60 0,35




ANEXO 3
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO w
FRAGA FILHO DA asil
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO / HUCFF-
UFRJ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: COMPARACAD DA EFICIENCIA DE METODOS DE EXTRACAD DE DNA DE
TECIDOS OSSEOS

Pesquisador: GISELLE LINDOLFO AFFONSO EVANGELID

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

Versdo: 2

CAAE: 50336821.7.0000.5257

Institulgio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Princlpal: Financamento Proprio
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRD

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 5185105

Apresentacio do Projeto:
Protocolo 192-21. Respostas recebidas em 1611002021

Az informagbes colocsdss nos campos denominedos “Apressntacho do Projeto®, "Objetivo da Pesguisa® &
*Avaliagdo dos Riscos e Benefickos® foram retiradas do arguivo intitulado
‘PE_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO 1768316 pdf. postado em 16M 002021

Introdugdo

Mos mais diversos palses ao redor do munds o proposito das investigacbes das autoridedes policials &,
principalmenta, definir & identidade dagueles individuss responsaveis por cometer crimes, sendo esse
objetive cada vez mals alcangado com a ajuda e avango da céncia. Durante o processo de investigacso, 8
ciéncia forense ajuda & reconstruir o decorrer dos fatos envolvidos guando um erime fol cometido, atravwda
de vestigios e indicios encontrados nos locais de crimes que podem ser comparados com material colhido
de suspeitos, resultando em um |sedo gue serd

Emdoregco:  Rua Prol. Rodolpho Padle Riocoo N255, T andar, &la E

Babro: Cldade Unkrersitdina CEP: 71.541-813
UF: RJ Municiplo:  RIO DE JANEIRD
Talgfona: [71)3938.-2480 Faoc (21 393E-2481 E-mall: cepdinuc ult). br
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apresantado e juigado no tibunal (KOWALCZYK, 2018). H& muitcs anos & dres da medicing forense &
criminalistica vem buscando & fazendo uso de novas tecnologias & métodos, tormnando & céncia forense

cads ez mas interdiscplinar, com o usoe de novas farramentas, como & biotipokogia, detbacopia, botdnica,

velerindria, computacas & gendtica (KOWALCZYE, 2018). Visto isso, um ponto em destagus & que a céncia

forenss vem se rencvando, sobrefudo, a partir da utiizagso de exames para identificacso através do DMNA,

elucidando tanto a identificacio de grau de parentesco entre individuos, quanio em casos de delitos &
identificacdo de cadéveres, visando, assim, urn melhor desempenho nas suas fungdes perante a sociedade
[SOPRAN. 3019). Desse modo, os resultados das novas tecnologias mo Smbito dos exames genéticos wam
sendo cada vez mais empregados pelo sisterna judici&nio criminal, de forma a realizar analogias e bgagdes
diretas entre amostras enconiradas em locals de crimes com suspeitos envolvidos, favorecendo o
esclarecimenio & conclusdo de diversos delidos. A gendtica forense, um dos ramos mais recente que surgiu
no Ambito da ciéncia forense, fornece uma makor confianga nos resultados comparados aos métodos
utilizados anterioments, como o grepe sanguineo (ABO), gue ndo & muito informative, servindo mais como
um critério de exclusio do que de inclusdo de um individuo suspeito de relagio com wm crime, akdm das
caracteristicas morfoldgices ou impressdes digitais, gue normalmente acabam sendo decompostas
rapidamente nas cenas ciminais (KOWALCZYK, 2018). Os estudos com o DNA vém sendo utiizado de
varias formas, sendo de grande valia para situagbes coma na identificacac e vinculagio de suspeitos com
locais de crimes, inocentar pessoas vitimas de falsas acusagtes, identificar patemidade chvil ou ndo, como
&m caa0s com vitimas de estupros, e identificar pessoas desaparecidas ou vitimas de desasires em Massa
8 partir de restos mortals & de comparacdo com tamiliares. Oa fatos gue favorecem e justificam o sumento
do uso da genética no &mbito forense & que uma Unica célula de uma pessca contém & informagdo gendtica
completa sobre ela, além também, da descoberta de diferentes tipos de marcadores gensficos, em
consequéncia de um grande avango clentifico e tecnoldgico, o gue proporciona & kdentificacio humana pelo
DMA & partir de diferentes tipos de amostras, sendo necesséno soments que o material bioldgico contenha
células nucleadas (BUTLER, 2005). A grande vantagem do uso do tecido dssec & gue ele consegue
preservar o material genético por periodos de tempo bem mais longos do que oufros tecidos, |4 & bam
descrito na literatura que o DA pode persistir em restos mortals devido sus estrutwra da matriz dssea ser
compactads & mineralizada, o gue

Emdarego: Rua Prol. Rodolpho Paulo Roooo N'255, ™ andar, &la E

Balmo: Cidade Unfeersitbna CEP: 71.541-813
UF: R4 Municipio:  RIO DE JARNEIRC
Telofone:  [21)3938-2480 Fax: (2122352481 E-maill: cepiucit.ul).br

86



UFRJ - HOSPITAL

UNIVERSITARIO CLEMENTINO W
FRAGA FILHO DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO

RIO DE JANEIRO [ HUCFF-
UFRJ

Cormilirisaias S Pareoed 5,105,105

permite que o material gendtico all contido s=fa mais resistante & gualsguer condiges climaticas extremas
quimices e fisicas do ambiente (SIRIBOOMNPIPUTTANA, 2018). Sendo assim, nesses casos desde gue
seaim mais abundantes comparados aos resios de tecidos moles. o8 08508 380 consldersdos as malhoras
amostras para identficacdo. Portanto, as andlises & os resultados gerados através da utiizacso de exames
gendticos, apesar de nao reschierem 1odos os casos policiais, tem sua grande relevancia e wam agregando
& ausiliando cada vez mais na conclusao de diversos crimes, tanto casos antigos, que ainda ndo haviam
sidos fechados, COMO &M Cascd mais recentes, contribuindo para o um malor avanco & desermalvimento des
ciéncias forenses.

Hipdtese: Ease trabalho tem como propodsito reslizar diferentes protocolos de extracio de DNA de ossada, &
em seguida, promover andlises & comparagdes entre os resultados de cada protocolo, em razdo da
necassidade de se obter DMA de ossos e dentes por um método simples & aficaz.

Metodologia Proposta: O tecido dsseo que serd utilizado nesse trabalho & um fémur de cadaver ndo
identificado doado para o Laboratdrio Forense do Instituts de Bickegia da Universidade Federal do Rio de
Janeire. O pré tratamento do tecido dsseo, envolve uma lavagem & impeza para retirada de elementos
aderidos a superficie extemna do o9s0, que serd lixedo até ficer branco e liso. Logo apds, serd preparada 49
de pd de csso, divididas em 20 aliquotas de 200 mg, portanto, destinando 5 allquotas para cada um dos 3
diferentes profocolos de extragBo de DMA de ossada & mais 5 amostras como reserva técnica. Os
protocolos s&0 o Protocolo de Extracio Avancada; de Desmineralizacdo Completa; & de Extragao Orglnica.
O primeirg, descito por Edson et al adaptado, scontece através dos 5 microtubos de 2 mi contendo 200 mg
de pd de oss0 em cada, seguido da adicBo de 600 L de tampso de lise 1, que contém 10 mM de Tris pH 8,
100 mid de NaCl, 50 mi de EDTA pH & e 0,5% de 505 am cada microtubo. Posteriormente, também &
adiclonado & cada microtubs mais 20 L de 20 mg/mL de proteinase K, que parmanecerd em agitagio
intermitente por 12-24h a 56°%C (EDSON, 2004). O segundo, descrite por Loreills et al sdaptado, com &
quantidade de 200 mg de pd de oss0 em cada wm dos 5 microtubos, ocome através da incubacdo desse pd
am 1,8 mL de tamp&o de lise 2, contendo 0.5 M EDTA e 1% de sarcosi, além também da adigio de 40 L de
20 mgimlL de proteinase K. Apds essa etapa, as amostras s8o mantidas por 12-24h a 56°C em um agitador
intermitentementa (LOREILLE . 2007). Ambos os protocolos, apds & etapa de descalcificacio, passam para
& etapa da extracao & punificacso do DMNA, & partir da adigio, em cada amostra, de um volume equivalente
de fenol,

Emdorego:  Rua Prol. Rodolpho Pado Rioooo N™255, ™ andar, Ala E

Balro:  Cidade Universina CEP: 71.541-913
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clorofdrmico & dlcool isoamilico (25:24:1). misturando por 1-3 minutos, &, por fim, centrifugando &
transferindo a fase aquosa para um novo microlubo. Ja o terceiro protocolo, descritc por Betancor et al
adaptsdo, scome de forma que em cada um dos 5 microtubos contenda 200 mg de pbd de osao & adicionado
1,8 mi de DMAzol & essas amostras =80 mantidas em agitagdo (900 rpm) intermitente por dois dias & meio
{60h} a temperatura ambienta. A concentracio desse material & realizada pela adigho de 0,9 mi de etanol
100%:, misturando @ invertenda lenta & culdadosaments o microtubo 3-6 vezes. Logo apds, ocofre &
centrifugacio dessas amosiras por 2 minutes & 400 g e caso o DMA ndo precipite, ocome maiks uma
centrifugacao por mails 2 minutos a 400 g. O sobrenadante € desprezado stravés da inversdo do microtubo
codn cuidado, para a partir desse ponto, lavar o DA com 1,8 mi de etanod a 75%, centmifugands por mats 2
minutos a 400 g, desprezando o etanol através da pipeta e repetindo esse processo por mais 3 vezes. Logo
apds, 08 microtubos sBo mantidos abertos para uma secagem por 5-15 segundos e para desmanchar
completamente o peliet de DMA s80 adicionados 100 L de MalH & mb atrevés da pipata, seguido do ajuste
do pH da solugdo a partir da adiglo de 10 L de 0,1 M de HEPES, pH 7.8 (BETANCOR, 2010). Ao final, em
todos 08 profocolos, concentra-s& a fase aquosa usando o wbo micro concentrador Microcon 100, lavando
es5a membrana 2 vezes com igual wolume de tamp8o TE-3 (Trs 10 mM; EDTA 1 mM; pH 7.5). Ocorre
também, uma eluicio do DMNA de cada amostra com 20 L de tamp&o TE-4 (Trs 10 mb; EDTA 0,1 mbi; pH
T.5) &, por fim, o DMA & guardado & 4%C. Em seguida, as amostras serdo analisas por quantificacio em
tempo real, FCR e tipagem STR a partir da eletrofosere capilar, @ desse modo, serd possivel analisar
qualitativamente os perfis dos marcadores moleculares STRs & se existe um declink do material amplificado
em relagio ac DMA padrgo. Como também, avaliar a guantidade de DMA amplificado através da quantidade
de fluorescéncia incorporada (RFU), que sera mensurado através da alura dos picos

Critério de Inclusdo: Wao informado

Critério de Exclusio: Nao informado

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario; Realizar trés diferantes profocolos de extragho de DMA de ossada, para determinar qual o
medhor protocols para extragio de DMNA de alta qualidade a partir de tecido dsseo. Objetive Secundario:
Testar diferentes métodos de extragio de DNA a partir de amostras de

Emdarego: Rua Prol. Rodolpho Pado Riocoo HY255, ™ andar, &la E
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tecidos dsseo; quantficer as amosiras extraldas através da técnica de gPCR; amplificar as amostras atrewés
da técnica de PCR; realizar a tipagem das amostras atreves da 1cnica de Eletroforese capilar; & comparsr a
eficiéncia da amplficacio guantitativamente airaves da quantidade de fluorescéncia incorporada (RFU) &
qualitativamente através da andlise da existéncia de declinko do material amplificado em relagio ao DMNA
padrao.

Avallagio dos Riscos & Beneficlos:

Segundo & Pesquisadora: Riscos: Os riscos encontrados nesse estedo s80 nulos, j& que a amostra & de
cadaver nao identificado & oriunda de doacis para o Laboratdrio Forense do Instibuto de Biologia da
Umiversidade Federal do Rio de Janeire (UFRJ), e, portanto, ndo ha nada gue interfira ou prejudigue o
individug, & nem a necessidade de seu um consentimento. Benefickos: A etapa da exiragdo de DMA de
ossada & crucial para o andamento do exame de identificacio genatica e para a obtengBo de resultados
satisfatdrios em identificacdo humana, uma vez gue esse tipo de amosira de tecido Gsseo & bastanie
comum nos laboratdrios forenses. Entretanio, a etapa de eliminagi3o de interferentes e de Mse celular para a
extragio do material genético s&o obstdculos para obter o DMNA de ossada. Portanto, & de grande relevdncia
o desenvolvimanto e comparagio de diferentes protocolos que realizam esse procedimento, para que se
defing wum protocols de extracio ideal, que sirda para a maloria das amostras, seja de simples execucio e
possua baixo custo ao laboratdrio, @ que assim, seja bem-sucedida a amplificagdo dos marcadoras
moleculares almejados nessas andlises, razends beneficios durante a resclucso de cesos criminals gue
devem ser esclarecidos para a populacio. aprimorando as técnicas para extragio de DWNA de ossada e
agregando no trabalho da comunidade cientifica forense, em especial da drea da gendtica forense.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesqulsa:

Trata-se de uma resposta &0 parecer CEP no 4.9T3.797, datado em 16 de satembro de 2021
Consideracies sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

1. 530 esperados 15 participantes de peaquisa no Brasil (1 centra) & 00 em outros 00 patses, comad consta
no arquive intitulade “PE_INFORMACOES _BASICAS DO _PROJETO_1768816.pdf, postado em
30,07/2021.

2. M&o haverd armazenaments de material bicldgico, como consta no arguivo intitulado
‘PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1766816_pdf®, postado em 30/07/2021.

Emdarago: Rua Prol. Rodolpho Pauo Roooo Y255, T andar, Ala E
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3. A duragio do estudo se estenderd até margo de 2022, como consta no arguive intitulado
‘PE_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO_1768816.pdf™, postado em 30/07/2021.

d . a] Orgamento N encontra no Brquivo intitulado
“PBE_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1768816.pdf®, posiado em 30/07/2021.

5. O3 links para os curriculos dos pesquisadores se encontram no arquivo intitulado
‘CURRICULO_DOS_PESQUISADORES. pdf*, postade em 12/07/2021.

Recomendagdes:

1.2. O Campo da InstituigSo Proponente deve ter o preenchimento dos itens & assinatura do gestor da
Unidade. Solicita-se adequacio.

RESPOSTA: o Campo da Instiuigio Proponente estd preenchido & com a asainatura do gestor da Unidade
no docurments Folha de Rosto anedsds.

AMALISE: o campo estd preenchido pelo professor Rodrigo Soares de Mouwra MNeto, orientador 40 estuds, &
nao pelo diretor da Unidede, professor Sérgio Bonecker. Solicita-se adequacao.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Insdequagtes:
1. Quanto & Folha de Rosto (arquive intitulado “FOLHA_DE_ROST O pdf®. postado em 2106/2021):

1.1. A Resolugso CHS N 466 de 2012, item 11,11, estabelece patrocinador como “pesana flsica ou juridica,
publica ou privada que apola & pesguisa, mediante agdes de financiamento, infreestrutura, recursos
humEnos ou apoio institucional”. A definicao do patracinador do estudo & manifesta ne Folha de Rosto, no
campo “Patrocinador Principal®. O pesquisador deverd indicar, nesse campo, & instituigdo, o drgdo, a
agéncia ou & SMPresa que proverd os recursos financeiros para a pesguisa. Mo caso especifico de agéncias
de fomento nacionais (como, por exemplo, CHPq, FIMEP, FAPs, elc.), aceita-se que os campos nome,
cargofuncdo, CPF. assinatura e data estejam em branco na pare reservada ao patrocinador, desde que o
arg&o financiador esteja expressaments identificado na Folha de Rosto & que seja apresentado documeanto

comprobatrio

Emderego: Rua Prol. Rodolpho Pado Rioscoo WR255, T andar, Ala E
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do finenciamento. Mo caso de o pesquisador ndo ter recursos proprios para & pesguisa e a Instituigio
Proponente ndo fornecer aporte financeiro especifico para essa, ainda &ssim, a instituiglo devera ser
considerada como patrocinadora principal do estudo, |4 que apola O esbedo por melo de recursos humanos e
materiais. Portanto, estudos de iniciativa do investigador, sem recursos financeiros especificaments
destinados a eles, devem ter o campo do patrocingdor principal da Folha de Rosto assinado pelo
representante insttucional. Messe caso, o Patrocinador Principal deve ser o Institulo de Biclogia. Solicita-se
adequaco.

RESPOSTA: folha de Rosio stualizeds em anexo.

AMALISE: pendéncia atendida.

1.2. O Campo da Instituigdo Proponente deve ter o preenchimento dos fens e assinatura do gestor da
Unidade. Solicita-se adequacso.

RESPOSTA: o Campo da Instituigio Proponents estd preenchido e com a assinatura do gestor da Unidade
no documento Folha de Rosto anexads.

AMALISE: o campo estd preenchido pelo professor Rodrigo Soares de Moura Neto, orientador do estuedo, &
nao pelo diretor da Unidade, professor Sérgio Bonecker. Ver Recomendactes..

2. Quanto &s Informagdes Basices do Projeto (argquive intitulado

“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1768816.pdf", postado em 30/07/2021.

2.1. Ma pag. 5 de 7, item “Croncgrama de Execucis’, verfica-se gue a coleta de dados se iniclou no dia
05/07/2021. O CEP n&o aprova projetos de pesguisa j& iniciados. Solicitam-se esclarecimentos.
RESPOSTA: o projein de pesquisa tidado “Comparacso da Eficiéncia de Mélodos de Exracio de DA de
Tecidos Ossens”, sob minha responsabiidade, serd realizado através da utilizagfo de amostra do tecido
dsseo de um fémur. A coleta de dados fod indciada devido 0 fato de |8 ter ocomido 8 doagBo da amosira ao
Laboratdrie Forense do Instiluto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Esse
material & oriundo de um cadéver nao identificado. portanto, recebido no Instituio Médico Legal (IML) sam
documentos gue o dentifica, como nome, enderego e
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filiagao. Dessa forma, apesar da amostra de fémur (3 ter sido doada e recebida. ela estd guardsds & sendo
mantida nas condigoes ideals para as fuluras andlises, apos o parecer de aprovagso do Comité de Etica em

Pesguisa (CEP)L
AMALISE: pandéncia atendida.

2.2 Ma p&g. 5 de T, item “Orgamenta Financeiro®, 18-s& “Verbas do préprio laboratdrio®. O Orgamento
financaino spresentado ndo estd de scordo com o solicitado pela Noma Operacional CHE n® 001 de 2013
itemn 3.3.8. Solicita-se que seja apresentado orgamento financeire detalhado, que especifigue todos os
recursos, fonies do recurso e destinagio, em especial 08 custos operacionais (recursos humanos e
materais ).

RESPOSTA: orcamento financeiro detalhado preenchido na plataforma.

AMALISE: pandéncia atendida.

3. Quanto ao Protocolo de Pesguisa, solicita-se inserir, na Plataforma Brasil, declaragdo em que o
pesquisador se compromete a:

3.1. Emncaminhar o= resultados da pesquisa para publicaglo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal iBcnico integrante do projeto (Resolugio CHS n® 466 de 2012, item Xl.g).
RESPOSTA: Declaracdo de encaminhamento do projeto para publicagio em anean.

AMNALISE: pendéncia stendida.

3.2. Divulgar o= resultados para os participantes da pesquisa e para as instibuices onde os dados foram
obtidos (Norma Operacional CHS n® 001 de 2013, item 3.4.14).

RESFOSTA: Declaracdo da divulgacio dos resultados em anexo.

ANALISE: pendéncia atendida.

3.3, Anexar os resultados da pesguisa na Plataforma Brasi, garantindo o sigile relative &8 propriedades
intelectuais & patentes industrials (Morma Operacional CHNS n® 001 de 2043, iterm 3.3
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RESPOSTA: Declarapho do anexo @03 resultedos da pesquisa na Plataforma Brasil em anexo.
AMALISE: pendéncia atendida.

Consideragtes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonedos:

Qg

Tipoe Daocumenin Arquivo Postagem Autor Siuacao
Informagoes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 16102021 AcSiD
[i ] Prl:l|EI1:0 ROJETO 1?53315.@ 11-58:07 _

Owtroe: CARTA RESPOSTA pdf 16M02021 |GISELLE LINDOLFO| Aceits
115314 |AFFONSO
Trorogans ERONOGRANA ATOALZADO ol — | oo | BeE L ELNDOTFo | Aeic
115124 |AFFONSO
_ EVANGELIO
Declaracio de DECLARACAD EMCAMINHAMENTO | 16MV2021 |GISELLE LIMDOLFO| Aceito
Pesquisadores DO PROJETO PARA PUBLICACAOp| 115085 |AFFONSO
e AT B0 AR IO TE | e oo (A PR oF O e
Pesquisadores  |SULTADOS_DA_PESQUISA_NA_PLAT| 114504 |AFFONSO
AFORMA BRASIL pdf EVANGELID
Declaracio de DECLARACAD DA DNULGACAD DO 16102021 |GISELLE LIMDOLFO|  Aceito
Pesquissdones 5 RESULTADDS pdf 11:44:31 |AFFONSO
N - EVANGELIO
Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO pdf 161072021 |GISELLE LINDOLFO| Aceito
1123512 |AFFONSO
Seeame e[ CARTA DE AFFESERTACAD oo So0TToeT [ RE L PN o PO e
Pesquissdores 5006 |AFFONSO
EVANGELID)
Declaracio de CARTA_DE_APRESEMTACAD pdf JONOT2021 |GISELLE LIMDOLFO| Aceito
Pesquissdores 215808 |AFFONSO
_ EVANGELIO
Declaracan de TERMO _DE_AUTORIZACAD E EXIST| 12072021 |GISELLE LINDOLFO| Aceito
Pesquissdornes EMCIA_DE_INFRAESTRUTURA. pdf 2000840 |AFFONSO
EVANGELID
Declsracao de TERMO_DE_ANUENCIA pdf 1207201 |GISELLE LINDOLFO| Aceito
Emdorego: Rua Prol. Rodolpho Padlo Rioooo W255, ™ andar, Ala E
Bairo: Cldade Universitana CEP: 74.541.913
WF: BJ Munmitipio: RIO DE JANEIRDY
Talefona: |Z1}3938-2480 Fao: [212538.2481 E -miil: CED@'!J:H.I.I‘H].IH’
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Pesquisadores TERMO_DE_ANUENCIA pdf 200748 |AFFONSO Aceito

_ _ EVANGELID
Declaracao de CURRICULD_DOS_PESQOUISADORES] 120772021 (GISELLE LINDOLFO| Acedo
Pesquisadores pdf 2000851 |AFFONSO
edasmsde | CARTA e ENCARNFANER TS B0 | 07| St L B L NOOTFS s
Pesquisadornes FPROJETO_AO CEP . pdf 20:04:25 |AFFONSD

EVANGELID

Progeto Detalhado /| |PROJETO_DETALHADO. pdf 10082021 | GISELLE LINDOLFO|  Aceito
Brochura 210302 |AFFONSO
Lnvegticador _ _ EVANGELID
TCLE/ Termos de  |CARTA_DE_REQUERIMENTO DE DN | 104672021 [GISELLE LINDOLFO| Acedto
Aszentimento / SPEMNSA_DO_TCLE.pdf 205627 |AFFONSO
Justificativa de EVANGELID
Ausfncia
Sluacio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreclagio da CONEP:
Mao

RIC DE JANEIRD, 07 de Janeiro de 2022

Assinado por:

Carlos Alberto Guimaries
{Coordenadar{a))
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