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RESUMO

BESSA, B.G.O. Analise do DNA de contato obtido de impressdes labiais e
bebidas: influéncia de diferentes variaveis na persisténcia de amostras
desafiadoras. 2023. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de

Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, as amostras de DNA de contato
passaram a ser mais exploradas e utilizadas na area das ciéncias forenses. Dentre
as amostras de contato existentes, as impressoes labiais sdo fontes de DNA e
podem ser utilizadas em contextos investigativos. Esse tipo de amostra desafiadora
pode ser encontrado em locais de crime em recipientes de bebidas, como copos,
latas e garrafas. Além disso, os liquidos remanescentes dessas bebidas também
sdo considerados potenciais fontes de DNA e podem ser utilizados no ambito
forense. O objetivo desse estudo foi investigar a viabilidade de obter DNA a partir de
amostras de contato provenientes de impressdes labiais e de bebidas. Além disso,
verificou-se se variaveis como temperatura, umidade, exposicao a luz solar e tempo
influenciam na obtencdo desse material genético. Durante o experimento, 4
voluntarios foram solicitados a beber 4gua, em um copo de vidro, e refrigerante, em
uma lata de aluminio. Amostras do DNA de contato depositadas nas superficies
foram coletadas 24 e 72 horas depois de sua deposicao. As coletas foram realizadas
utilizando suabe. Os liquidos remanescentes dos recipientes foram coletados com o
auxilio de uma pipeta de pasteur. O DNA foi extraido por meio da extragédo organica
e quantificado por duas metodologias diferentes (Nanodrop e kit Qubit). De acordo
com os resultados, a quantificacdo utilizando o kit Qubit foi mais eficaz e especifica
guando comparada com o Nanodrop. N&o foi possivel detectar correlacdo entre
temperatura/umidade e a quantidade de DNA o recuperado. A exposicéo direta a luz
solar demonstrou ter efeitos significativos (p < 0,05), principalmente nas amostras
depositadas nas superficies de aluminio. Os resultados relacionados com a variavel
tempo também indicaram diferencas estatisticas (p < 0,05) quando analisados
juntamente com a exposicao a luz solar. Em relacdo aos liquidos, as variaveis tempo

e luz solar ndo demonstraram influéncia significativa (p > 0,05) no rendimento do



DNA obtido. A partir desses resultados, foi constatado que é possivel obter DNA a
partir de amostras de contato provenientes de impressdes labiais e bebidas com
uma metodologia de baixo custo. Além disso, nota-se que o rendimento desse tipo
de amostra pode ser significativamente afetado por varidveis do ambiente,

principalmente a luz solar.

Palavras-chave: DNA de contato. Impressdes labiais. Recipientes de bebidas. Vidro.

Aluminio.

ANALYSIS OF CONTACT DNA OBTAINED FROM LIP PRINTS AND
BEVERAGES: INFLUENCE OF DIFFERENT VARIABLES ON THE PERSISTENCE
OF CHALLENGE SAMPLES

ABSTRACT

BESSA, B.G.O. Analysis of touch DNA obtained from lip-prints and beverages:
influence of different variables on the persistence of challenge samples. 2023. 60p.
Dissertation (Master's in biotechnology) - Postgraduation Biotechnological
Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

With the advancement of molecular biology techniques, contact DNA samples have
become more explored and used in the field of forensic sciences. Among the existing
contact samples, lip prints are sources of DNA and can be used in investigative
contexts. This type of challenging sample can be found at crime scenes in beverage
containers such as glasses, cans and bottles. In addition, the remaining liquids of
these drinks are also considered potential sources of DNA and can be used in
forensics. The aim of this study was to investigate the feasibility of obtaining DNA
from contact samples from lip prints and beverages. In addition, it was verified
whether variables such as temperature, humidity, exposure to sunlight and time
influence the obtaining of this genetic material. During the experiment, 4 volunteers
were asked to drink water, in a glass, and soda, in an aluminum can. Contact DNA
samples deposited on the surfaces were collected 24 and 72 hours after their
deposition. The collections were performed using swab. The remaining liquids in the
containers were collected with the aid of a pasteur pipette. DNA was extracted



through organic extraction and quantified by two different methodologies (Nanodrop
and Qubit kit). According to the results, the quantification using the Qubit kit was
more effective and specific when compared with the Nanodrop. It was not possible to
detect correlation between temperature/humidity and the amount of recovered DNA.
Direct exposure to sunlight was shown to have significant effects (p < 0.05),
especially on samples deposited on aluminum surfaces. The results related to the
time variable also indicated statistical differences (p < 0.05) when analyzed together
with exposure to sunlight. Regarding liquids, the variables time and sunlight did not
show a significant influence (p > 0.05) on the DNA yield obtained. From these results,
it was found that it is possible to obtain DNA from contact samples from lip prints and
drinks with a low-cost methodology. In addition, it is noted that the yield of this type of

sample can be significantly affected by environmental variables, mainly sunlight.

Key words: Touch DNA. Lip-prints. Drink Containers. Glass. Aluminum.
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1 INTRODUCAO

Em locais de crime, a busca por evidéncias que ajudem a descobrir os envolvidos e
0 ocorrido é uma das etapas mais importantes de uma investigacdo. A andlise da
presenca de evidéncias fisicas e/ou biologicas nesses locais deve ser
cuidadosamente realizada para que a investigacdo seja bem-sucedida. Vestigios
como impressdes digitais e labiais, sangue, sémen e urina sao recorrentes nesses
locais e frequentemente coletados (GINO; OMEDEI, 2011).

A Genética forense tem papel fundamental na elucidacdo de crimes uma vez que é
responsavel por identificar os individuos envolvidos no delito por meio da anélise do
DNA. Essa metodologia se tornou popular a partir dos estudos de Jeffreys e
colaboradores em que foi utilizada a técnica de DNA fingerprinting, tornando
possivel a identificacdo humana baseada em repetidas regiées no genoma humano
que apresentavam alta diversificacdo entre os individuos (DASH; SHRIVASTAVA,
DAS, 2020).

Com o avanco das técnicas de Biologia Molecular, estudos comecaram a explorar a
possibilidade de se extrair DNA a partir de amostras de impressdes digitais e labiais,
também chamadas de amostras de contato. Em 1997, Van Oostojic e colaboradores
realizaram um estudo constatando a viabilidade de se obter material genético a partir
de amostras de contato (VAN OORSCHOT; JONES, 1997).

No caso das impressdes labiais, o DNA de contato pode ser obtido a partir de
objetos utilizados pelos envolvidos, como recipientes de bebidas. Apesar de ser
considerada uma amostra desafiadora por apresentar pouca quantidade de material
genético e baixa qualidade, o DNA de contato pode ser a Unica evidéncia presente
em um determinado local de crime. Devido a isso, sua utilizagdo é de grande valia.
Além disso, as bebidas remanescentes nesses recipientes também sdo potenciais
fontes de DNA, mas essa possibilidade foi pouco explorada no ambito forense
(ABAZ et al., 2002; BARBARO; CORMACI; BARBARO, 2009).

Ademais, diversas condi¢des/variaveis, como tempo, temperatura, umidade, luz
solar e tipo de superficie podem influenciar na persisténcia do DNA de contato. Além

disso, caracteristicas individuas das pessoas também influenciam na deposicao
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desse tipo de amostra. Algumas pessoas tendem a depositar mais componentes
celulares nas amostras de contato do que outras, sendo classificadas como “bons” e
“maus” doadores. Dessa forma, é importante que estudos abordem mais esse tépico
para que seja melhor compreendido como essas variaveis afetam as amostras de
contato (SESSA et al., 2019).

A analise dos efeitos dessas variaveis em amostras de contato € mais recorrente em
impressdes digitais, ha poucos estudos que abordam esse tdpico utilizando
impressoes labiais e liquidos/bebidas. Diante disso, € importante que estudos sejam
realizados para avaliar a viabilidade de se obter DNA a partir de impressdes labiais e
liquidos/bebidas e analisar como variaveis ambientais afetam a persisténcia dessas

amostras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LOCAL DE CRIME, VESTIGIOS E EVIDENCIAS

Em investigacdes criminais, a analise do local de crime € uma das etapas mais
importantes para que a investigacao seja bem-sucedida. A etapa pré-analitica, que
inclui a preservagéo do local, identificacdo, coleta, embalagem, armazenamento e
transporte dos vestigios encontrados, deve ser bem executada a fim evitar perdas
de vestigios que podem ser cruciais para a elucidacéo de delitos (MATEEN; TARIQ,
2019). Dessa forma, vestigios fisicos, quimicos e biologicos sédo ferramentas
extremamente importantes para que os investigadores facam a reconstituicdo dos
fatos que antecederam o crime e para que consigam chegar a uma concluséao
correta do que aconteceu no local (GINO; OMEDEI, 2011).

A partir do momento em que o0s vestigios sdo analisados por métodos cientificos,
podemos chama-los de evidéncias (BURRILL; DANIEL; FRASCIONE, 2019;
GOSCH; COURTS, 2019). Existem evidéncias fisicas que séo recorrentes em locais
de crimes e podem ser utilizadas para identificar os envolvidos no delito, como € o
caso das impressoes digitais (do inglés, fingerprints) e das impressdes labiais (do
inglés, lip-prints). Apesar de serem confiaveis, essas evidéncias fisicas nao
fornecem o mesmo grau de confiabilidade proporcionado pelas evidéncias bioldgicas
(SESSA et al., 2019).

A partir de amostras biolégicas, como sangue, sémen, saliva e urina, é possivel
obter DNA dos individuos envolvidos no delito e, assim, produzir um perfil genético
com o intuito de identificar os envolvidos no crime de maneira fidedigna e confiavel
(GINO; OMEDEI, 2011).

E importante salientar que as condi¢cdes do local de crime também devem ser bem
avaliadas pois elas podem influenciar diretamente na persisténcia e no rendimento
das evidéncias fisicas e biolégicas. A exposicdo a ambientes potencialmente
degradantes, como sol, altas temperaturas, baixa umidade e ambientes com grande
atividade de microrganismos podem interferir nos resultados das analises das
evidéncias (GOSCH; COURTS, 2019).
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2.2 O DNA E A SUA ESTRUTURA

ApoOs a publicacdo do artigo de Watson e Crick, em 1953, que contou com
importantes contribuicbes da pesquisadora Rosalind Franklin, a estrutura da
molécula de DNA foi finalmente compreendida, a qual foi uma das contribuicbes
mais importantes para a Biologia (ALBERTS, 2017).

A molécula de DNA (acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid),
responsavel por armazenar as informacfes genéticas dos seres vivos, € um
polimero de fita dupla com formato helicoidal composta por nucleotideos unidos
covalentemente por uma ligacdo fosfodiéster. Os nucleotideos tém em sua
composicdo uma pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada. As bases
nitrogenadas séo derivadas de dois compostos denominados purinas e pirimidinas.
Em relacdo as bases derivadas de pirimidinas, sdo elas timina (T) e citosina (C) e as
bases derivadas de purinas sdo adenina (A) e guanina (G). A unido entre as fitas do
DNA é realizada pela ligacdo de hidrogénio (NELSON, 2019).

O DNA possui seguimentos denominados genes que nao s6 contém informacdes
genéticas dos individuos, mas que também sdo responsaveis por transferi-las para a
sua prole de forma hereditaria. O DNA possui um nivel de organizacdo
extremamente elevado de modo que ele se associa a proteinas histonas dando
origem aos cromossomos. Os seres humanos possuem 23 pares de cromossomos,
sendo 22 pares de cromossomos autossomicos e 1 par de cromossomos sexuais.
Os cromossomos contém genes que estao localizados em locais chamados de locus
génicos (NELSON, 2019).

Dentro dos locus génico € possivel encontrar os genes alelos, 0s quais ocorrem em
pares em que um é proveniente do pai e o outro da mée, de acordo com a segunda
lei de Mendel — lei da segregacao independente. Apesar de se situarem no mesmo
locus e determinarem uma mesma caracteristica, os genes alelos ndo sao
necessariamente os iguais. Dessa forma, podemos classificar os alelos como genes

alelos heterozigotos e homozigotos (NELSON, 2019).

E importante compreender a dinamica dos genes alelos pois eles s&o

frequentemente utilizados na Genética Forense em situagcdes como: na realizacao
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de exames de paternidade, na confirmacdo ou exclusdo de pessoas a cenas de
crime, na procura de pessoas desaparecidas e no confronto entre vestigios em
cenas de crime com perfis genéticos cadastrados no banco de dados de DNA.
Diante das informagbes supracitadas, a Genética desempenha um papel
fundamental, tanto na esfera civil como na esfera criminal, auxiliando na elucidagéo

de diversas investigacdes policiais (BODNER et al., 2016).

2.3 DNA E IDENTIFICACAO HUMANA

Durante o século vinte, os métodos de identificacdo humana eram preferencialmente
realizados utilizando marcadores bioldgicos do sistema ABO, antigenos leucocitarios
humanos, proteinas séricas, analise das impressdes digitais e andalise da arcada
dentaria. Com o desenvolvimento de novas tecnologias, os métodos de identificacédo
humana se aprimoraram e tornaram-se mais especificos, sensiveis, eficazes e
fidedignos (ROPER; TATUM, 2008).

Com o advento da tecnologia de analise do DNA, Sir Alec Jeffreys revolucionou a
ciéncia. Em meados de 1985, Jeffreys, juntamente com seu grupo de pesquisa,
iniciou os estudos sobre a individualidade humana baseado nas andlises de
polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP’s, do inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism). Para a realizacdo dessas andlises, era
necessaria uma quantidade consideravel de amostra, aproximadamente 250 ng
(JEFFREYS et al., 1985).

Com o avanco das pesquisas, Jeffreys e colaboradores constataram que a maior
parte do material genético dos humanos € idéntica entre os individuos. Contudo,
pequenas regides denominadas polimorfismos de minissatélites, ou também
chamadas de VNTRs (do inglés, Variable Number of Tandem Repeats) apresentam
variacfes Unicas em suas sequéncias, sendo possivel diferenciar as pessoas por
meio dessas regides (DIAS-FILHO et al.,, 2018). Devido a tal variagdo nas
sequéncias de minissatélites, caracterizadas por sua unicidade e imutabilidade,
técnicas laboratoriais que utilizam endonucleases de restricdo sdo capazes de
reconhecer tais sequéncias e corta-las em pontos especificos. Dessa forma, €&

possivel distinguir uma pessoa da outra, dando origem ao termo DNA fingerprint.
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Assim, a analise do DNA fingerprint comecou a ser utilizada para identificar pessoas
fornecendo um perfil genético individuo-especifico, sendo possivel diferenciar ou
correlacionar individuos (JEFFREYS et al., 1985; VARSHA, 2006).

Ademais, durante o século XX, o pesquisador Kary Mullis desenvolveu a técnica
PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), a qual permite que fragmentos
especificos do DNA sejam amplificados milhares de vezes utilizando uma enzima
especifica, nucleotideos isolados e submetendo a amostra de interesse a variacdes
ciclicas de temperatura. A enzima utlizada no processo, denominada DNA
polimerase, foi isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus. Tal caracteristica
de termoestabilidade é fundamental para que a PCR ocorra devido as variacdes de

temperatura que ocorrem durante o processo (DIAS-FILHO et al., 2018).

Os avancos obtidos com a PCR e com as técnicas de andlise do DNA permitiu a
otimizacdo dos processos analiticos de diversas areas que trabalham com Biologia
Molecular, incluindo a Genética Forense. Desse modo, com o passar do tempo,
outros estudos foram desenvolvidos a fim de ampliar a gama de conhecimento sobre
0 assunto e aprimorar as técnicas ja existentes. Como resultado, outras regides
polimérficas do genoma passaram a ser estudadas e utilizadas (BUTLER, 2012a;
ROPER; TATUM, 2008).

Os microssatélites, ou Short Tandem Repeats (STRs) sdo polimorfismos
amplamente utilizados atualmente para identificar individuos. A diferenga entre os
VNTRs e os STRs é o tamanho das repeticdes, os VNTRs possuem entre 10 e 100
nucleotideos de extensdo, ja os STRs, possuem entre 2 e 6 nucleotideos de
extensdo. Por apresentarem menor extensdo, os STRs foram escolhidos como
marcadores principais aplicados em andlises forenses, pois, para realizar a
identificacdo humana os marcadores genéticos que possuem maior variabilidade
genética sao preferiveis (BUTLER, 2012b).

As analises genéticas utilizadas no dia a dia forense séo, muitas vezes, desafiadoras
por envolverem amostras degradadas ou com pouca quantidade de material
genético. Felizmente, os avangos técnico-cientificos permitem que perfis genéticos

satisfatorios sejam obtidos a partir desses tipos de amostras, de modo que possam
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auxiliar na elucidacado de delitos. Tais avancos sdo fundamentais para que haja
melhoria continua e padronizagcdo das metodologias a fim de proporcionar
exceléncia para processos analiticos que envolvem a Genética Forense
(MCKIERNAN; DANIELSON, 2017).

2.4 DNA DE CONTATO (TOUCH DNA)

O DNA de contato (touch DNA) é um tipo de DNA que pode ser obtido a partir do
contato de um individuo com alguma superficie por meio do toque. As principais
fontes de DNA de contato sdo as impressoes digitais (fingerprints) e as impressoes
labiais (lip-prints) (GOSCH; COURTS, 2019).

A obtencdo do DNA de contato a partir de superficies é possivel devido a um
processo denominado diferenciacéo terminal epidérmica, em que ha a descamacao
de células da pele. Durante esse processo ocorrem mudancas morfolégicas e
bioguimicas nas células epiteliais que fazem com que as células migrem da camada
basal da epiderme para a camada superficial. Ao passo em que ocorre tal migracao,
grande parte das células perdem seus nucleos e sdo transferidas para superficies
por meio do toque. Contudo, algumas dessas células transferidas ainda estao
nucleadas, possivelmente originadas da camada granular da epiderme. A partir
dessas células nucleadas perdidas é possivel obter o DNA de contato (BURRILL;
RAMMENOU,; et al., 2021; OSTOJIC; WURMBACH, 2017).

Além das células nucleadas descamadas, advindas ao processo de diferenciacéo
terminal epidérmica, é possivel que o DNA de contato se origine de outros locais,
como: células nucleadas transferidas para as maos/boca de outras partes do corpo,
do DNA livre de célula encontrado no suor e até de queratinécitos anucleados
lisados (BURRILL; KOMBARA, et al., 2021).

O DNA de contato resultante da transferéncia secundaria e/ou terciaria de outras
partes do corpo tem sido muito estudado nos Ultimos anos pois a sua presenca
aumenta as chances de se obter uma quantidade de DNA suficiente para gerar
perfis genéticos completos. Ele pode ter origem do rosto, area pubiana, saliva,
epitélio bulbar (regido dos olhos) e mucosa nasal (GOSCH; COURTS, 2019).
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Outro tipo de DNA que tem sido explorado por estudos recentes € o DNA livre de
célula (cfDNA, do inglés cell free DNA), também chamado de DNA extracelular. De
acordo com Burril et al. (2021), ele € proveniente de fluidos biol6gicos e esti
associado principalmente ao suor, em que pode-se obter aproximadamente 11,5

ng/mL de DNA.

Por fim, recentemente os queratindcitos anucleados lisados comegaram a ser
considerados potenciais fontes de DNA de contato. Eles compdem grande parte do
material celular deixado em superficies apdés o toque. Um estudo avaliou a
possibilidade de obter DNA do envelope cornificado apés a lise dessas células. Os
resultados constataram que € possivel recuperar DNA a partir dessas células, mas
gue o desenvolvimento de novos estudos € necessario para que otimizar tal
recuperacdo (BURRILL; RAMMENOU,; et al., 2021).

2.5 IMPRESSOES LABIAIS (LIP-PRINTS)

A utilizagdo de impressdes labiais como método de identificagdo de individuos é
chamada de queiloscopia. Na sexta semana de vida intrauterina ja € possivel
identificar o padrdo de sulcos labiais do feto. Uma vez formado, o padrao dos sulcos
labiais ndo se modifica, dessa forma, ele possui as caracteristicas de unicidade e
imutabilidade, ideal para ser utilizado como método de identificacdo (THERMADAM,;
CHATRA; AHASAN, 2020).

Na borda dos Ilabios existem glandulas sebaceas e sudoriparas que séo
responsaveis pela secrecdo de 6leo e umidade, respectivamente. Essas secrec¢des,
ao entrarem em contato com o padrdo de sulcos labiais, sdo responsaveis pela
geracdo das impressfes labiais latentes — ndo visiveis — em diversos tipos de
superficies (NEGI; NEGI, 2016).

Inicialmente, as impressdes labiais eram utilizadas como uma ferramenta adicional
junto as impressoes digitais. Contudo, com o avanco das pesquisas, 0 uso isolado
da queiloscopia foi aceito como uma metodologia eficaz para a identificacdo de
pessoas, principalmente em casos criminais. Ademais, a identificacdo de individuos

a partir das impressoées labiais pode ser feito ante-mortem e post-mortem, porém, no
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segundo caso, elas devem ser coletadas no maximo 24 horas apds a morte da
pessoa (THERMADAM; CHATRA; AHASAN, 2020).

Além de serem importantes evidéncias fisicas para a identificacdo de individuos com
base no padréo de sulcos labiais, a literatura reporta que as impressdes labiais
também podem ser utilizadas para determinar origem geografica e algumas
anomalias congénitas (SHARMA et al., 2016; THERMADAM; CHATRA; AHASAN,
2020).

Em cenas de crime, é possivel encontrar impressdes labiais em diversos objetos,
principalmente em recipiente de bebidas como copos, xicaras, bitucas de cigarro,
latas de aluminio e garrafas de vidro. Elas podem estar visiveis — marcadas por
cosmeéticos labiais — ou latentes. Caso estejam latentes, € possivel utilizar métodos
de revelacdo dessas impressdes, como o poé preto (FONSECA et al.,, 2019;
SHARMA et al., 2016). Além disso, em muitos casos, tais impressdes labiais podem
estar borradas e/ou manchadas, o que impossibilita a identificacdo de individuos a

partir do padréo do desenho labial.

2.6 IMPRESSOES LABIAIS COMO FONTE DE DNA

E sabido que, por meio da queiloscopia é possivel utilizar as impressdes labiais para
identificar individuos. Contudo, apesar de ser um método eficaz para tal finalidade, a
utilizacdo do DNA ainda € um método superior para a identificacdo de pessoas.
Devido a isso, estudos comecaram a explorar as impressoées labiais como uma fonte
de evidéncia bioldgica devido a possibilidade de se obter DNA de contato a partir
delas (KANOKWONGNUWUT; KIRKBRIDE; LINACRE, 2019; SHARMA et al., 2016).

Ao serem produzidas, as impressdes labiais deixam células nucleadas e células
anucleadas na superficie tocada. A literatura reporta que a partir desses
componentes é possivel extrair DNA em uma quantidade suficiente para gerar perfis
genéticos completos e satisfatérios (BURRILL; RAMMENOU; et al., 2021; BURRILL;
DANIEL; FRASCIONE, 2019). Além disso, estudos recentes concluiram que o DNA
livre de célula também pode ser obtido a partir das impressées labiais, pois na

superficie dos labios existem glandulas sudoriparas e sebaceas. O 0leo e 0 suor
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produzidos por elas sdo as principais fontes desse tipo de DNA (BURRILL;
KOMBARA,; et al., 2021).

Em locais de crime, os mais variados tipos de evidéncias podem ser encontrados,
incluindo recipientes para beber. De acordo com um dos principios de Locard, todo
contato deixa uma marca, dessa forma, a partir do momento em que esses
recipientes foram utilizados, é possivel encontrar impressdes labiais visiveis ou
latentes, e consequentemente, existe a possibilidade de obter DNA para a geracao
de perfis genéticos (ABAZ et al., 2002; MISTEK et al., 2019).

A literatura reporta diversos estudos em que foi possivel a obter perfis genéticos
completos e/ou satisfatorios a partir de impressoées labiais. Um estudo realizado por
Webb e colaboradores (2001), avaliou a possibilidade de extrair DNA e obter perfis
genéticos a partir de cosméticos labiais. De acordo com os resultados, foi
constatado que os cosméticos labiais sdo excelentes fontes de DNA. Além disso,
44,8% dos perfis gerados foram completos e 15,8% foram apresentaram misturas.
Em 2009, Barbaro e colaboradores desenvolveram um estudo em que o objetivo foi
obter perfis de DNA a partir de impressdes labiais deixadas na pele de voluntéarios.
Os resultados evidenciaram que foi possivel obter perfis completos, parciais e
misturas. Sharma et al. (2016), avaliou a possibilidade de obter perfis genéticos
satisfatorios a partir de impressdes labiais latentes depositadas em superficies
porosas e nado porosas. Os resultados mostraram que em 58,3% das amostras foi
possivel obter perfis completos e em 41,6% das amostras os perfis gerados foram
satisfatorios. Abaz et al. (2002) realizou um estudo em que o objetivo foi extrair DNA
e obter perfis genéticos de diferentes recipientes de bebidas. Das 96 amostras
analisadas, 73 geraram perfis completos, 10 geraram perfis parciais e 13 ndo geram

perfis.

2.7 VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM NA DISPONIBILIDADE DE DNA EM
IMPRESSOES LABIAIS

Por ser um tipo de amostra muito sensivel e exigua, o DNA de contato esta sujeito a
sofrer com algumas variaveis nas fases pré-analitica e analitica que podem
prejudicar os resultados ao final das analises. Fatores como o tipo de superficie,

caracteristicas individuais dos doadores, condicbes ambientais, tempo/pressao de
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contato, métodos de coleta e métodos de extracdo e amplificacdo devem ser
avaliados conjuntamente para garantir o sucesso da analise (BURRILL; DANIEL;
FRASCIONE, 2019; OSTOJIC; WURMBACH, 2017).

Em relacdo as superficies, elas sdo uma variavel extremamente importante pois, de
acordo com dados da literatura, algumas superficies tendem a reter mais o0s
componentes das amostras de contato do que outras. Além disso, essas variaveis
influenciam significativamente na transferéncia e na deposicdo do conteudo celular.
Existem dois tipos principais de superficies nesse caso: as superficies porosas e as
superficies ndo porosas. No caso das superficies porosas, elas sédo relatadas como
melhores coletores pois as células descamadas ficam retidas em seus poros (como
exemplo temos a madeira e tecidos). No caso das superficies ndo porosas metal,
aluminio, vidro e porcelana podem ser utilizadas como exemplo (GOSCH; COURTS,
2019; SESSA et al., 2019).

Ademais, a literatura reporta o conceito de bons doadores e maus doadores, ou
seja, pessoas que deixam mais ou menos DNA durante o toque (GOSCH; COURTS,
2019; LOWE et al., 2002). Embora ndo haja uma base biolégica concreta, alguns
estudos relatam que homens sdo melhores doadores do que mulheres e que
criancas tendem a deixarem mais DNA em superficies tocadas do que idosos,
enquanto que adultos estdo em uma categoria intermediaria (FONNEL@P et al.,
2017; POETSCH; BAJANOWSKI; KAMPHAUSEN, 2013). E importante que estudos
sejam desenvolvidos para investigar essa questdo pois a partir do entendimento
dessa variavel sera possivel prever os niveis de deposi¢cdo de DNA e recuperar mais

material genético desse tipo de amostra.

Para utilizar o DNA de contato como uma evidéncia, € imprescindivel avaliar as
condicbes ambientais e sanitarias em que ele foi encontrado, como exposi¢ao solar,
umidade relativa do ar e atividade microbiologica do local. A exposicdo a ambientes
extremos/degradantes diminui significativamente a persisténcia desse material
genético, prejudicando as analises. Além disso, é importante salientar que o tempo
entre a deposicdo do DNA em superficies e a coleta dessa evidéncia tambéem
influencia diretamente na sua persisténcia. Segundo estudos prévios, intervalos de

tempos mais longos entre a deposicdo e a coleta do DNA de contato tendem a
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diminuir o rendimento dessa amostra. Dessa forma, tais variaveis devem ser
analisadas de forma conjunta (BURRILL; DANIEL; FRASCIONE, 2019; OSTOJIC;
WURMBACH, 2017; SESSA et al., 2019).

A quantidade de DNA depositada nas superficies tocadas também possui ligacdo
direta com a pressao e o tempo de contato. De modo geral, quanto maior o tempo e
a pressao de contato, maiores quantidades de DNA s&o deixadas na superficie. E
importante mencionar que outras variaveis influenciam nesse dado, como o tipo de
superficie e o tipo de doador. Mas estudos relatam que a pressédo e o tempo de
contato sdo relevantes quando se trata da quantidade de DNA deixada nas
superficies (MATTE et al., 2012; MEAKIN; JAMIESON, 2013; SESSA et al., 2019).

A fim de maximizar as chances de se obter um perfil genético completo a partir do
DNA de contato, a escolha do método de coleta € umas das etapas mais
importantes nesse tipo de analise. O método deve ser seletivo e eficiente de modo a
coletar a maior quantidade possivel de DNA, preservar a integridade da amostra,
mitigar possiveis contamina¢cfes e a degradacdo do material genético (COMTE et
al., 2019). Existem diversos métodos de coletas, como: corte, raspagem de papel
FTA, raspagem com lamina de bisturi estéreo, fita adesiva, esfregaco simples ou
duplo com suabe seco e umido. No caso do DNA de contato, o esfregaco duplo com
suabe e a fita adesiva sdo os métodos mais utilizados (KIRGIZ; CALLOWAY, 2017).
Apesar de serem métodos de coleta bem consolidados, € necessario que estudos
sejam desenvolvidos para que haja a padronizacdo dessas metodologias de modo a

tornar o procedimento mais confiavel.

A escolha dos métodos de extracdo e quantificacdo para a analise de amostras de
toque € uma etapa crucial para a recuperacao de DNA. O alto grau de degradacéo e
a pequena quantidade de material genético dificulta o processo de
extracao/recuperacdo, devido a isso, € fundamental que haja a padronizacdo das
metodologias e um melhor entendimento acerca do tema. De acordo com estudos
anteriores, durante a analise e processamento das amostras de DNA de toque, de
56 a 77% do material genético pode ser perdido, dessa forma, a escolha dos
métodos de extracdo e quantificacdo mais apropriados é de extrema importancia

(TANG et al., 2020). Estudos prévios relatam a utilizacdo de métodos como extracao
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organica, (fenol/cloroférmio), Chelex, papel FTA. Esses métodos séo eficientes, de
baixo custo e eficazes, contudo, a utilizacdo de kits comerciais tem sido o método
preferivel pelos especialistas (BUTLER, 2012a). Em relacdo a quantificacdo, é
possivel utilizar métodos classicos, como o Nanodrop. Por outro lado, os kits
comerciais disponiveis atualmente apresentam boa performance, acuracia e
especificidade, sendo mais indicados para amostras de toque. A maioria dos
trabalhos utilizam o kit Quantifiler Trio DNA Quantification (Thermo Fisher Scientific)
para quantificar asmostras forenses, porém, kits como Qubit dsDNA HS (high
sensitivity) (Thermo Fischer Scientific) tem ganhado espaco no mercado pois
apresentam boa performance, praticidade e bom custo-beneficio (BURRILL;
DANIEL; FRASCIONE, 2022; SAISOPHONA; BENCHAWATTANANONSB, 2017).

2.8 LIQUIDOS/BEBIDAS COMO FONTES DE DNA

Em locais de crime, é comum que algumas evidéncias sejam recipientes de bebidas
com liquidos remanescentes. Existem estudos prévios em que perfis genéticos sao
obtidos a partir das bordas dos recipientes de bebidas utilizando as impressdes
labiais como fonte de evidéncia bioldgica (ABAZ et al., 2002; TURINGAN et al.,
2020). Contudo, ainda séo escassos estudos que explorem os liquidos como fontes

de DNA no ambito forense.

Além de estarem presentes nas bordas dos recipientes de bebida, as células
nucleadas advindas das impressdes labiais acabam entrando em contato com os
liquidos remanescentes desses recipientes, o que 0s tornam potenciais fontes para
a obtencao de DNA. Ademais, a saliva em contato com os liquidos remanescentes
dos recipientes de bebidas também pode ser um fator que os torne potenciais fontes
de DNA (RODGERS; MOCK, 2015).

Teoricamente, as células e o DNA presentes nesses liquidos podem ser isolados e
utilizados para a obtencdo de perfis genéticos. Tal hipotese ja foi realizada e se
mostrou bem-sucedida em um estudo de Rodgers e Mock (2015) em que eles
realizaram tal procedimento com mamiferos — coiotes. Em 2019, outro estudo
também utilizou fontes liquidas como forma de se obter DNA e gerar perfis genéticos
de mamiferos terrestres. Os resultados obtidos confirmaram tal possibilidade
(HARPER et al., 2019).
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A utilizacdo do DNA de contato proveniente de impressdes labiais para auxiliar na
elucidacao de crimes vem sendo explorada por diversos grupos de pesquisa. Apesar
dos avancos obtidos nos ultimos anos, existe uma demanda por mais estudos para
viabilizar sua utilizagéo no dia a dia pericial. Uma vez que uma melhor compreenséo
acerca do DNA de contato é obtida, torna-se mais facil e possivel trabalhar com
amostras degradadas e desafiadoras, permitindo que o perito possa explorar todas
as alternativas disponiveis ao se deparar com um vestigio relacionado com o DNA
de contato. A realizacdo de estudos sob diferentes condicbes ambientais e variaveis
possiveis de serem encontradas em cenas de crime é imprescindivel para agregar
conhecimento a literatura ja existente e para contribuir com a padronizacdo do

método cientifico utilizando esse tipo de amostra.

Além disso, a utilizacdo de liquidos para a obtencdo de DNA é uma alternativa
promissora e teoricamente viavel que ainda nao foi explorada no ambito da genética
forense. Estudos realizados com manejo de animais silvestres demonstraram que €
possivel obter perfis genéticos completos a partir de liquidos remanescentes apos
sua ingestdo. A partir dessa informacdo, € de grande valia explorar essa
possibilidade com seres humanos uma vez que, em uma cena de crime, esse pode

ser um dos Unicos vestigios presentes apds o cometimento de um delito.

Sendo assim, o presente estudo demonstra grande relevancia para contribuir, tanto
com a literatura cientifica quanto com a pratica pericial, colaborando com novas

possibilidades de vestigios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a viabilidade de obter DNA a partir de amostras de contato provenientes

de impressoes labiais e de liquidos/bebidas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a possibilidade de extrair DNA a partir de amostras de contato de
matrizes sélidas e liquidos/bebidas;

e Estimar, por diferentes métodos, a quantidade média de DNA extraida das
amostras de contato de matrizes soélidas e liquidos/bebidas;

e Analisar a influéncia da exposi¢cao solar direta e indireta, da temperatura e da
umidade no rendimento das amostras de contato depositadas em superficies
sélidas e liquidos/bebidas;

e Avaliar a influéncia do tempo no rendimento das amostras de contato
depositadas em superficies solidas e liquidos/bebidas;

e Avaliar a influéncia das superficies na obten¢&o do DNA de contato.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo e aprovado por meio do parecer consubstanciado no
namero CAAE: 41628920.9.0000.5060 - Plataforma Brasil (Anexo I). Todos os
voluntarios doadores das amostras foram informados sobre os objetivos do estudo,
protocolo de coleta e da confidencialidade das informacfes acerca do trabalho.
Todas as duvidas apresentadas pelos participantes foram devidamente esclarecidas
e foi solicitado a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(Anexo Il) antes de sua assinatura e doagcao das amostras.

4.2 OBTENCAO E COLETA DAS AMOSTRAS DE CONTATO

Foi solicitado aos doadores das amostras de impressodes labiais, 4 pessoas, que
ingerissem cerca de 30 mL refrigerante de uma embalagem de lata de aluminio e
agua de um copo de vidro como ingerem normalmente e sem cronometragem de
tempo. Apds o procedimento, as superficies foram submetidas a duas variaveis de
armazenamento: tempo decorrido até o momento da coleta (24 e 72 horas) e
exposicao direta e indireta de luz solar. O processo de obtencdo das amostras
ocorreu em diferentes dias para minimizar variacao na quantidade de células doadas

em cada impressao labial/liquido.

Apés o tempo decorrido estabelecido, as amostras de material biologico
provenientes das impressdes labiais foram coletadas por meio da técnica de suabe
duplo, em que primeiramente fricciona-se um suabe umedecido com agua ultrapura
e em seguida um suabe seco — a fim de coletar maior quantidade de contetdo
celular. Os liquidos remanescentes dos recipientes foram coletados por aspiracéo

com o auxilio de uma Pipeta de Pasteur.
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Todos as amostras foram acondicionadas individualmente em microtubos de 2,0 mL
e armazenadas em freezer até 0 momento de extracéo e isolamento de DNA (Figura
1).
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Figura 1: Modelo esquematico da metodologia empregada

4.3 CONTROLE NEGATIVO

As superficies utilizadas no experimento foram higienizadas previamente com alcool
70% e expostas a luz UV por 20 min. Os controles negativos foram coletados das
superficies solidas por meio da friccdo de um suabe de algodao estéril nos
recipientes de alumino e vidro. No caso das matrizes liquidas, aliquotas dos liquidos
(refrigerante e agua) foram coletadas com o auxilio de uma Pipeta de Pasteur e
armazenadas em tubos de polipropileno estéreis antes da ingestdo pelos
voluntarios. Os dados relativos a temperatura e umidade foram obtidos através do
site do INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural)

4.4 CONTROLE POSITIVO
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Amostras de controle positivo foram obtidas por meio da friccdo de um suabe de
algoddo na cavidade oral dos voluntarios e armazenadas. Posteriormente as

amostras de DNA foram extraidas.

4.5 EXTRACAO DO DNA

O método de extragdo organica com fenol-cloroférmio adaptado de Sambrook et al.,
(1989) foi realizado no presente estudo. A etapa de digestdo foi realizada
adicionando 405 pL de TE9 (Tris-EDTA pH 9) e 45 uL de SDS-proteinase K nos
eppendorffs contendo as amostras. As amostras de lip-prints e de liquidos foram
incubadas em banho maria por 2 h a 58 °C. Na etapa de extracdo foi utilizado 400
uL de fenol-cloroformio e, em seguida, a etapa de purificacéo foi realizada utilizando
100 pL de NH4OAc 10 M (acetato de aménio), 1 mL de etanol absoluto e a solu¢ao
foi centrifugada por 15 min a 14.000 rpm (Microcentrifga Eppendof™ 5424). Em
seguida, o pellet de DNA foi lavado com 1 mL de etanol 70%, eluido em 100 uL de
LOTE (Low Tris-EDTA), incubado por 10 min a 37°C e armazenado em geladeira a
4°C.

4.6 QUANTIFICACAO DO DNA POR ESPECTROFOTOMETRO (NANODROP)

As amostras foram quantificadas com o auxilio do quantificador NanoDrop™ One
Microvolume UV Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O equipamento foi calibrado com agua ultrapura e 1 yL das

amostras extraidas foram utilizadas nessa etapa de quantificacao (Figura 2).

Figura 2. Quantificador NanoDrop™ One Microvolume UV Spectrophotometer. Fonte: Thermo Fischer
Scientific Website.
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4.7 QUANTIFICACAO DO DNA POR QUBIT

O kit Qubit™ 1X dsDNA HS Assay (Thermo Fischer Scientific) também foi utilizado
para quantificar as amostras de DNA de contato extraidas no equipamento Qubit™ 4
Fluorometer (Thermo Fischer Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Apés a calibragdo do equipamento, 20 uL das amostras foram adicionadas a um
tubo de polipropileno de parede fina juntamente com 180 pL da solucéo de trabalho.
As amostras foram incubadas por 2 min a temperatura ambiente e em seguida,

procedeu-se a quantificacao pelo equipamento (Figura 3).

Figura 3. Quantificador Qubit 4 Flurometer. Fonte: Thermo Fischer Scientific Website.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism
8.0. Analises de variancia (ANOVA One-Way e ANOVA Two-Way) e o Test-T
unpaired foram utilizados para realizar comparagdes entre 0s grupos e testes de
Correlacdo de Sperman foram realizados para avaliar a correlacdo das condi¢cdes

ambientais com os resultados obtidos.



36

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1COLETA E EXTRACAO DO DNA

A técnica de suabe duplo foi escolhida para realizar as coletas do DNA de contato
das superficies de vidro e aluminio. A utilizacdo do suabe duplo assegura que todo o
conteddo depositado na superficie de interesse foi coletado, além disso, essa
técnica € reportada pela literatura como ideal para superficies lisas e ndo porosas,
como € o caso dos materiais utilizados (BHALE et al., 2019; COMTE et al., 2019;
SESSA et al., 2019).

O método de extracao utilizando fenol/cloroféormio proposto adaptado de Sambrook
et al., (1989) demonstrou ser eficaz para extrair amostras de contato. Foi possivel
obter uma quantidade média de DNA de 5,2 ng/puL (Mg=4,1) e 10,5 ng/pL (M= 7,99)
das impressdes labiais coletadas da superficie de vidro e aluminio, respectivamente,
e 0,86 ng/uL (Mg= 0,34) e 2,4 ng/uL (Md= 2,46) das bebidas, agua e refrigerante,

respectivamente.

Com o avanco das técnicas de extracao, a utilizacdo de kits comerciais passou a ser
preferivel para diversos tipos de amostras, incluindo o DNA de contato, devido a
maior especificidade, praticidade, rapidez e menor chance de contaminagdo. Dessa
forma, métodos in house, como o0 método de extracdo organica passou a ser menos
utilizado. Apesar disso, estudos demonstraram que a extracao organica, em alguns
casos, é capaz de extrair maior quantidade de DNA quando comparada a extracao
por kits comerciais de amostras de contato (EKKA; ARYA; PATEL, 2021). Em um
estudo prévio, os autores compararam a performance do método de extracdo
organica com a extracdo feita pelo kit QIAmp DNA mini (QIAGEN GmbH, Qiagen
Redwood City, Inc.) em amostras de contato. Os resultados indicaram que as
amostras extraidas utilizando o método organico apresentaram melhor rendimento
(6,17 ng/uL) quando comparadas com as amostras extraidas pelo kit QIAmp DNA
mini (1,48 ng/uL) (SAISOPHONA; BENCHAWATTANANONB, 2017). Ademais, é
possivel constatar que pelos resultados do presente estudo, que apesar do método
organico nao ser o metodo ideal para realizar a extracdo de amostras de DNA

contato, ele demonstra eficiéncia e pode ser utilizado para essa finalidade em
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superficies solidas e liquidos/bebidas. Além disso, a extracdo organica é uma
metodologia de baixo custo, o que favorece sua utilizacdo por laboratorios que

possuem menos recursos.
5.2 AVALIACAO DOS METODOS DE QUANTIFICACAO
Ao avaliar os métodos de quantificacao, foi possivel constatar que os valores médios

obtidos de DNA

estatisticamente maiores do que as mesmas amostras quantificadas pelo Qubit em

pelas quantificagbes realizadas pelo Nanodrop foram

todas as condicbes propostas (Figura 4A-D).
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Figura 4. Comparacao de performance dos métodos de quantificacdo utilizados (Nanodrop e Qubit)
para analisar as amostras de DNA de contato de acordo com as variaveis propostas. O teste ANOVA-
Two-Way foi escolhido para essa analise.

A analise pelo Nanodrop demonstrou superestimar a quantidade de DNA obtida das
amostras de DNA de contato das superficies e dos liquidos escolhidos. Os valores

obtidos pela quantificacdo pelo Nanodrop podem ter sofrido influéncia de
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substancias provenientes da etapa de extracdo, como a solucdo de extracao fenol-
cloroférmio, considerada fator interferente (GOSCH; COURTS, 2019). Além disso,
no presente estudo o Nanodrop apresentou ter um limite de detecgdo de 1 ng/pL.
Um estudo anterior também relatou esse limite de detec¢do ao quantificar amostras
de DNA de contato pelo mesmo método (SAISOPHONA; BENCHAWATTANANONSB,
2017). A literatura reporta que amostras de contato podem conter quantidades de
DNA abaixo de 1 ng/pL, dessa forma esse limite de deteccdo pode ser considerado
alto para esses casos (BURRILL; DANIEL; FRASCIONE, 2019). A utilizagdo do
Nanodrop pode ser eficaz para amostras de DNA em altas concentragdes, mas nao

€ 0 método ideal para amostras de DNA de contato.

O kit Qubit™ 1X dsDNA HS Assay pode ser considerado mais sensivel e especifico
para a quantificacdo de amostras de contato pois € composto por um fluoréforo
capaz de quantificar baixas concentragcdes de DNA o qual emite uma fluorescéncia
quando ligado a molécula. O limite de deteccdo desse kit varia entre 0.5 ng/uL a 1
ng/uL e de 500 ng/uL a 600 ng/uL, e no presente estudo foi possivel quantificar
amostras com 0,64 ng/uL (Tabela 1), demonstrando a eficacia do kit. Estudos como
o de Burrill et al. (2020) exploram a utilizagdo desse kit para quantificar DNA em
amostras de contato demonstrando eficacia. Em geral, os estudos existentes que
utilizam o método Qubit para quantificar amostras de DNA de contato exploram as
impressdes digitais; o presente estudo aborda sua aplicacdo em impressdes labiais
e em bebidas ndo alcodlicas sendo inédito nesse quesito. Além disso, o kit Qubit™
1X dsDNA HS Assay € mais acessivel quando comparado com outros kits de
guantificacdo. Sua eficiéncia analitica aliado ao baixo custo tornam esse kit uma

Otima opcéo para analisar amostras de contato.



Tabela 1. Amostras de DNA de contato quantificadas por Nanodrop (N) e Qubit (Q) (ng/uL).
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Contato Superficie Luz Tempo Voluntério 1 Voluntério 2 Voluntério 3 Voluntério 4
N Q N Q N Q N Q
Suabe *C+ 34,3 590,00 35,5 192,00 69,2 309,00 18,9 16,00
bucal
Lip-print Vidro Direta 24h 36,4 1,87 29,9 2,22 36 3,57 22,3 6,39
Lip-print Vidro Direta 72h 28,8 2,92 19,8 0,95 32 5,23 21,2 8,70
Lip-print Vidro Indireta 24h 34 0,64 23,1 4,74 34 2,08 16 1,41
Lip-print Vidro Indireta 72h 27 6,16 30,9 5,41 48 12,30 61,3 20,20
Liquido Agua Direta 24h 37,3 0,00 37,9 0,00 53,3 0,78 31,9 0,00
Liquido Agua Direta 72h 83,2 0,69 20,1 2,83 153,6 2,43 51,8 0,00
Liquido Agua Indireta 24h 86,1 0,00 102,4 0,00 29,5 0,00 66,8 0,73
Liquido Agua Indireta 72h 60,8 0,00 44 0,99 49,2 3,35 32,6 2,07
Lip-print Aluminio Direta 24h 25,6 0,00 26,2 9,09 55,8 20,00 31,9 9,40
Lip-print Aluminio Direta 72h 52,3 5,32 28 1,62 28,2 2,33 26,8 8,01
Lip-print Aluminio Indireta 24h 21,8 3,78 30,6 13,3 52,7 5,52 28,6 5,30
Lip-print Aluminio Indireta 72h 41,1 7,97 42 34,50 27,2 21,20 59,5 20,80
Liquido Refrigerante  Direta 24h 77,8 3,19 157 2,88 158,5 1,14 144.6 2,55
Liquido Refrigerante  Direta 72h 133 2,91 1715 2,70 104,7 2,09 143,7 2,41
Liquido Refrigerante  Indireta 24h 134,6 2,48 167,1 2,29 142,3 2,43 172,2 2,20
Liquido Refrigerante  Indireta 72h 146,7 2,73 176,6 2,74 170,4 2,44 106,4 1,65

*Controle Positivo

5.3 EFEITO DAS VARIAVEIS AMBIENTAIS

5.3.1 Temperatura, Umidade e possiveis influéncias na persisténcia da amostra
de contato

Para detectar possiveis efeitos exercidos pela temperatura e umidade nas amostras
de contato, foi realizada a correlagcdo de Sperman. Apés as andlises, foi possivel
notar a auséncia de correlagio entre os parametros analisados. E possivel observar
na Figura 5A o valor R= -0,07, o que indica que, nesse caso, nao existe correlacao
entre a temperatura no momento das coletas das amostras de impressdes labiais e
de liquidos e o rendimento de DNA. Na Figura 5B, o valor encontrado de R= 0,026 &
considerado baixo, ou seja, ha uma fraca correlacdo entre a umidade do ambiente

no momento das coletas e o rendimento das amostras coletadas.

Do total de 64 amostras analisadas, 11 amostras (entre amostras de lip-prints e
liquidos) apresentaram quantidades de DNA acima de 5 ng/uL. Essas amostras
foram coletadas em dias que as condi¢cfes de temperatura e umidade médias eram

de 26°C e 75,7%, respectivamente.
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Figura 5.Teste de Correlagédo de Sperman. (A) Analise da correlacdo entre temperatura e quantidade
de DNA obtido e (B) umidade e quantidade de DNA.

De acordo com estudos prévios, as condi¢cdes de umidade e temperatura séo fatores
gue influenciam diretamente no rendimento das amostras de contato (DE ALCARAZ-
FOSSOUL et al., 2013; SESSA et al., 2019). De acordo com Nimbkar e Bhatt (2022)
os fatores umidade e temperatura sdo diretamente proporcionais a quantidade de
DNA que um individuo deposita em uma superficie, ou seja, temperatura e umidade
elevadas tendem a resultar em maior adesdo do DNA em superficies. Contudo, o
presente estudo ndo detectou correlacdo dessas condicbes ambientais com a
guantidade de DNA encontrado. Esse achado pode estar associado com o fato de
que, em alguns casos, umidades elevadas podem causar a degradacao mais rapida
da molécula de DNA por clivagem eletrolitica, tendo como alvo a ligacdo entre o
acucar e a base nitrogenada. Além disso, altas temperaturas tem a capacidade de
aumentar a taxa de clivagem da molécula de DNA por meio da clivagem direta de
suas fitas (ALKETBI, 2018).

Ademais, outros fatores contribuem para uma transferéncia maior ou menor de DNA
de contato para superficies. Caracteristicas individuais como taxa de sudorese,
habitos de higiene, idade, sexo e condicdes de pele também influenciam na
guantidade de células transferidas durante o contato (BURRILL; DANIEL;
FRASCIONE, 2019). Desse modo, € de grande valia que outros estudos sejam
realizados para que haja mais informacdes sobre como temperatura e umidade

influenciam na transferéncia celular durante o toque.
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5.3.2 Lip-prints, liquidos e ainfluéncia da exposicao a luz solar
Ao analisar os efeitos na persisténcia do DNA extraido das amostras de impressdes

labiais apds exposicéo solar direta e indireta, ndo foi possivel constatar diferengas
significativas na maioria dos grupos. Houve diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,05) apenas na comparacédo entre as amostras de DNA de contato produzidas

na superficie de aluminio no tempo de 72 h (Figura 6D).
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Figura 6. Andlise da influéncia da exposi¢éo de luz solar direta e indireta nas amostras de contato
depositadas nas superficies de vidro e aluminio (Test T unpaired).

De acordo com a Figura 6D, houve diferenca significativa ao comparar as amostras
de impressdes labiais expostas a luz solar direta e indireta. As amostras expostas a
luz solar indireta apresentaram maior rendimento na superficie de aluminio (lata) no
tempo de 72 h. O resultado encontrado corrobora com estudos prévios que relatam
a influéncia da radiacdo UV proveniente da luz solar em amostras de contato. A
radiacdo UV também promove clivagem hidrolitica da molécula de DNA, além de
causar secagem e ligacdes timina-timina adjacentes na molécula, inviabilizando seu
uso para analises (NIMBKAR; BHATT, 2022). Esses efeitos proporcionados pela
radiacdo UV podem ter diminuido o rendimento de DNA nas amostras da superficie

de aluminio expostas a luz solar direta.

Apoés as andlises relativas ao rendimento das impressdes labiais expostas direta e
indiretamente a luz solar no tempo de 24 h (Figura 6A e 6C), ndo houve significancia
estatistica, mas apesar disso, € possivel notar que as amostras expostas

diretamente ao sol apresentaram maior rendimento tanto na superficie de vidro
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como na superficie de aluminio. Embora tenham sido expostas a luz solar direta, o
tempo entre a deposicdo da amostra na superficie e a coleta foi apenas de 24 h,

assim, a probabilidade de se obter um DNA viavel com maior concentracdo é maior.
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Figura 7. Andlise da influéncia da exposi¢édo de luz solar direta e indireta nas amostras de contato
presentes nas matrizes liquidas (Test T unpaired).

Em relacdo as amostras de liquidos, ap0s a realizacdo do Test T os resultados
indicaram que nao houve diferencas estatisticas (p > 0,05) ao comparar o efeito da
exposicdo solar nas matrizes liquidas. Devido a escassez de estudos que investigam
a influéncia de exposi¢do solar em bebidas remanescentes, ndo é possivel afirmar
gue os resultados encontrados corroboram com dados da literatura. Em 2016, um
estudo desenvolvido por Kriz (2016) teve o objetivo de avaliar a quantidade de DNA
que poderia ser coletado de amostras de liquido remanescente (agua) em garrafas.
Os resultados encontrados demonstraram que a quantidade de DNA encontrado era
inversamente proporcional a quantidade de liquido presente no recipiente, ou seja,
guanto menor o volume de liquido, maior a quantidade de DNA. Contudo, os estudo
nao avaliou a influéncia da exposicdo a luz solar. Dessa forma, é necessario que
outros estudos realizem esse tipo de analise para contribuir com as informacoes ja

existentes.

5.3.3 Lip-prints, liqguidos e a influéncia o tempo
Apés andlises realizadas com o Test T, foi possivel comparar as diferencas

proporcionadas pela variavel tempo. No caso das amostras coletadas na superficie
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de vidro, foi possivel confirmar significancia estatistica (p < 0,05) ao comparar as
amostras de 24 h e 72 h expostas a luz solar indireta (Figura 8B). Os resultados das
amostras depositadas na superficie de aluminio também evidenciaram diferenca
significativa (p < 0,05) ao comparar as amostras de 24 h e 72 h expostas a luz solar
indireta (Figura 8D).
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Figura 8. Andlise por Test T da influéncia do tempo nas amostras de contato depositadas nas
superficies de vidro e aluminio.

A literatura reporta que o tempo entre a deposi¢do da amostra de contato e a coleta
€ crucial para andlises que envolvam esse tipo de amostra. Essa variavel esta
intimamente ligada a persisténcia do DNA, ou seja, quanto maior 0 tempo entre a
deposicdo e a coleta, menor a quantidade de DNA viavel (BURRILL; DANIEL;
FRASCIONE, 2019; SESSA et al., 2019). Contudo, no presente estudo as amostras
coletadas no tempo de 72 h apds a deposicdo apresentaram maior rendimento de
DNA. Esse resultado corrobora com um estudo prévio em que amostras de DNA de
contato foram coletadas de matrizes de vidro e aluminio (garrafa e lata,
respectivamente) e analisadas em um intervalo de 24 h e 48 h. Apos as analises foi
constatado que as amostras de DNA de contato coletadas de ambas as superficies
no tempo de 48 h apresentaram maior rendimento (ABAZ et al., 2002). Embora a
literatura reporte que superficies porosas retém melhor os componentes das
amostras de contato, esses achados podem ter relagcdo com o tipo de superficie, as
caracteristicas das bebidas e de caracteristicas individuais dos voluntarios do

presente estudo.
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E importante salientar que essas amostras estavam expostas a luz solar indireta,
que também contribuiu para o resultado encontrado. Apesar de serem distintas, as
varidveis atuam simultaneamente em amostras de toque e precisam ser analisadas
de forma conjunta para que haja um melhor entendimento de seus efeitos nas

amostras.

No caso dos liquidos, ndo houve diferencas estatisticas significativas ao analisar a

influéncia do tempo na persisténcia do DNA de contato (Figura 9A-D).
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Figura 9. Andlise por Test T para avaliar a influéncia do tempo nas amostras de contato presentes
nas matrizes liquidas.

Apesar da auséncia de significancia estatistica, € possivel visualizar que as
amostras de agua coletadas no tempo de 72 h apresentaram maior quantidade de
DNA, independente da exposi¢cdo a luz solar (Figura 9A e 9B). De acordo com
estudos prévios, a composicao dos liquidos juntamente com a variavel tempo podem
afetar as interacbes com as amostras biolégicas (ABAZ et al., 2002; GOSCH,;
COURTS, 2019; SESSA et al., 2019). A escassez de estudos que utilizam amostras
de bebidas com a abordagem forense torna a discussao desse achado imprecisa, a
grande maioria dos trabalhos que utilizam amostras de bebidas para deteccédo de
DNA possuem abordagens de manejo de animais ou de gestdo ambiental
(RODGERS; MOCK, 2015). Diante disso, faz-se necessério a reprodugcdo de mais

estudos que abordem esse tdpico.
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No caso das amostras coletadas do refrigerante, é possivel notar que elas
apresentaram maior quantidade de DNA (2,35 - 2,52 ng/uL) do que as amostras
presentes na agua (0,18 - 1,6 ng/uL). Apesar dos ingredientes que compde o
refrigerante serem considerados fatores que diminuem a persisténcia do DNA, como
0 gas da bebida, essa matriz liquida forneceu maior quantidade de DNA quando
comparada com a agua (GOSCH; COURTS, 2019).

5.4 INFLUENCIA DAS SUPERFICIES NA OBTENCAO DO DNA DE CONTATO

Ao avaliar as concentracdes médias de DNA obtidas de acordo com as superficies
propostas, foi possivel observar que a superficie de aluminio apresentou maior
concentracdo de DNA obtido em comparagcdo com a superficie de vidro e o
refrigerante apresentou maior concentracdo de DNA em relacdo a 4gua por meio

das duas metodologias de quantificacdo aplicadas (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidades médias obtidas das superficies/matrizes propostas (ng/uL).

Superficies Nanodrop Qubit
Vidro (copo) 31,2 52
Aluminio (lata) 36,1 10,5
Agua 58,7 0,86
Refrigerante 1441 2,4

De acordo com dados da literatura, o tipo de recipiente de bebida afeta de forma
significativa no rendimento do DNA de contato, e de acordo com um estudo anterior,
as latas de aluminio tendem a reter maior quantidade de DNA em relacdo a
superficies de vidro, como o copo, corroborando com os achados do presente
estudo (ABAZ et al., 2002). Apesar de ndo ser uma superficie porosa, a lata de
aluminio possui um design com ranhuras e depressdes no local em que ha o contato
com a boca, 0 que pode favorecer para que as células provenientes das impressoes
labiais figuem retidas nesses locais e proporcionem maior quantidade de material

genético.
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Em relacdo as bebidas, era de se esperar que fosse possivel obter maiores
concentracfes de DNA das amostras de agua, por ndo conter outros ingredientes
e/ou substancias em sua composi¢cdo. Contudo, os resultados indicaram que o
refrigerante apresentou maiores concentragbes de DNA. Esse achado pode estar
relacionado com o fato de que a composicao do refrigerante pode ter a capacidade
de anular a acdo de DNAases. Em geral, as DNAses sdo enzimas que degradam o
DNA e que estdo presentes em diversos locais, superficies e matrizes. E possivel
gue sua acéo seja prejudicada devido a influéncia de algum dos componentes do
refrigerante. Dessa forma, as DNAses ndo degradaram o DNA presente no liquido
proposto pelo presente estudo. Devido a escassez de estudos que abordem esse
toépico, ndo € possivel afirmar com precisdo os fatores que expliquem esses
achados. Dessa forma, a realizagdo de mais estudos que avaliem esses parametros

é de grande importancia.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se constatar que é possivel obter DNA a partir
das amostras de contato de superficies solidas e de liquidos remanescentes de
bebidas com uma metodologia de baixo custo. Ambos os métodos de quantificacéo
foram capazes de quantificar o material genético extraido das amostras de contato
nas superficies sélidas e nos liquidos, porém, o método Qubit foi mais eficaz e
demonstrou maior confiabilidade. As condicdes de umidade e temperatura nao
demonstraram ser significantes, do ponto de vista estatistico, durante a transferéncia
das amostras de contato para as superficies e liquidos. A exposicado solar direta
proporcionou influéncia significativa nas amostras de contato, principalmente na
superficie de aluminio, diminuindo a persisténcia do DNA. Em relacdo a variavel
tempo, houve diferencas estatisticas significativas em ambas as superficies,
contudo, a exposicao indireta da luz solar nessas amostras também influenciou os
resultados. Ademais, as variaveis tempo e exposi¢ao a luz solar ndo proporcionaram

influéncias significativas nas amostras de liquidos.

Os resultados do presente estudo evidenciaram o desafio de se trabalhar com
amostras de contato e a importancia de entender como essas amostras sao
afetadas por diferentes variaveis. Os dados obtidos podem contribuir com estudos
futuros que investiguem mais profundamente a influéncia das variaveis abordadas,
principalmente no caso das amostras de liquidos. Dessa forma € de grande valia
gque mais estudos sejam realizados com essa vertente para contribuir com a

construcdo de novos protocolos de analise para amostras de contato.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos a partir do presente estudo abordaram principalmente a
influéncia de importantes variaveis na persisténcia do DNA de contato e na sua
viabilidade como evidéncia para contextos forenses. P6de-se notar que as amostras
de contato obtidas de impressdes labiais e bebidas sdo alternativas Uteis para

auxiliar na resolucao de casos forenses.

Para validar ainda mais os achados do presente estudo € interessante que
pesquisas futuras realizem as andlises dessas amostras com outras metodologias
de coleta, extracdo e quantificacdo sob as variaveis exploradas (tempo, temperatura,
umidade, exposicdo a luz solar). Além disso, € de suma importancia que essas
amostras sejam amplificadas e sequenciadas por meio de diferentes metodologias
para obter uma analise mais profunda se realmente é possivel obter perfis genéticos
completos e/ou satisfatérios a partir do DNA de contato proveniente de impressdes
labiais e bebidas. Dessa forma, as amostras de DNA de toque poderdo ser mais

utilizadas em contextos forenses.
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PARTICIPANTE DA PESQUISA PODERA, A QUALQUER TEMPO, SER

RETIRADO DA PESQUISA SE O PARTICIPANTE ASSIM QUISER, SEM PREJUIZO OU MULTA E SEM A
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ANEMD A - Projeto de pesquisa; Vestigios biologicos: abordagens metodologicas de
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amostras desafiadoras na andlise forense
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Codigo da amostra

O(A) Sr.(a) foi convidado (a) a pariicipar
da pesquisa intitulada “Vestigios biologicos: abordagens metodoldgicas de amostras
desafiadoras na analise forense™, sob a responsabilidade de Julia Del Piero Pereira.

Viocé tem todo o tempo necessario para ler este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A pessoa gue agora lhe apresenta este projeto, também se coloca a
disposicao para responder todas as suas perguntas e prestar todos os esclarecimentos
necessarios.

JUSTIFICATIVA
Viabilidade do uso de DNA de contato na genética forense

A genética forense identifica pessoas a partir do material genético (DNA) para testes de
paternidade, identificac8o de cadaveres e andlise de vestigios de cenas de crime. Porém,
amostras de sangue, fios de cabelo e outros vestigios bioldgicos convencionais nem sempre
sdo encontrados no local. Nesses casos, uma fonte potencial de material para identificacio
de individuos @ por meio de tracos de DNA deixados pelo toque/contato das maos ou boca
(impresstes digitais e labiais) em superficies como copos, macanetas, armas, facas entre
outros, até mesmo em residuos de bebida deixados apds o consumo. Nesse sentido, de
maneira a contribuir nas investigacbes forense, € necessario que estudos como este
viabilizem e busquem otimizar o processo de recuperacio de DNA de vestigios de toque.

OBJETIVO(S) DE PESQUISA

Este estudo investiga a viabilidade da coleta e realizac8o de testes para idenfificacio
humana a partir de DNA de contato deixado em impressbes digitais, labiais e residuos de
bebidas.

PROCEDIMENTOS

Caso concorde em participar dessa pesquisa, precisaremos realizar a coleta de celulas da
sua mucesa oral (boca) usando um swab (cotonete) de algodao.

Logo apos, agendaremos oufros momentos conforme sua disponibilidade e conveniéncia
para coleta de suas impressdes digitais nas seguintes superficies: vidro, plastico, aluminio,
madeira, papel e cerdmica; e também impressdes labiais (marca dos labios) nos seguintes
recipientes: copo de vidro, lata de aluminio e canudo de plastico deixadas apds o consumo
de pequenas doses (méaximo 30mL) de bebidas (alcodlicas e néo alcodlicas) sendo elas:
café, agua, refrigerante, cerveja e vodka. A obtencéo das impresses digitais sera realizada
a pariir da impressdoc do polegar pressionade por 10 segundos em cada matriz
individualmente, enquanto para obter as impressies labiais orientamos que vocé faca a
ingestdo de até 30 ml] das bebidas alcodlicas e n#o alcodlicas mencionadas acima, da
maneira como ingere normalmente e sem cronometragem de tempo. Os residuos dessas
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bebidas, deixados nos recipientes apds consumo, também serfo recolhidos para a

pesquisa.
Por questbes de seguranca, os voluntarios que irdo ingerir bebidas alcodlicas nao deverdo
dirigir apds o procedimento.

DURACAO E LOCAL DE PESQUISA

Todas as amosfras biologicas serdo coletadas no Micleo de Genética Humana e Molecular
{NGHM) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e ficaro armazenadas neste
respectivo local em freezer a -8°C por 36 meses até o término da pesquisa. Finalizada a
pesquisa, todo o material bioldgico e genético serd descartado sem qualquer tipe de
identificacéo.

DESCONFORTOS ERISCOS

Os riscos para participacdo nesta pesquisa s#o minimos. A coleta nao oferece desconforto
algum, uma vez que s#o procedimentos n&o invasivos e livres de materiais perfurocortantes.
Além disso, os pesquisadores adotaram medidas que garantam a seguranca do
procedimento. Todos os materiais envolvidos na coleta (swab de algoddo, superficies,
objetos e recipientes) s3o estéreis ou previamente higienizados. As bebidas utilizadas
permanecerao com lacre original e conservadas conforme indicacdo do fabricante até o
momento da coleta.

BENEFICIOS

Este projeto de pesquisa nédo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal de sua
participac@o € a oportunidade de ajudar a aprimorar os conhecimentos na area dos exames
forenses, ao contribuir em uma pesquisa que visa o melhor aproveitamento das fontes de
DMA disponiveis para identificac8o de pessoas envolvidas em delitos.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA

Apds a doacdo das amostras néo havera acdes posteriores ou acompanhamentos. De toda
forma, a qualguer momento durante o andamento da pesquisa, vocé podera ter livre acesso
aos resultados de todos os testes/exames feitos com seu material genético bem como
outros esclarecimentos relativos a pesquisa.

GARANTIA DE RECUSAEM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

Vocé podera desistir de sua participacéo a qualquer momento sem prejuizo ou multa e sem
a necessidade de dar explicagcBes. Neste caso, suas informacées e sua amostra serdo
excluidas deste estudo e descartadas sem qualquer identificacio. Da mesma forma, vocé
possui plena liberdade de negar-se a responder perguntas.

GARANTIA DE MANUTENGAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Como medidas de protec@o aos dados individuais, todos os documentos referentes a vocé
{o presente documento e os resultados genéticos) serfo acessiveis somente aos
pesquisadores diretamente envolvidos, sendo proibido o acesso a terceiros.
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GARANTIA DE RESSARCIMENTO FINANCEIRO E INDENIZACAQ

O presente estudo tem finalidade cientifica sem fins lucrativos. Nao havera, portanto,
qualquer ressarcimento ou indenizacdo aos participantes, nem em relacdo a custo de
deslocamento. Se vocé concordar com o uso de sua amostra bioldgica, como descrito
acima, esclarecemos que nao havera cobranca de gualguer tipo de pagamento ou taxa
como condigdo para sua participacéio. Sua inclusdo neste projeto & voluntaria e vocé nao
sofrera penalidade caso nfo autorize a utilizac8o de sua amostra bioldgica.
ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de dividas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o{a) Sr.(a) pode
contatar a pesquisadora Julia Del Piero Pereira no telefone (27) 4009-2324, no endereco
Universidade Federal do Espirite Sante (UFES), Departamento de Ciéncias Bicldgicas,
Nicleo de Genética Humana e Molecular (NGHM), Predio Lydia Behar - bloco A sala 101,
térreo, Av. Fernando Ferrari, 514, CEP: 29075-910, Goiabeiras, Vitoria, Espirito Santo.

Vocé ainda tem a liberdade de consultar outros pesquisadores envolvidos neste projeto:

Pesquisador (a) Fungio Instituigio Telefone Email
Doutor em
Bioguimica e UFES
IGri Crumaond Louro Genéfica .. (27)29969-4211 iurilouro@yahoo.com
Molecular e (vitariz)
FProfessor
Eldama de Doutors em UFES (27)00065-023 _
“argas Wolfgramm Biotecnologia (Vitéria) 3 eldamariavwi@yahoo com .br
dos Santos & Professora
Barbara Gomes de Biomédica & UFES (27)88517-888 .
o L. bgobessai@gmail com
Qliveira Bessza mestranda [witdria) 4
Julia Del Piero Biologa e UFES (27)8B8742-488 o i . .
Persira mestrands [Vitdria) 1 juliadelpieropereirai@amail.com

O(A) Sr.(a) também pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo (CER/CCS/UFES) atraves do telefone
(27) 3335-7211, e-mail cep.ufes@hotmail.com ou correio: Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, Préedio Administrativo do CCS, Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe,
CEP 29.040-090, Vitoria - ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a func@o de analisar projetos
de pesquisa visando & protecdo dos paricipantes dentro de padrbes éticos nacionais e
internacionais. Seu horario de funcionamento & de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h.

Declaro que fui verbalmente informado(a) e esclarecido(a) sobre o presente documento,
entendendo todos os termos acima expostos, e que voluntariamente aceito participar deste
estudo. Também declaro ter recebido uma via deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, de igual teor, assinado pelo{a) pesquisador(a) principal ou seu representante,
rubricada em todas as paginas.

, de de20__.




ANEXD A - Projeto de pesquisa Vestigios biologicos: abordagens metodologicas de
(¥
amostras desafiadoras na analise forense o]

LIFES
Participante { Respansdvel legal
Ma qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Vestigios Dbiologicos:
abordagens metodologicas de amostras desafiadoras na analise forense”, eu, Julia
Del Piero Pereira, declaro ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) M3, da Resolucéo CNS
466/12, a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
seres humanos.

Pesquisador responsivel pela obiencio do conssntiments



