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RESUMO

WINKLER, C. Detecgcdo de DNA masculino em amostras de crimes sexuais por
PCR em Tempo Real. 2024. 62f. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) —
Programa de Pés-Graduacgdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo, 2024.

A insercdo de perfis genéticos em bancos de dados de DNA revolucionou a
investigacdo de crimes sexuais. Antes dessa ferramenta, sO era possivel investigar
casos com agressores sexuais conhecidos. No Brasil, 0 uso de bancos de dados de
DNA é recente, e, por isso, 0 processamento de amostras de casos sem suspeitos
ndo era considerado importante até entdo. Por essa razdo, os laboratérios forenses
de DNA brasileiros tém uma grande quantidade de vestigios ndo analisadas. Nesse
contexto, aumentar o numero de perfis genéticos inseridos nos bancos de dados pode
contribuir para reduzir esses atrasos e resolver casos antigos. No entanto, as praticas
atuais de analise de DNA geralmente se concentram em casos em que 0 sémen esta
presente e, na maioria dos casos, esse material biologico ndo é detectado. A PCR em
Tempo Real € uma técnica com alta sensibilidade, especificidade e ja amplamente
utilizada na rotina das andlises forense. Assim, este projeto teve como objetivo avaliar
a viabilidade técnica da PCR em Tempo Real como um método de triagem de material
biol6gico masculino em amostras de suabes de mulheres vitimas de agressao sexual.
Apos testes de rotina para triagem de esperma no Laboratoério de Biologia Forense da
Policia Civil do Espirito Santo, 176 amostras de suabes foram analisadas usando
quatro diferentes ensaios de PCR em Tempo Real. Foi realizada a quantificacdo de
DNA usando um kit comercial com sondas TagMan e trés diferentes reacdes de
gPCR-duplex in house com corante SYBR Green. No ensaio de quantificacdo de DNA,
entre as 84 amostras com resultados negativos para a triagem de sémen, 39 (46,4%)
apresentaram DNA masculino. Os trés ensaios de gPCR-duplex baseados em SYBR
Green ndo mostraram a mesma sensibilidade que a quantificacdo de DNA com
sondas TagMan. Este estudo demonstrou que o uso da PCR em Tempo Real pode
ser uma ferramenta robusta para detectar o DNA masculino como um método de

triagem para identificar o contato masculino em casos de agresséo sexual.



Palavras-chave: cromossomo Y. Triagem de sémen. Backlog de vestigios de crime

sexuais. Genética forense.



DETECTION OF MALE DNA IN SEXUAL ASSAULT SAMPLES BY REAL-TIME
PCR

ABSTRACT

WINKLER, C. Detection of male DNA in sexual assault samples by real-time PCR.
2024. 62f. Dissertation (master’s in biotechnology) - Postgraduation Biotechnological
Program, UFES, Espirito Santo. 2024.

The insertion of genetic profiles in DNA databases revolutionized the investigation of
sexual assault. Before this turning point, it was only possible to investigate cases with
known sexual offenders. In Brazil, the use of DNA databases is recent, and, therefore,
the processing of samples of cases without a suspect were not considered important
until then. For this reason, Brazilian forensic DNA laboratories have a large amount of
unanalyzed traces. In this context, increasing the number of genetic profiles inserted
into databases can contribute to reducing these backlogs and solving cold cases.
However, current DNA analysis practices typically focus on cases where semen is
detected. In instances where screening yields negative results, the forensic analysis
often concludes and, in most cases, seminal fluid is not detected. Real-time PCR is a
technique with high sensitivity and specificity and is already widely used in forensic
laboratories. Thus, this project aimed to evaluate the technical feasibility of real-time
PCR as a screening method for male fluids in swab samples from women who are
victims of sexual assault. After routine testing for semen screening at the Forensic
Biology Laboratory of Civil Police of Espirito Santo, 176 swab samples were analyzed
using four different qPCR assays. It was performed DNA quantification using a
commercial kit with TagMan probes and three different in house gPCR-duplex
reactions with SYBR Green dye. In the DNA quantification assay, among the 84
samples with negative results for semen screening, 39 (46.4%) presented male DNA,
a significant proportion often overlooked by most Brazilian forensic laboratories. The
three SYBR Green-based qPCR-duplex assays did not show the same sensitivity as
DNA quantification with TagMan probes. This study demonstrated that the use of real-
time PCR can be a robust tool for detecting Y DNA as a screening method to identify

male contact in cases involving sexual assault.

Key words: Y chromosome. Semen screening. DNA backlog. Forensic genetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 A VIOLENCIA SEXUAL CONTEXTUALIZADA

A violéncia sexual representa um assunto alarmante no ambito de saude e seguranca
publica, segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS). Dos crimes contra a
liberdade sexual, o estupro é definido como “constranger alguém, mediante violéncia
ou grave ameaca, a ter conjuncdo carnal ou a praticar ou permitir que com ele se

pratique outro ato libidinoso” no Art. 213 do Codigo Penal Brasileiro.

Os crimes sexuais geram impactos significativos na saude fisica e mental das vitimas,
no curto e longo prazo. Na esfera de saude fisica, as consequéncias podem incluir
lesGes nos Orgdos genitais, a contracdo de infeccdes sexualmente transmissiveis
(IST), gestacdes indesejadas e abortos ilegais. Em relacdo a saude mental, o trauma
resultante do estupro pode desencadear diversos transtornos, tais como depresséo,
sindrome de estresse pds-traumatico, disfuncdes sexuais e até tentativas de suicidio
(WHO, 2010; Ipea, 2014).

No Brasil, em 2022, o numero absoluto de casos registrados de estupro e estupro de
vulneravel foi de 74.930 e, dentre esses, 75,8% foi estupro de vulneravel, pessoas
incapazes de consentir, ou pela idade (menores de 14 anos), ou por qualquer outro
motivo (deficiéncia, enfermidade etc.). Além disso, os dados apontam que as vitimas
eram 88,7% do sexo feminino e 11,3% do sexo masculino. Em relacdo aos
agressores, 82,7% eram conhecidos da vitima (FBSP, 2023) e a maioria do género

masculino (Cerqueira; Bueno, 2023).

O numero de casos no ano de 2022 foi o maior da histdria do pais e, embora esses
nameros ja sejam significativos, 0s crimes sexuais apresentam altos indices de
subnotificacdo. Um estudo recente indicou que a estimativa de casos de estupro no

Brasil € de aproximadamente 822 mil casos anuais (Cerqueira; Bueno, 2023).

Além da subnotificacdo, muitos casos ndo resultam em uma penalizagdo legal,
frequentemente, pela falta de vestigios que auxiliam na identificagdo desses

agressores. De acordo com o Art. 158 do Cdédigo de Processo Penal Brasileiro,
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“‘quando a infracdo deixar vestigios, sera indispensavel o exame de corpo de delito,
direto ou indireto, ndo podendo supri-lo a confissdo do acusado.”, ou seja, como 0s
crimes sexuais deixam vestigios, a producdo de prova pericial € necessaria para a

elucidacdo dos mesmos.
1. 2 ATUACAO DA PERICIA CRIMINAL NOS CRIMES DE ESTUPRO

Nesse contexto, as mulheres vitimas de estupro sdo submetidas ao exame de corpo
de delito, realizado em Departamento Médico-Legal (DML), onde s&o coletados
materiais que possivelmente contenham vestigios deixados pelo agressor sexual,
como suabes vaginais, anais e orais, roupas e/ou objetos como, por exemplo,
preservativos que estejam relacionados a suposta agressdo. Em seguida, esses
materiais sdo encaminhados aos laboratorios forenses, onde comumente s&o
realizados exames periciais complementares que visam a constatacdo de fluido

seminal para a posterior obtencao de perfil genético do agressor.

A deteccao de sémen em amostras de casos de suposto estupro constitui uma prova
pericial de extrema relevancia, uma vez que pode fornecer evidéncias de contato ou
penetracdo sexual (Davies; Wilson, 1974; Graves et al.,1985; Teixeira, 1998). Na
Policia Civil do Espirito Santo, a pesquisa de sémen humano inicia-se no Laboratério
de Biologia Forense. Dentre os exames mais utilizados para triagem de fluido seminal,
estdo a pesquisa de espermatozoides por microscopia éptica (Allery et al., 2001) e a
pesquisa de antigeno prostatico especifico (PSA) por ensaio imunocromatografico
(Rao et al., 2007; Hochmeister et al., 1999; Laffan et al., 2011). Geralmente, esses

dois testes séo realizados em associacao para a pesquisa de sémen.

A deteccdo de espermatozoides, células reprodutoras masculinas, em suabes de
vitimas de suposto estupro é considerada uma prova técnica irrefutavel de contato
sexual (Indest 3rd, 1989). Porém, na maioria dos casos, ndo sao detectados
espermatozoides. Um levantamento feito no estado do Amap4, nos anos de 2007 a
2017, revela que somente 5% dos casos analisados positivaram para esse tipo de
analise (Francez et al., 2020). Outra avaliacao realizada no Mato Grosso do Sul, nos
anos de 2012 a 2015, demonstrou 22% de casos positivos para sémen, considerando
positivo a pesquisa de espermatozoides e/ou de PSA (Paulino et al., 2017).
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Vale enfatizar que a auséncia de espermatozoides nao exclui a agressdo ou contato
sexual. Essa falta pode ser explicada por diversos fatores, tais como o uso de
preservativos, penetracdo sem ejaculacao, intervalo prolongado entre o ato sexual e
a coleta, higienizacdo feita pela vitima apds a agressdo, acondicionamento
inadequado das amostras, agressores vasectomizados, oligospermia (pessoas com
guantidade reduzida de espermatozoides no sémen) ou azoospermia (individuos com
inexisténcia de espermatozoide no fluido seminal), entre outras razdes (Paulino et al.,
2017; Woodling; Kossoris, 1981). Por esse motivo, aplicam-se outras técnicas, como
os testes de PSA, quando o resultado for negativo para espermatozoides.

O PSA é uma glicoproteina produzida pela glandula prostética e secretada no plasma
seminal. Inicialmente, achava-se que o PSA somente era encontrado no sémen,
entretanto estudos demonstram que tecidos extraprostaticos também produzem essa
glicoproteina (Yu; Diamandis, 1995; Obiezu et al., 2001). Nesse sentido, pesquisas
apontam resultados falso-positivos de testes imunocromatograficos para deteccéo de
PSA em amostras sem sémen (Denison et al., 2004; Unuma et al., 2023). Apesar
desses fatores, a analise de PSA é considerada confiavel para fins forenses, visto que
essa glicoproteina est4 presente em maiores concentracdes no sémen quando
comparada com outros tecidos (Sawaya; Rolim, 2004), mas vale ressaltar a
importancia de se realizar outros testes para confirmar a deteccéo de fluido seminal
(Denison et al., 2004).

Nessa perspectiva, a triagem de sémen tem grande importancia ndo sé na
determinacao de contato sexual, mas também nas analises de DNA, pois a morfologia
distinta das paredes das células gaméticas possibilita a separacao fisica de outros
tipos celulares pelo método de extracéo diferencial de DNA por lise. Esse método é
utilizado como técnica padrédo para separar misturas em casos de crimes sexuais,
dado que, frequentemente, essas amostras contém quantidades consideraveis de
material genético da vitima (Gill; Jeffreys; Werrett, 1985; Wiegand; Schirenkamp;
Shitte, 1992; Laberke, 2012). Consequentemente, essa técnica de extracdo de DNA
contribui para a obtencédo do perfil genético masculino do suposto agressor (Gill;
Jeffreys; Werrett, 1985).



17

1.3 GENETICA FORENSE

Apesar de ser uma area nova quando comparada a outras no ambito forense, a
analise de DNA é um dos métodos mais aplicados atualmente na rotina das Policias
Técnico-Cientificas do Brasil e do mundo e sua relevancia ja alcangou um consenso
geral na atividade da justica (Walsh, 2005). O objetivo dos testes genéticos em casos
de crimes sexuais € obter o perfil genético do agressor e compara-lo com um suspeito
conhecido ou inseri-lo em um Banco de Perfis Genéticos (Francez et al., 2020;
Kobachuk et al., 2023).

A criacdo dos Bancos de Perfis Genéticos proporcionou uma mudanca de perspectiva
na pericia criminal. Antes de sua implementacdo, era comum analisar apenas 0s
vestigios em casos nos quais ja havia suspeitos, uma vez que 0s testes genéticos
forenses tém carater comparativo. Os Bancos de Perfis Genéticos armazenam tanto
perfis obtidos de vestigios coletados em locais de crime, quanto de pessoas
(suspeitas, condenadas, desaparecidas etc.). Com a viabilidade de insercao de perfis
em um banco de dados, atualmente tornou-se possivel elucidar crimes sem suspeitos.
Nesse contexto, € crucial que os laboratérios que abastecem esses bancos continuem

inserindo o maximo de perfis possivel.

Inicialmente, os exames de DNA forense eram mais laboriosos e menos sensiveis. A
tipagem de DNA foi descrita pela primeira vez em 1985 pelo geneticista britanico Alec
Jeffreys, utilizando-se a técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (RFLP) com enzimas de restricdo. Ele identificou regides de repeticdo no
DNA e revelou que o niumero dessas repeticdes varia entre individuos, o que ficou
conhecido como impressdes digitais do DNA (do inglés DNA fingerprint). Essas
regides especificas foram denominadas Repeticdes em Tandem de NUmero Variavel
(VNTRs) ou minissatélites, consistindo em marcadores de polimorfismos com
unidades de repeticao entre 10 e 100 pares de bases (pb) (Jeffreys; Wilson; Thein,
1985; Butler, 2010; Rodrigues; Garrido, 2020).

A anélise de uma ou poucas células se tornou possivel com o advento de métodos de
amplificagéo de DNA. Hoje, utilizam-se métodos baseados na Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), uma técnica rapida e sensivel que permite a amplificacdo de

marcadores genéticos em quantidades analiticas. A PCR teve a sua primeira
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demonstracdo pratica realizada por Kary Mullis em 1983. A partir da PCR
convencional, foram elaboradas novas modalidades de PCR como a PCR em Tempo
Real (qPCR), na qual, além de amplificar as sequéncias de DNA, é possivel
acompanhar o aumento da concentracao do produto na reacao. Para isso, tecnologias
de deteccdo de fluorescéncia, como, por exemplo, corantes fluorescentes
intercalantes de DNA dupla fita ou sondas de hidrélise sé@o incluidas na lista de

reagentes que compdem a reacao (Butler, 2010; Rodrigues; Garrido, 2020).

Os corantes fluorescentes na gPCR emitem fluorescéncia quando se ligam ao DNA
de fita dupla e essa emisséo € diretamente proporcional a quantidade de produto de
PCR. Embora oferecam a vantagem de serem de baixo custo, esses corantes sdo
inespecificos, uma vez que podem se ligar a qualquer molécula de DNA de fita dupla,
incluindo produtos inespecificos e dimeros de primer formados durante a reagéo. Para
evitar essa questao técnica, a andlise da curva de melting, ou curva de dissociacao,
apos a PCR possibilita a deteccédo de amplificacdo inespecifica (Rodrigues; Garrido,
2020).

Ja as sondas de hidrélise sdo moléculas que contém uma sequéncia complementar
ao alvo de interesse conjugada a uma molécula emissora de fluorescéncia na
extremidade 5' (comumente denominada de reporter) e uma molécula supressora de
fluorescéncia (comumente denominada de quencher) na extremidade 3'. Durante a
amplificagéo, a sonda se liga ao alvo e a atividade da DNA polimerase faz com que a
sonda seja hidrolisada, liberando a fluorescéncia, o que permite a deteccdo

guantitativa do DNA amplificado em tempo real (Rodrigues; Garrido, 2020).

Os marcadores utilizados atualmente para testes de paternidade e identificacao
humana sdo as Repeticdes Curtas em Tandem (STRs), também denominadas como
microssatélites, e consistem em regides de sequéncias curtas de DNA altamente
variaveis que também se repetem em tandem. Os STRs se distinguem dos VNTRs
em relacdo ao tamanho das repeticdes, que variam entre 2 e 6 pb, e, por isso,
apresentam maior eficiéncia no tratamento de amostras forenses, que geralmente
apresentam baixa quantidade e qualidade de DNA. Esses marcadores encontram-se
distribuidos ao longo do genoma humano, inclusive nos cromossomos sexuais (X e
Y). Atualmente, utilizam-se kits comerciais que possibilitam a amplificacdo simultanea

de mais de 20 loci STR, conferindo um elevado poder de discriminagdo, mesmo
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guando se dispde de uma reduzida quantidade de amostra (Butler, 2010; Butler, 2015;
Rodrigues; Garrido, 2020).

Apesar das analises de STRs estarem bem estabelecidas e regulamentadas, em
alguns casos, ndo ha correspondéncias ou nao ha perfis conhecidos de uma pessoa
de interesse para compara-lo. Para superar isso, um novo método de andlise genética
utilizando Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) surgiu no inicio dos anos 2000.
Os SNPs séao substituicdes de bases, insercdes ou delecdes, que normalmente séao
bi-alélicos com baixas taxas de mutacao e alta herdabilidade. Além disso, o pequeno
tamanho de seus amplicons de PCR os torna Uteis para analisar amostras de DNA
degradadas e em baixa quantidade. Esse tipo de marcador genético tem um grande
potencial forense, uma vez que a previsdo de caracteristicas fenotipicas e a
ancestralidade biogeografica podem fornecer uma descricdo fisica do doador da
amostra. Embora j& tenha sido aplicada em alguns casos forenses, essa técnica
levanta varias questdes éticas, legais e sociais sobre os limites de sua aplicacéo e,
devido ao seu aparecimento relativamente novo, ndo h& padronizacdo de
metodologias (Granja; Machado, 2020; Ortufio; May, 2023).

1.4 MARCADORES GENETICOS DO CROMOSSOMO Y

A diferenca genética entre homens (XY) e mulheres (XX) é determinada pela presenca
do cromossomo Y em homens. Os cromossomos X e Y divergem em tamanho e
conteldo genético, este contém 693 genes, sendo 107 genes codificadores de
proteinas (Rhie et al., 2023). Essa variacdo genética impacta o fenétipo masculino e
€ responsavel pela determinacao sexual, fertilidade e processo de espermatogénese
(Gustafson; Donahoe, 1994; Graves; Foster, 1994; Rhie et al., 2023). Assim sendo, a
deteccdo de sequéncias especificas do cromossomo Y permite distinguir individuos

XY e XX e, nos casos de crime sexual, essa diferenca se faz muito util.

A identificacdo do sexo genético pode ser realizada através de marcadores
especificos de sexo, como, por exemplo, a regido de determinacdo sexual do
cromossomo Y (SRY), o gene da proteina testicular especifica ligada ao cromossomo
Y (TSPY), o gene da amelogenina (AMELY) e o pseudogene da esteroide sulfatase
(STSP1).
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O gene SRY, localizado no braco curto do cromossomo Y (Ypl11.3), codifica um fator
determinante de testiculo que promove o desenvolvimento masculino ao desencadear
o tecido gonadal indiferenciado de um embrido a formar os testiculos (Graves, 2002;
Rawal et al., 2024). Esse gene é considerado um marcador alvo para detectar a
presenca de DNA masculino, apesar de s6 possuir uma Unica cOpia ho genoma
(Kastelic; Budowle; Drobnic, 2009).

O TSPY caodifica a proteina testicular especifica ligada ao cromossomo Y e acredita-
se que esse gene esteja envolvido na espermatogénese. Recentemente, descobriu-
se que as cépias do TSPY estdo organizadas no terceiro maior conjunto genético do
genoma humano e que o numero de copias € polimorfico em diferentes individuos,
variando aproximadamente de 10 a 40 copias (Rhie et al., 2023). O gene esta
localizado no braco curto do cromossomo Y (Ypll.2), também podendo haver cépias
no braco longo. Por ser um gene multicopias, o TSPY mostrou-se um marcador mais
sensivel para deteccdo de DNA masculino quando comparado ao SRY. Uma anélise
de sensibilidade do TSPY confirmou que este gene pode apresentar resultados a partir

de 4 pg de DNA, enquanto o SRY s0 é detectavel a partir de 80 pg (Jacot et al., 2013).

O gene da amelogenina é responsavel pela formacdo do esmalte do dente e esta
presente nos cromossomos X (AMELX) e Y (AMELY). O gene esta localizado nas
por¢cdoes Xp22.1, Xp22.3 e Ypll.2 com uma delecdo de 6 pb no cromossomo X,
resultando em diferencas de tamanho entre os genes, o que possibilita a diferenciagcao
sexual (Mannucci et al.,, 1994; Faerman et al.,, 1995; Dash; Rawat; Das, 2020;
Elmrghni, 2023; Kurniawan et al., 2023). A maioria dos kits comerciais de genotipagem
forense inclui o marcador amelogenina para determinacdo do sexo. Porém, foram
reportadas discrepancias nos resultados das analises de sexagem com amelogenina,
devido a dele¢bes na regido AMELY (Santos; Pandya; Tyler-Smith, 1998; Thangaraj;
Reddy; Singh, 2002; Michael; Brauner, 2004; Laverde, 2013; Butler; Li, 2014). Para
garantir a correta determinacdo sexual, os kits hoje disponiveis analisam, além da

amelogenina, outros marcadores do Y.

Outro gene que também pode ser analisado € o STS, que codifica a esterbide
sulfatase, uma enzima microssomal ligada a membrana que é expressa de forma
ubiqua e hidrolisa sulfatos esteréides. Esses servem como precursores metabolicos

de estrogénios, androgénios e colesterol. O STS encontra-se no brago curto do
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cromossomo X, mas um pseudogene esta presente no braco longo do Y (Ygl1.211),
portanto também pode ser utilizado para determinacdo sexual. A homologia da
sequéncia entre STS e STSP1 é de 84.5%, contudo, o STSP1 nao codifica nenhuma

proteina funcional (Yen et al., 1988; Morikawa; Yamamoto; Miyaishi, 2011).
1.5 JUSTIFICATIVA

Como mencionado anteriormente, na maioria dos casos de crimes sexuais, O
resultado da pesquisa de sémen é negativo. Comumente, é realizada a andlise de
DNA apenas nos casos positivos para sémen e, nos casos em que a triagem foi
negativa, a analise pericial se encerra. Por esse motivo, a hipétese deste trabalho é
gue as analises atualmente utilizadas podem néo estar detectando material bioldgico
masculino em grande parte dos casos de crimes sexuais contra mulheres. Portanto,
outras técnicas devem ser utilizadas como método de triagem para aumentar 0s
nameros de deteccdo de material biol6gico dos agressores e, posteriormente, para

gue seja feita a analise de DNA.

Considerando que as andlises citolégicas (espermatozoides) e de imunocaptura
(PSA) ja séo realizadas, outros tipos de técnicas poderiam ser implementadas. Nesse
sentido, as analises moleculares se mostram uma op¢ao promissora, uma vez que
demonstram alta sensibilidade e especificidade. Mesmo quando os espermatozoides
estdo ausentes nas amostras de suabe de mulheres vitimas de estupro, células nao
esperméaticas também sdo deixadas pelo agressor como, por exemplo, células
epiteliais, leucécitos e células germinativas imaturas (Chomont et al., 2001). Essas
células podem representar uma fonte viavel de DNA masculino (Fedder, 1996). Outro
aspecto que pode ser analisado é que 0s espermatozoides passam por mudancas
apos a ejaculacao, devido a presenca de fatores de degradacéo, e essas mudancas
podem impedir a sua deteccao nas pesquisas citologicas. No entanto, o DNA restante

dessas células gaméticas ainda pode estar presente na amostra.

Estudos mostram que é possivel detectar DNA masculino utilizando a técnica de
gPCR em casos em que as amostras se encontrem degradadas e/ou contenham
pouco material genético como, por exemplo, em casos de identificacdo do sexo de
ossadas (Poma et al., 2022) e de sexagem fetal (Larsen et al., 1996; Boon et al., 2007).
Ademais, em reacdes de gPCR-duplex, é possivel analisar a amplificacdo de dois
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genes simultaneamente. Nesse sentido, a escolha dos marcadores no presente
trabalho se deu com objetivo de detectar DNA masculino em amostras de suabe
vaginal e anal de mulheres vitimas de suposto estupro e ter um controle positivo
interno. Para a detecgédo de cromossomo Y, o gene TSPY foi considerado a melhor
opcdo por apresentar varias copias no genoma. Essa caracteristica permite uma
deteccdo mais sensivel, especialmente em amostras com quantidades limitadas de
DNA masculino e/ou material degradado. Em relacdo ao controle positivo da reacéo,
para garantir a presenca de DNA em quantidades detectaveis e o adequado
funcionamento da mesma, o gene STS foi considerado uma escolha adequada por

estar presente no cromossomo X e também ter se mostrado um marcador sensivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a viabilidade técnica da PCR em tempo real como método de triagem de
material bioldgico masculino em amostras de suabe de mulheres vitimas de suposto

estupro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar e quantificar o DNA masculino em amostras de suabe vaginal e anal
por meio do kit comercial Quantifiler Trio DNA Quantification kit (Applied

Biosystems) com tecnologia TagMan;

e Testar e comparar ensaios in house de PCR duplex em tempo real com o
reagente SYBR Green e trés combinacdes distintas de primers para 0s genes-

alvo TSPY e STS para deteccdo de DNA masculino;

e Comparar as reacdes de PCR em tempo real (tecnologias TagMan e SYBR
Green) com os métodos convencionais de pesquisa de sémen (contagem de
espermatozoides e PSA) quanto a sua eficacia na triagem de amostras de

mulheres vitimas de suposto estupro;

e Verificar o desempenho das reacbes de PCR em tempo real (tecnologias

TagMan e SYBR Green) nas amostras negativas para pesquisa de sémen;

e Estudar a existéncia de associacao entre a contagem de espermatozoides e a

concentragdo de DNA masculino em um subconjunto amostral.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO (FORMATO DE ARTIGO CIENTIFICO)

Manuscrito a ser submetido a revista Forensic Science International: Genetics

Qualis CAPES érea Biotecnologia: A1

1. Introduction

Sexual violence represents an alarming issue in the context of security and public
health, according to the World Health Organization (WHO). In Brazil, the number of
rape cases in 2022 was the highest in the country's history with 74.930 reported cases.
Although these figures are already substantial, sexual assault has high rates of
underreporting and the actual estimated number of rape cases is approximately
822.000 cases per year (FBSP, 2023; Cerqueira; Bueno, 2023).

The insertion of genetic profiles in DNA databases can assist the investigation of
sexual assault and offers the opportunity to review potential wrongful convictions.
Before DNA databases, it was only possible to investigate cases with known sexual
offenders, now it is possible to elucidate crimes without suspects (Amaral et al., 2023;
Bastos; Bissoli; Morais, 2023). An assessment made by the Brazilian Integrated
Network of DNA Database (RIBPG) revealed the existence of a backlog of more than
150.000 biological samples from sexual assault to be processed in Brazilian forensic
laboratories (RIBPG, 2023). In this context, increasing the number of genetic profiles
inserted into databases can contribute to reducing these backlogs and solving cold

cases.

However, current DNA analysis practices typically focus on cases where semen is
detected. In instances where screening yields negative results, the forensic analysis
often concludes. Among the most widely employed tests for seminal fluid screening
are spermatozoa analysis using optical microscopy (Allery et al., 2001) and prostate
specific antigen (PSA) tests using an immunochromatographic assay (Rao et al., 2007;
Hochmeister et al., 1999; Laffan et al., 2011). Nevertheless, in most cases, seminal
fluid is not detected. During the years of 2022 and 2023, in the state of Espirito Santo,
Brazil, only 11% of the cases analyzed were positive for spermatozoa. Regarding the
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state of Amap4, from 2007 to 2017, only 5% were positive for spermatozoa (Francez
et al., 2020). Another evaluation carried out in the state of Mato Grosso do Sul, from
2012 to 2015, demonstrated 22% of positive cases for semen, considering both exams

(sperm cells and/or PSA test) (Paulino et al., 2017).

For this reason, the present study hypothesizes that the current methods may not be
detecting male biological material in many cases of sexual assault against women.
Therefore, other techniques should be used as a screening method to increase the
detection numbers of biological evidence from sexual offenders and, subsequently, for

DNA analysis to be carried out.

Considering that cytological (spermatozoa) and immunocapture (PSA) tests are
already being executed, other types of methods could be implemented. In this sense,
molecular analysis is a promising option, as they demonstrate high sensitivity and
specificity. Even when sperm are absent from swab samples of female rape victims,
non-sperm cells are also left behind by the perpetrator, such as epithelial cells,

leukocytes, and immature germ cells (Chomont et al., 2001).

Researches have shown that it is possible to detect male DNA using real-time PCR
(gPCR) in cases where semen samples are degraded and/or contain little genetic
material (Martinez et al., 2015; Ginart et al.,, 2019), as well as in cases of sex
identification of skeletons (Poma et al., 2022) and in fetal sexing (Larsen et al., 1996;
Boon et al., 2007). In this sense, we deemed gPCR to be a suitable technique for the
present study, as it is specific, sensitive, rapid and already familiar to forensic experts.

Thus, we compared four different assays of qPCR. We utilized a commercial DNA
guantification kit with TagMan probes and conducted three different in house gPCR-
duplex reactions with SYBR Green dye for detection purposes. For the SYBR Green
assays we selected two different genes as Y chromosome markers: testis specific

protein Y-linked gene (TSPY) and steroid sulfatase pseudogene (STSP1).

The TSPY gene encodes the specific testicular protein linked to the Y chromosome
and is believed to be involved in spermatogenesis. This gene has different copy
numbers among individuals, ranging approximately from 10 to 40 copies (Rhie et al.,
2023). As a multicopy gene, TSPY proved to be a more sensitive marker for detecting

male DNA when compared to others (Jacot et al., 2013).
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The STS gene encodes steroid sulfatase, a membrane-bound microsomal enzyme that
is ubiquitously expressed and hydrolyzes steroid sulfates. These serve as metabolic
precursors of estrogens, androgens, and cholesterol. The STS is found on the X
chromosome, but a pseudogene is present on the long arm of the Y, hence it can also
be used for sex determination. The sequence homology between STS and STSP1 is
84.5%; however, STSP1 does not encode any functional proteins (Yen et al., 1988;

Morikawa; Yamamoto; Miyaishi, 2011).

The aim of this project was to evaluate the technical feasibility of real-time PCR as a
screening method for swab samples from women who are victims of sexual assault.
Our main interest was on samples for which a negative result was obtained in the
semen screening. Also, we studied the existence of an association between sperm

count and male DNA concentration in a subset of samples.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Vaginal and anal swabs were collected by coroners at the Legal Medicine Department
of the Civil Police of Espirito Santo State (PCES), Brazil, spanning from January 2022
to October 2023. As standard protocol for forensic examination of rape victims, two
swabs were collected for each region—vaginal and anal. One swab from each region
was sent to the Forensic Biology Laboratory and the other to the Forensic DNA
Laboratory. The only inclusion criterion for the selected samples was that the victims
had to be female. Following routine testing with PSA and sperm cytology (SC), the
Forensic Biology Laboratory provided 176 swab samples, each comprising 100uL of
the first swab wash with TBS (Tris Buffered Saline). These samples were stored at -

20°C until analyzed.

Regarding ethical aspects, this study was submitted to the Research Ethics Committee
of the Center for Health Sciences linked to the Federal University of Espirito Santo and
approved under protocol number 5.622.741 and the resolution of National Health
Council N°. 466 (from December 12, 2012) was followed.

2.2. Semen screening: PSA test and sperm cytology (SC)
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PSA and SC tests were performed by forensic experts in the Forensic Biology
Laboratory of PCES. SC test was performed using the smear slide method and Corin
& Stockis coloration techniqgue (Corin; Stockis, 1908). Preparations were
microscopically screened for spermatozoa under 400x magnification and the presence
or absence was recorded (qualitative analysis). The sample was considered positive

when at least one sperm cell was unequivocally detected.

PSA test was performed only if the result for SC was negative. PSA results were
determined by immunochromatographic assay performed by PSA Semi-Quantitativo
ECO Teste commercial kit (ECO Diagnostica Ltda., Minas Gerais, Brazil) according to

manufacturer’'s recommendations.
The results of both tests are compiled in Table 3.
2.3. Semiquantitative sperm classification

Based on a previously published method (Candido et al., 2021), 22 out of 176 samples
had their sperm cells counted as an additional step in semen screening in the Forensic
Biology Laboratory of PCES. According to the quantity of sperm per slide (sperm/slide),
the following classification was adopted: i) rare (from 1 to 5 sperm/slide); ii) moderate

(from 6 to 10 sperm/slide); iii) numerous (11 or more sperm/slide).
2.4. DNA extraction and TSPY/STS amplification with SYBR Green

Samples from 176 swabs were exposed to Proteinase K and extraction buffer
treatment followed by organic phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation
(Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989). DNA from each sample was extracted and eluted
in 50 ul of ultrapure water, 3 ul was used per reaction. The regions analyzed in this
research were amplified by gPCR in three different duplex reactions shown in Table 1.
The primers sequences and reagents were used as described by Poma et al., 2022.
Except for the primer concentration, which, in our study, demonstrated the most

favorable results at 0,5 uM. The primer sequences are shown in Table 2.

For the TSPY67/STS95 (duplex 1) assay, the thermal cycler program consisted of a
UDG activation at 50°C for 2 minutes, an initial heat activation step at 95C for 2

minutes, followed by 40 cycles at 95 'C for 15 seconds, 58 'C for 15 seconds and 60 C
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for 1 minute and an analysis of the melting curve with temperature ramp from 60 C to

95 C, rising by 1C every 5 seconds.

For TSPY119/STS89 (duplex 2) and STS158/STS89 (duplex 3) reactions, the thermal
cycler program consisted of a UDG activation at 50 'C for 2 minutes, an initial heat
activation step at 95 C for 2 minutes, followed by 40 cycles at 95 C for 15 seconds and
60 C for 1 minute and an analysis of the melting curve with temperature ramp from
60C to 95 C.

The gPCRs were performed with a Rotor Gene Q 5Plex HRM (QIAGEN, Germany)
using SYBR Green dye (PowerUp SYBR Green Master Mix - Applied Biosystems) to
detect DNA synthesis.

Reactions were performed using a male DNA positive control (two peaks), a female
DNA positive control (single peak) and a DNA negative control with ultrapure water (no
amplification).

DNA extractions and real-time PCR reactions were performed in the Federal University
of Espirito Santo (UFES).



Table 1. Pair of primers used in qPCR-duplex assays. Optimal concentrations and
expected amplicons according to sex for each pair of primers. Source: POMA et al., 2022

(adapted).
Duplex Pairs of Primers Concentrations Sex Amplicons
of Primers
1 STS95 0,5 uM Female 95bp
TSPY67 0.5uM Male 95 bp/67 bp
2 STS89 0,5 uM Female 89 bp
TSPYLL9 0.5 uM Male 89 bp/119 bp
3 STS89 0,5 uM Female 89 bp
STS158 0.5 uM Male 89 bp/158 bp
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Table 2. List of primers used. Source: POMA et al., 2022 (adapted).
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Annealing

Primers Primer Primer sequence 5’-3’ temperature

TSPY67 Forward GCTTCTCATTCCACTCCAATTGA 58°C
Reverse GGTGTCTGCGGCGATAGG

TSPY119 Forward GCTTCTCATTCCACTCCAATTGA 60°C
Reverse CCTGCGAAGTTGTGGTCAGA

STS89 Forward CATTCATAGAGAAAGGCTAAAGGTATCA 60°C
Reverse CCTTTGCTGGCTTATATTTTTTATGC

STS95 Forward CATTCATAGAGAAAGGCTAAAGGTATCA 58°C
Reverse ACATACCCTTTGCTGGCTTATATTTT

STS158Y Forward GCACCAGGGTGGCTTATCTT 60°C
Reverse TATGCTCCAGGGAAAACGCA

2.5. Male DNA quantification with TagMan technology

DNA quantification was carried out in 176 samples and was performed by real-time

PCR with TagMan probes technology, using the Quantifiler Trio DNA Quantification kit
(Applied Biosystems, California, USA) and the QuantStudio 5 Real-Time PCR System

(Applied Biosystems, California, USA), according to manufacturer's instructions. Data

were analyzed in the HID Real-Time PCR Analysis Software Version 1.3.

2.6. Results interpretation, sensitivity and specificity

Amplification of specific regions of the Y chromosome detects the presence of male

DNA in the swab samples. The presence of Y DNA in qPCR-duplex assays was

compared with results from DNA quantification in order to analyze sensitivity and

specificity to validate the methodology. In DNA quantification, any value above zero

was considered positive for male DNA.



31

2.7. Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using Jupyter Notebook, a web-based interactive
computing platform, with Python programming language version 3.9.0. In the cases in
which the number of spermatozoa per slide was counted, to evaluate the difference
between the groups (rare, moderate and numerous) and the amount of male DNA (in
nanogram) quantified, the one-way ANOVA test with a posteriori Tukey test was used.

Values of p < 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Male DNA quantification with TagMan commercial assay

Table 3 displays the compiled results of DNA quantification. Out of the 176 samples,
male DNA was detected in 125 (71%). The lowest detected concentration was
0.000117 ng/ul. Among the 67 samples positive for sperm cells, only one did not show
guantifiable male DNA. Regarding the 25 PSA-positive cases, 5 did not show Y DNA.
Notably, among the 84 samples with negative results for sperm and PSA, 39 (46.4%)

presented male DNA.
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Table 3. Results of real-time PCR male DNA quantification and detection regarding
semen screening.

(+) SPTZ: 67* (-) SPTZ: 109 Total: 176

(+) PSA: 25 () SEMEN: 84***

DNA quantification 66 (98.5%) 20 (80%) 39 (46.4%) 125 (71%)
Duplex 1 57 (85%) 10 (40%) 10 (11.9%) 77 (43.75%)
Duplex 2 59 (88%) 9 (36%) 11 (13.1%) 79 (45%)

Duplex 3 17 (25.4%) 2 (8%) 1 (1.2%) 20 (11.4%)

* 67 samples tested positive for spermatozoa (PSA tests were not performed);

** 25 samples tested negative for SPTZ and positive for PSA,

*** 84 samples tested negative for both analyses, so they were classified as negative for the
presence of semen.

3.2. gPCR-duplex

When compared to DNA quantification, none of the gPCR-duplex reactions
demonstrated false positive results; however, they showed false negatives. The duplex
2 assay yielded 79 (45%) positive outcomes for male DNA, with the lowest detected
amount being 0.000405 ng/ul. The duplex 1 presented 77 (43.75%) positive results,
registering a minimum concentration of 0.000506 ng/ul. Simultaneously, both reactions
yielded the same positive count in 74 (42%) samples. The duplex 3 reaction identified
only 20 (11.4%) positive samples. Regarding the 84 samples with negative results for
sperm and PSA, the duplex 2 assay detected Y DNA in 11 (13.1%) cases, while the
duplex 1 identified 10 (11.9%). In the 67 positive cases for sperm and male DNA, the
duplex 2 and duplex 1 reactions identified as positive 59 (88%) and 57 (85%) samples,

respectively.

All the compiled results are also shown in Table 3, and Figures 1, 2 and 3 show the

results of the melting curves of duplex 1, 2 and 3, respectively.
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Figure 1. Melting curve of the amplified products in the TSPY67/STS95 reaction (Duplex 1).
The two peaks indicate the detection of male DNA in the samples. The melting temperatures
corresponding to the STS95 and TSPY67 markers were approximately 75°C and 80.5°C,
respectively.
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Figure 2. Melting curve of the amplified products in the TSPY119/STS89 reaction (Duplex 2).
The two peaks indicate the detection of male DNA in the samples. The melting temperatures
corresponding to the STS89 and TSPY119 markers were approximately 74.5°C and 83.5°C,
respectively.
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Figure 3. Melting curve of the amplified products in the STS158/STS89 reaction (Duplex 3).
The two peaks indicate the detection of male genetic material in the samples. The melting
temperatures corresponding to the STS89 and STS158 markers were approximately 74.5°C
and 78.3°C, respectively.

3.3. Semiquantitative sperm classification and statistical analysis

In cases with “rare” counting, shown in Figure 4, the concentration of male DNA ranged
from 0.00024 to 0.004137 ng/ul. “Moderate” scored samples exhibited concentrations
from 0.008572 to 0.046148 ng/pl. For “numerous” counting, the variation varied from
0.0037 to 2.014549 ng/pl.

Regarding the gPCR-duplex reactions, both TSPY assays yielded identical outcomes,
with positive results for male DNA obtained in 18 (82%) out of 22 samples. The 4
negative cases fell within the “rare” classification group. Despite this occurrence, the
statistical analysis showed non-significant differences between the amounts of male
DNA in the “rare” (0.01009 = 0.02111 ng), “moderate” (0.03265 + 0.01454 ng), and
“numerous” (0.3179 £ 0.59259 ng) groups. In terms of the STS158/STS89 reaction,
only 6 samples tested positive for Y DNA. The one-way ANOVA p-value was
approximately 0.287. Regarding the Tukey test, the comparison of “rare” and

“‘moderate”, “rare” and “numerous”, “moderate” and “numerous” groups resulted in a
p-value of 0.996, 0.3093 and 0.5134, respectively.
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Figure 4. Sperm cell and epithelial cells under optical microscopy in 400x magnification.

4. Discussion

The use of DNA databases has revolutionized forensic genetics and police
investigation by enabling the processing of samples from cases without a suspect.
Currently, only a few sexual crime cases are solved in Brazil, and one contributing
factor may be the limited number of cases that have their samples processed for DNA
testing (Carvalho et al., 2020). Therefore, semen screening is essential not only
because it is a significant evidence itself (Butler, 2023), but also to optimize DNA
exams by selecting promising samples.

Many studies corroborate the argument that increasing the number of tests conducted
in semen screening would be beneficial for elucidating sexual crimes (Denison et al.,
2004; Martinez et al., 2015; Rathod, 2021). Incorporating a molecular analysis step in
semen screening appears to be appropriate, as demonstrated its sensitivity and
precision (Suttipasit, 2019). This study not only supports these findings but also
explores how the implementation of a molecular test could increase the number of

cases examined by forensic DNA laboratories. It is worth highlighting that, using
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genotyping methods, the detection of male DNA would not indicate the presence of
semen itself, but rather male contact, without defining the type of cell or biological fluid

present in a sample.

Our study revealed the presence of male DNA in 46.4% of cases negative for sperm
cells and PSA, a significant proportion often overlooked by most Brazilian forensic
laboratories. While it is relevant to question the outcome of these results in Forensic
DNA Laboratories, further studies with larger sample size and feasibility analysis for
obtaining autosomal genetic profiles from these samples would be required. According
to Henry and Scandrett (2019) it was possible to obtain in 50% of the analyzed samples
full or partial Y-STR profiles. Also, Toselli, Pacheco and Dias Filho (2020), isolated
male genetic profile in 46.4% in cases that tested negative for spermatozoa and

positive for PSA, through sperm and/or epithelial cells of the perpetrator.

The two (duplex 1 and 2) out of three qPCR-duplex assays tested in the present study
demonstrated that in a little more than 10% of cases negative for spermatozoa and
PSA, it was possible to detect the presence of male DNA. Although these techniques
did not prove to be as sensitive as DNA quantification with TagMan probes, the SYBR
Green-based assays could be used for screening in cases where quantification is not

economically feasible, as it is a more affordable method (Tao et al., 2022).

The disparity in results between DNA quantification and the gPCR-duplex assays may
be attributed to the distinct methodologies employed by TagMan probes and SYBR
Green dye (Nielsen et al., 2006). The former relies on intermolecular interactions,
where the probe is designed to bind within the amplified PCR fragment, and a
fluorescent signal is generated only upon successful hybridization with its
complementary target. In contrast, the latter employs an intercalating dye that binds to
double-stranded DNA without exhibiting specificity (Tajadini; Panjehpour; Javanmard,
2014). For this reason, in the present study, we conducted a melting curve analysis to
ensure that the fluorescence signal originated from the desired DNA sequence and not

from non-specific products or primer dimers (Arya et al., 2005).

In order to investigate the negative results for male DNA in gPCR-duplex that were
positive for spermatozoa, we studied the existence of an association between sperm

count and male DNA concentration in a subset of samples. An additional step was
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introduced in sperm cytology, involving the counting of spermatozoa per slide. As
expected, samples that failed to amplify male DNA in the in house reactions exhibited
a low sperm cell count. However, statistical analysis did not yield significant results for
differences in male DNA quantity among groups with varying classifications of
spermatozoa quantities. In contrast to Candido et al. (2021), the DNA quantification
revealed that samples classified as the “numerous” group had a higher concentration
of male DNA when compared to “moderate” and “rare” groups. However, they did not
observe a significant difference between the classifications of “rare” and “moderate”,
although a linear relationship was expected between the number of sperm cells and

male DNA quantification.

Thus, among the molecular analysis methodologies, real-time PCR presents itself as
a powerful tool for male DNA detection in forensic analysis, offering several compelling
advantages (Roccazzello et al., 2004; Ginart et al., 2019; Henry; Scandrett, 2019). Its
high sensitivity enables the detection of trace amounts of DNA and provides rapid
results in situations that require fast diagnosis or screening. The technique's
guantitative capabilities further enhance its utility, providing valuable insights into DNA
concentration levels and it can easily be automated, simplifying workflows and
reducing the potential for human error. Also, real-time PCR is already in use in forensic
laboratories, so it is already a familiar technique for forensic experts.

5. Conclusion

The present study demonstrated that the use of real-time PCR can be a robust tool for
detecting Y DNA as a screening method to identify male contact in cases involving
sexual assault. In this regard, DNA guantification could potentially yield promising

results for police investigations.

This research also revealed that nearly half of the anal and vaginal swabs from rape
victims, which tested negative in the semen screening, contained male DNA. It is
important to highlight that the absence of detected semen would typically conclude the
forensic analysis. Even in cases where obtaining the genetic profile of the perpetrator
proves impossible due to very low concentrations of male DNA, this data could still be

utilized as evidence of male contact in cases of sexual assault.
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Ultimately, given the numerous untested forensic traces in this category of crime, the
forensic DNA laboratories should consider increasing the number of samples
analyzed, either by creating new screening methods or by considering the analysis of

all samples, to enhance resolution rates in cases of sexual assault.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o uso de PCR em Tempo Real pode ser uma
ferramenta robusta para detectar o DNA do cromossomo Y como um método de
triagem para identificar o contato masculino em casos envolvendo crimes sexuais.
Nesse sentido, a quantificacdo de DNA poderia proporcionar resultados promissores

para a investigacao policial.

Além disso, este estudo revelou que quase metade dos suabes anais e vaginais de
vitimas de estupro que testaram negativo na triagem de sémen continham DNA
masculino. E importante destacar que a auséncia de sémen na triagem, comumente,
encerra a analise forense. Mesmo nos casos em que a obtencéo do perfil genético do
agressor se mostra impossivel devido a concentracdes muito baixas de DNA
masculino, esses dados ainda poderiam ser utilizados como evidéncia de contato

masculino em casos de crimes sexuais.

Em relacéo as técnicas de PCR em Tempo Real utilizadas, o ensaio de quantificacéo
de DNA com TagMan se mostrou mais sensivel para detectar DNA masculino quando
comparado as técnicas in house de gPCR-duplex com SYBR Green. Porém, esses
ensaios poderiam ser realizados para triagem quando a quantificagcdo de DNA com
kits comerciais ndo é economicamente viavel, uma vez que sdo métodos mais

acessiveis.

Ademais, a avaliacédo realizada para verificar a existéncia de associacao entre a
contagem de espermatozoides e a concentracdo de DNA masculino em um
subconjunto amostral ndo apresentou resultados significativos. Dado que apenas um
namero limitado de amostras passou por esta etapa, aumentar o tamanho amostral

seria necessario para se obter resultados mais confiaveis.

Em dltima analise, diante da grande quantidade de vestigios forenses nédo testadas
nessa categoria de crime, os laboratérios de DNA forenses devem considerar
aumentar o nimero de amostras analisadas, seja criando novos métodos de triagem
ou considerando a analise de todas as amostras, para melhorar os indices de

resolucao nos casos de crimes sexuais.
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Titulo da Pesquisa: DETECGAD DE DNA MASCULING EM AMOSTRAS DE CRIMES SEXUAIS POR PCR
EM TEMPO REAL.

Pesquisador: lurl Drumond Loung

Area Temétlca:

Versdo: 2

CAAE: 61094622.3.0000.5060

Institul¢do Proponente: Centro de Clénclas da Sadde
Patrocinader Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 5.622.741

Apresentacio do Projeto:

Trata-se o presente projeto de mestrado em blotecnologla da UFES, de um estudo prospectivo. Esse projeto
tem como cbjetivo criar metodologlas para detectar, por PCR em Tempo Real, fragmentos de Cromossomo
¥ am amostras de suabe vaginal e anal de mulharas vitimas de suposto estupro. Esse trabalho IFa Testar e
comparar trés ensalos diferentes de PCA em Tempo Real duplex (gPCH-duplex) com diferentes pares de
primers dos genes STS (gene da esteroide sullatase, locallzado no cromossomo X), que serd utlizado como
controle positive, & TSPY (gene da proteina testicular especifica ligada a0 cromossomo ), que Ird detectar
a presenga do CROMOSSOMo Y Nas amostras. A coleta das amostras de suabe vaginal e anal de mulharas
vitrmas de suposto estupro serd realizada por um Parto Oficial Criminal da Policla Civil do Espirito Santo
(FCES) durante sua rofina de trabalho, que encaminhara uma allquoia da amosira bloldgica 4 UFES. Serdo
coletadas cerca de duzentas (n=200) amostras, amosiras essas que |4 tenham sido analisadas pela pericla
& que serlam descartadas. As amostras serao ientificadas numercamente somante para controle do estudo
sam gualquer comrelagao com os dados dos casos da investigagao crminal. O processamento & andlise das
amostras serdo realizados no Nicleo de Gendtica Humana e Molecular (NGHM/UFES). Menhuma
informagac referente 4s vitlmas ou ac seu caso serd coletada nem avallada por este estudo.

Endersgo:  Av, Marechal Campos 1468, prédio da drecie do Cantro de Clénca da Salda, segundo andar

Balrra: SN CEP: 29.040-001
UF: ES Munieiple: VITORIA
Talefone:  (27)3335-7211 E-mall: capules&hoimall.com
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO - CCS/UFES

Contiruacio do Pareoer: 5622741

Objetive da Pesgqulsa:

De acordo com o pesquisador responsdvel, o objetivos da pesquiza sao!

“Objetive Primaria: Este projeto visa comparar e validar metodologlas de deteccao de DNA masculing
afravés da andlise de fragmentos de cromossoma Y, por PCA em Tempo Real, em amosiras de suabe
vaginal & anal de mulheras vitimas de suposto estupro. Além disso, objetiva-se avallar se os métodos
propostos poderlam ser Implementados na rotina das Pollclas Técnlco-Clentificas como testes alternativos
nos casos em que o resultado fol negativo para a pesquisa de sémen.

Objetivo Secundario: Testar & comparar trés ensalos diferentes de PCR em Tempo Real duplex (gPCR-
duplex) com diferentes pares de primers dos genes STS (gene da estercide suifatase, locallzado no
CIOMOSS0Mo X), gue serd utllizado como controle pasliivo, e TSPY (gene da protelna lesticular especifica
ligada ao cromossomao Y), gue Ird detectar a presenga do cromossomo Y nas amostras.”

Avallagio dos Riscos ¢ Benaficlos:

De acorde com o pesquisador responsavel, os riscos @ beneficlos do projeto sao0:

" Alecos: O trabalho proposto pode apresentar rlscos em relagho ao uso do materal bloldgico, uma vez que
pode haver invasao de privacidade, divulgacdo de dados confidenclals, uso das amostras para novas
pesquisas sem a devida autorizagio, comogio a partlr da divuigagao dos resuitados & descarte Inadequado
do material biolégleo. Esses riscos serfio amenizados pelo fato de gue ndo haverd coleta de dados
qualitativos das vilmas e de que as amosiras nao serao identificadas com nenhuma Informagac que possa
relaciona-las 4s vitimas, cabendo &4 Folicla Civil a detengao de todas as informaghes. Além disso, 0s
pesquisadores envolvidos no projelo assinaram um Termo de Confidenclalidade e Sigllo. As amostras serao
descartadas apds o usc conforme as normas da ANVISA. Em relagdo aos pesgulsadores, o8 riscos de
confaminagao presentes sac mitigados por procedimentos e protocolos de rotina no laboratério.
Beneficlos: Essas metodologlas podem ser capazes de aumentar as chances de detecgao de material
genético mascullno em amosiras forenses degradadas. Por Isso, poderiam ser implementadas pelas
Paoliclas Técnlce-Clentificas nos cascs am gue a trlagem fol negativa para a presenga de sémaen,
aumentando, assim, as chances de elucidagie de casos de estupro.”

0= rizcos @ beneficlos estao de acordo com a Res. CNS NT 46612,

Endarego:  Av, Marechal Campos 1468, prédio da direcie do Canbro da Clénca da Salda, segundo andar

Balrra: SN CEF: 20,0400
UF: ES Munieiple: VITORIA
Telefone: (27)3335-7211 E-mall: capules®hoimall.com
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO - CCS/UFES

Contiruacio do Pareoer: 5622741

Comentiarios e Conslderactes sobre a Pesquisa:

A pesguisa Justifica dispensa do TCLE, porgue nenhuma informagao referenta s vilmas ou ao seu caso
=ard coletada nem avallada por este astudo, uma vez que serio utiizadas apenas allquotas de amostras
que |a tenham sldo anallsadas pela pericla @ que serlam descartadas. Cabe & Policla Clvil do Esplrito Santo
[PCES) a detengfo dos dados da investigagio crminal. HA prévia autorizacio e Interesse por parte da
PCES para a utlizagio das amostras e o desenvolvimento desta pesquisa.

Conslderacdes sobre 08 Termos de apresentacio obrigatéria:

Mo projeto “DETEGGAD DE DMNA MASCULING EM AMOSTRAS DE CRIMES SEXUAIS POR PCR EM
TEMPO REAL", do pesquisador url Drumond Louro, constam os seguintes documentos:

* Folna de rosio: apresantada e adequada.

* Projeto detalhado: apresentado @ adequado.

« Termo de Sigile e Confidenclalidade: apresentado & adequada.

= Terme de anuéncia da Instiiulgao onde a pesquisa serd realizada: apresentado e adequade.
* Requiamento do Blorrepositonio: apresentado @ adequado.

= Orgaments: apresantado @ adequado.

= Cronograma: apresentads @ atualizado, Inlcko previsto para 10010/2022.

Os termos de apreseniagio obrigatdria estdo em conformidade com a Resoluglo CNS 46612

Recomendagbes:

O projelo nao aprasenta pendéncias.

Conclusfes ou Pendénclas e Lista de Inadequagfes:
O projeio ndo apresenta pendéncias.

Consideracdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nog documentos abalxo relaclonados:

™ Tipo Documento Arquivo Fostagem Atar Shuagao

Imformagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 23082022 Acalto

doProjeto  IROJETO 1385026, pdi 2143494

Outros TEAMO_DE_SIGILO_E_COMFIDENCIA] 23/08/2022 |lurd Drumond Louro | Acelto
LIDADE pdt 2040016

Endarego:  Av, Marechal Campos 1468, prédio da direcie do Cantro da Clénca da Salda, segundo andar

Balrra: SN CEF: 20,0400
UF: ES Munieiple: VITORIA
Telefone: (27)3335-7211 E-mall: capules®hoimall.com
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO - CCS/UFES

Contiruacio do Pareoer: 5622741

Qo

Dweclaracao de REGULAMENTACAD BIORREFOSITO| 23082022 | lur Drumond Lourg Acelto

Manuselo Materlal RIC.pdt 2003733

Bloldgico f

Blorapositorio /

 BloDanco

Folha da Rosto Folha_rosto_assinada.pdf 31/07/2022 | lurl Drumond Louro Acelto
211825

Qutros Dweclaracao_Uso_a_destino_material _dal 31/07/2022 | lurl Drumond Louro Acalto

dos.pdf 211440

Projeto Detalhado /| ProjetoPesquisadMestradoCristinaWinklen 26/07/2022 |CRISTINA WINKLER| Aceito

Brochura pdt 19:48:113

nvesigador

Qutros AutorizacaolLF pdt 23/07/2022 |CRISTINA WINKLER| Aceito
11:36:25

Qutros AutorizacaoSPTC. paf 23072022 |CRISTINA WINKLER| Aceito
11:35:52

Qutros AutorizacaoPCES.pat 23072022 |CRISTINA WINKLER| Aceito
11:35:06

Situagdo do Parecer:

Aprovada

Mecessita Apreciacdo da CONEP:

Mo

Endarago:
Balrra: 5N
UF: ES

Talatana:

Municiplo:
{27)3335-T211

VITORIA, 02 de Setembro de 2022

Assinado por:

Maria Helena Monteiro de Barros Miotto

VITORIA

(Coordenador{a))

CEP: 29.040-081

E-mall:

Av, Marechal Campos 1468, prédio da direcie do Cantro da Clénda da Salde, segundo andar

cap.ufes@hotmail com
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ANEXO 3 - TABELA GERAL DOS RESULTADOS DE SPTZ, PSA, QUANTIFICACAO DO Y E DAS AMPLIFICACOES

Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificagcbes (continua)

CODIGO SUABE

CWi1
Cw4
CW5
CWb6
CWv7
Cws8
CW9
CW10
Cwill
CW12
CW13
Cw14

CW15

Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal

Anal

SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X)

+

+

n/a
n/a
n/a
+

n/a
n/a

n/a

n/a

0,009258
0,039145
0,128387
0,024858
0,900123
0,001217
1,482924
0,00316
0,002937
0

0
0,00223

0

+/+
+/+

+/+

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacBes (continuacao)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X)

CW16
CW17
Cwi18
cw21i
CW22
Cw23
Cw24
CW25
CW26
cwa7
CW28
Cw29
Cwa32

CW33

Anal
Anal
Anal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal

Vaginal

n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

0

0

0

0
0,57226
0

0
0,063347
0,036583
0,002593
0,002667
0,035936
0,001566

0

TSPY67(Y)/STS95(X)

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacao)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X)

CW36
Cwa37
CW38
CWa39
Cw40
CW42
Cw43
Cw44
CW45
CW46
Cw47
CWw48
Cw49
CW50

CW51

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal

Anal

+

n/a
n/a

n/a

0,004728
0,003154
0,000608
0,001043
0,001626
0,001616
0

0,071946
0,008327
0,013189
0,001526
0,006962
0,006049
0,450839

0

TSPY67(Y)/STS95(X)

+/+

+/+

+/+

+/+

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificac6es (continuacao)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X)

Cwb52
CW53
CW54
CW55
CW56
CW57
Cw58
CW59
CW60
Cwel
Cwe62
CW63
CWwoe4
CW65

CW66

Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Anal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Vaginal

Anal

=+

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

0,011815
0,000571
0
0,000277
0,007632
0,000629
0,003855
0,016632
0,561642
0,009825
0,001462
0,037331
0,991507
0,01015

0,012062

+/+

+/+
+/+
+/+

+/+

AMELY
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificac6es (continuacao)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY

CW67 Vaginal + n/a 0,186198 -[+ +/+ +/+ +
CW68 Vaginal + n/a 0,006815 -[+ +/+ +/+ -
Cw70 Anal - - 0,000602 -[+ -[+ -/+ -
CW71 Vaginal + n/a 0,019384 -[+ +/+ +/+ +
CW72 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -/+ -
CW74 Vaginal - + 0,001218 -+ -+ -+ -
CW75 Vaginal - - 0,00058 -[+ -[+ -/+ -
CW77 Vaginal - - 0,01696 -[+ +/+ +/+ -
Cw78 Anal - - 0,001032 -[+ -+ -/+ -
CW79 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -+ -
Cw80 Anal + n/fa 0,011846 ++ ++ +/+ -
CW81 Vaginal + nfa 0,947438 +/+ +/+ +/+ +
CWwW82 Vaginal + n/a 0,016642 -[+ +/+ +/+ +
Cw83 Anal + n/a 0,001247 -[+ +/+ +/+ -

Cw84  Anal - - 0,001302 -[+ -[+ -/+ -



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacéo)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X)

CWw85
CW86
CW88
Cwa89
CwWa0
CWoal
Cwo2
CwW93
CW95
CW96
Cw9o7
CW98
CW99
CW100

CW101

Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal

Vaginal

0,025001
0
0,000201
0
0
0,001336
0,137111
0,000391
0,000244
0
0

oS O

+/+

TSPY67(Y)/STS95(X)

+/+

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacéo)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X)

Cw102
Cw103
CW104
CW105
CW106
CW107
Cw108
CW109
CW110
Cwi1ll
Cw112
CW113
Cw114
CW115

CW116

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal

+

n/a

0
0,147277
0

0
0,00285
0

0

0

0
0,000405
0,000117
0,000429
0,000209

0,004349

0,029447

TSPY67(Y)/STS95(X)

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacao)

CODIGO SUABE

CW117
Cw118
CW119
Cw120
CWi121
CW123
CW124
CwW125
CW126
CW127
Cw128
CW129
CW130
Cw131

CW132

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Anal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal

SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X)

+

0,000778
0

oS O

0
0,000427
0,00394
0,002172

0,00206

TSPY67(Y)/STS95(X)

AMELY



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacao)

CODIGO SUABE

CwW134
CW135
CW137
Cw138
CW139
CW140
Cwi141
Cw142
CW143
Cw144
CwW145
CW146
Cw147
Cw148

CW149

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal
Vaginal
Anal
Vaginal
Anal
Vaginal

Anal

SPTZ PSA
- +

+ n/a
+ n/a
- +

i n/a
+ n/a
+ n/a
+ n/a
+ n/a

QUANTIFICACAO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X)

0
0,004716
0,002055
0,000124
0,000502
0
0,036871
0,000506
0,417484
0,230497
0,006148
0,001319
0
0,10117

0,00032

-+

+/+

AMELY
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificac6es (continuacao)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY

CW150 Vaginal + n/a 0,002967 -[+ +/+ +/+ -
CW151 Vaginal - - 0,000336 -1+ -1+ -1+ -
Cw152 Anal - - 0 -1+ -1+ -+ -
CW153 Vaginal + n/a 0,98149 +/+ Shice +/+ +
Cw154 Anal - + 0 -+ -1+ -1+ -
CW155 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -/+ -
CW156 Anal - - 0 -1+ -1+ -1+ -
CW157 Vaginal - - 0,551088 +/+ +/+ +/+ +
CW158 Vaginal - - 0,000145 -/+ -+ -/+ -
CW159 Anal - - 0,001314 -+ -+ -[+ -
CW160 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -/+ n/a
CW161 Anal - - 0,000353 -[+ -[+ -[+ n/a
CW162 Vaginal + n/a 0,045624 -[+ +/+ +/+ -
CW164 Vaginal - - 0,001139 -[+ -[+ -[+ -

CW165 Anal - - 0,001724 -[+ -[+ -/+ -



Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificacdes (continuacéo)

CODIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICACAOY STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY

CW166 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -/+ -
CW167 Vaginal - - 0 -[+ -[+ -+ -
CW169 Vaginal - - 0,005194 -+ +/+ +/+ -
CwW170 Anal - - 0,000682276 -1+ -1+ -1+ -
CW171 Vaginal - + 0,004294868 -[+ +/+ +/+ -
CW172 Vaginal - + 0,064640678 -+ +/+ +/+ +
CW173 Vaginal - + 0,80848515 +/+ +/+ +/+ +
CW174 Vaginal 10 n/a 0,046148 +/+ +/+ +/+ +
CW175 Vaginal >11 n/a 2,014,549 Sl +/+ +/+ +
CW176 Vaginal >11 n/a 0,083191 -[+ +/+ +/+ +
CW177 Vaginal >11 n/a 0,021263 -[+ +/+ +/+ S
CW178 Vaginal 3 n/a 0,00095 -[+ +/+ +/+ -
CW179 Vaginal >11 n/a 0,003772 -[+ +/+ +/+ -
Cw180 Anal >11 n/a 0,013541 +/+ +/+ +/+ +

CW181 Vaginal 2 n/a 0,004137 -[+ -/+ -[+ -
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificacdo do Y e das amplificagcfes (concluséo)

CODIGO SUABE

Ccw182
Cw183
CW184
Cw185
Cw186
CwW187
Ccw188
Cw189
CW190
Cw191
Cw192
CW193
CW194

CW196
Legenda

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Anal

Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal

Vaginal

SPTZ PSA
>11 nla
2 n/a
4 n/a
>11 n/a
9 n/a
2 n/a
>11 nla
7 n/a
>11 nla
2 n/a
7 n/a
>11 nla
1 n/a
2 n/a

QUANTIFICACAO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY

0,436555 -1+ +/+ +/+ +
0,00024 -[+ -+ -[+ -
0,001106 -[+ -[+ -[+ -
0,072012 +/+ +/+ +/+ i
0,034239 +/+ +/+ +/+ +
0,006556 -+ ++ +/+ -
0,51016 +/+ +/+ +/+ +
0,008572 -[+ +/+ +/+ -
0,013711 -1+ +/+ +/+ +
0,001354 -[+ -[+ -/+ -
0,041665 -1+ +/+ +/+ +
0,010277 -[+ +/+ +/+ -
0,06571 -1+ +/+ +/+ +
0,000712 -[+ +/+ +/+ -

. (-): Negativo para amplificagéo; (+): Positivo para amplificac&o; n/a: ndo foi realizado o teste na amostra.



