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RESUMO 

 

WINKLER, C. Detecção de DNA masculino em amostras de crimes sexuais por 

PCR em Tempo Real. 2024. 62f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – 

Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, UFES, Espírito Santo, 2024. 

 

A inserção de perfis genéticos em bancos de dados de DNA revolucionou a 

investigação de crimes sexuais. Antes dessa ferramenta, só era possível investigar 

casos com agressores sexuais conhecidos. No Brasil, o uso de bancos de dados de 

DNA é recente, e, por isso, o processamento de amostras de casos sem suspeitos 

não era considerado importante até então. Por essa razão, os laboratórios forenses 

de DNA brasileiros têm uma grande quantidade de vestígios não analisadas. Nesse 

contexto, aumentar o número de perfis genéticos inseridos nos bancos de dados pode 

contribuir para reduzir esses atrasos e resolver casos antigos. No entanto, as práticas 

atuais de análise de DNA geralmente se concentram em casos em que o sêmen está 

presente e, na maioria dos casos, esse material biológico não é detectado. A PCR em 

Tempo Real é uma técnica com alta sensibilidade, especificidade e já amplamente 

utilizada na rotina das análises forense. Assim, este projeto teve como objetivo avaliar 

a viabilidade técnica da PCR em Tempo Real como um método de triagem de material 

biológico masculino em amostras de suabes de mulheres vítimas de agressão sexual. 

Após testes de rotina para triagem de esperma no Laboratório de Biologia Forense da 

Polícia Civil do Espírito Santo, 176 amostras de suabes foram analisadas usando 

quatro diferentes ensaios de PCR em Tempo Real. Foi realizada a quantificação de 

DNA usando um kit comercial com sondas TaqMan e três diferentes reações de 

qPCR-duplex in house com corante SYBR Green. No ensaio de quantificação de DNA, 

entre as 84 amostras com resultados negativos para a triagem de sêmen, 39 (46,4%) 

apresentaram DNA masculino. Os três ensaios de qPCR-duplex baseados em SYBR 

Green não mostraram a mesma sensibilidade que a quantificação de DNA com 

sondas TaqMan. 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 agressão sexual. 

 



 
 

Palavras-chave: cromossomo Y. Triagem de sêmen. Backlog de vestígios de crimes 

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, Espírito 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 Espírito Santo, 176 swab samples were analyzed 

using four different qPCR assays. It was performed DNA quantification using a 

commercial kit with TaqMan probes and three different in house qPCR-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 TaqMan 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A VIOLÊNCIA SEXUAL CONTEXTUALIZADA 

A violência sexual representa um assunto alarmante no âmbito de saúde e segurança 

pública, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS). Dos crimes contra a 

liberdade sexual, o estupro é definido como “constranger alguém, mediante violência 

ou grave ameaça, a ter conjunção carnal ou a praticar ou permitir que com ele se 

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

Os crimes sexuais geram impactos significativos na saúde física e mental das vítimas, 

no curto e longo prazo. Na esfera de saúde física, as consequências podem incluir 

lesões nos órgãos genitais, a contração de infecções sexualmente transmissíveis 

(IST), gestações indesejadas e abortos ilegais. Em relação à saúde mental, o trauma 

resultante do estupro pode desencadear diversos transtornos, tais como depressão, 

síndrome de estresse pós-traumático, disfunções sexuais e até tentativas de suicídio 

(WHO, 2010; Ipea, 2014). 

No Brasil, em 2022, o número absoluto de casos registrados de estupro e estupro de 

vulnerável foi de 74.930 e, dentre esses, 75,8% foi estupro de vulnerável, pessoas 

incapazes de consentir, ou pela idade (menores de 14 anos), ou por qualquer outro 

motivo (deficiência, enfermidade etc.). Além disso, os dados apontam que as vítimas 

eram 88,7% do sexo feminino e 11,3% do sexo masculino. Em relação aos 

agressores, 82,7% eram conhecidos da vítima (FBSP, 2023) e a maioria do gênero 

masculino (Cerqueira; Bueno, 2023).  

O número de casos no ano de 2022 foi o maior da história do país e, embora esses 

números já sejam significativos, os crimes sexuais apresentam altos índices de 

subnotificação. Um estudo recente indicou que a estimativa de casos de estupro no 

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

Além da subnotificação, muitos casos não resultam em uma penalização legal, 

frequentemente, pela falta de vestígios que auxiliam na identificação desses 

agressores. De acordo com o Art. 158 do Código de Processo Penal Brasileiro, 
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“quando a infração deixar vestígios, será indispensável o exame de corpo de delito, 

direto ou indireto, não podendo supri-lo a confissão do acusado.”, ou seja, como os 

crimes sexuais deixam vestígios, a produção de prova pericial é necessária para a 

elucidação dos mesmos. 

1. 2 ATUAÇÃO DA PERÍCIA CRIMINAL NOS CRIMES DE ESTUPRO 

Nesse contexto, as mulheres vítimas de estupro são submetidas ao exame de corpo 

de delito, realizado em Departamento Médico-Legal (DML), onde são coletados 

materiais que possivelmente contenham vestígios deixados pelo agressor sexual, 

como suabes vaginais, anais e orais, roupas e/ou objetos como, por exemplo, 

preservativos que estejam relacionados à suposta agressão. Em seguida, esses 

materiais são encaminhados aos laboratórios forenses, onde comumente são 

realizados exames periciais complementares que visam a constatação de fluido 

seminal para a posterior obtenção de perfil genético do agressor. 

A detecção de sêmen em amostras de casos de suposto estupro constitui uma prova 

pericial de extrema relevância, uma vez que pode fornecer evidências de contato ou 

penetração sexual (Davies; Wilson, 1974; Graves et al.,1985; Teixeira, 1998). Na 

Polícia Civil do Espírito Santo, a pesquisa de sêmen humano inicia-se no Laboratório 

de Biologia Forense. Dentre os exames mais utilizados para triagem de fluido seminal, 

estão a pesquisa de espermatozoides por microscopia óptica (Allery et al., 2001) e a 

pesquisa de antígeno prostático específico (PSA) por ensaio imunocromatográfico 

(Rao et al., 2007; Hochmeister et al., 1999; Laffan et al., 2011). Geralmente, esses 

dois testes são realizados em associação para a pesquisa de sêmen.  

A detecção de espermatozoides, células reprodutoras masculinas, em suabes de 

vítimas de suposto estupro é considerada uma prova técnica irrefutável de contato 

sexual (Indest 3rd, 1989). Porém, na maioria dos casos, não são detectados 

espermatozoides. Um levantamento feito no estado do Amapá, nos anos de 2007 a 

2017, revela que somente 5% dos casos analisados positivaram para esse tipo de 

análise (Francez et al., 2020). Outra avaliação realizada no Mato Grosso do Sul, nos 

anos de 2012 a 2015, demonstrou 22% de casos positivos para sêmen, considerando 

positivo a pesquisa de espermatozoides e/ou de PSA (Paulino et al., 2017). 
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Vale enfatizar que a ausência de espermatozoides não exclui a agressão ou contato 

sexual. Essa falta pode ser explicada por diversos fatores, tais como o uso de 

preservativos, penetração sem ejaculação, intervalo prolongado entre o ato sexual e 

a coleta, higienização feita pela vítima após a agressão, acondicionamento 

inadequado das amostras, agressores vasectomizados, oligospermia (pessoas com 

quantidade reduzida de espermatozoides no sêmen) ou azoospermia (indivíduos com 

inexistência de espermatozoide no fluido seminal), entre outras razões (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 glicoproteína produzida pela glândula prostática e secretada no plasma 

seminal. Inicialmente, achava-se que o PSA somente era encontrado no sêmen, 

entretanto estudos demonstram que tecidos extraprostáticos também produzem essa 

glicoproteína (Yu; Diamandis, 1995; Obiezu et al., 2001). Nesse sentido, pesquisas 

apontam resultados falso-positivos de testes imunocromatográficos para detecção de 

PSA em amostras sem sêmen (Denison et al., 2004; Unuma et al., 2023). Apesar 

desses fatores, a análise de PSA é considerada confiável para fins forenses, visto que 

essa glicoproteína está presente em maiores concentrações no sêmen quando 

comparada com outros tecidos (Sawaya; Rolim, 2004), mas vale ressaltar a 

importância de se realizar outros testes para confirmar a detecção de fluido seminal 

(Denison et al., 2004). 

Nessa perspectiva, a triagem de sêmen tem grande importância não só na 

determinação de contato sexual, mas também nas análises de DNA, pois a morfologia 

distinta das paredes das células gaméticas possibilita a separação física de outros 

tipos celulares pelo método de extração diferencial de DNA por lise. Esse método é 

utilizado como técnica padrão para separar misturas em casos de crimes sexuais, 

dado que, frequentemente, essas amostras contêm quantidades consideráveis de 

material genético da vítima (Gill; Jeffreys; Werrett, 1985; Wiegand; Schürenkamp; 

Shütte, 1992; Laberke, 2012). Consequentemente, essa técnica de extração de DNA 

contribui para a obtenção do perfil genético masculino do suposto agressor (Gill; 

Jeffreys; Werrett, 1985). 
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1.3 GENÉTICA FORENSE 

Apesar de ser uma área nova quando comparada a outras no âmbito forense, a 

análise de DNA é um dos métodos mais aplicados atualmente na rotina das Polícias 

Técnico-Científicas do Brasil e do mundo e sua relevância já alcançou um consenso 

geral na atividade da justiça (Walsh, 2005). O objetivo dos testes genéticos em casos 

de crimes sexuais é obter o perfil genético do agressor e compará-lo com um suspeito 

conhecido ou inseri-lo em um Banco de Perfis Genéticos (Francez et al., 2020; 

Kobachuk et al., 2023).  

A criação dos Bancos de Perfis Genéticos proporcionou uma mudança de perspectiva 

na perícia criminal. Antes de sua implementação, era comum analisar apenas os 

vestígios em casos nos quais já havia suspeitos, uma vez que os testes genéticos 

forenses têm caráter comparativo. Os Bancos de Perfis Genéticos armazenam tanto 

perfis obtidos de vestígios coletados em locais de crime, quanto de pessoas 

(suspeitas, condenadas, desaparecidas etc.). Com a viabilidade de inserção de perfis 

em um banco de dados, atualmente tornou-se possível elucidar crimes sem suspeitos. 

Nesse contexto, é crucial que os laboratórios que abastecem esses bancos continuem 

inserindo o máximo de perfis possível. 

Inicialmente, os exames de DNA forense eram mais laboriosos e menos sensíveis. A 

tipagem de DNA foi descrita pela primeira vez em 1985 pelo geneticista britânico Alec 

Jeffreys, utilizando-se a técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de 

restrição (RFLP) com enzimas de restrição. Ele identificou regiões de repetição no 

DNA e revelou que o número dessas repetições varia entre indivíduos, o que ficou 

conhecido como impressões digitais do DNA (do inglês DNA fingerprint). Essas 

regiões específicas foram denominadas Repetições em Tandem de Número Variável 

(VNTRs) ou minissatélites, consistindo em marcadores de polimorfismos com 

unidades de repetição entre 10 e 100 pares de bases (pb) (Jeffreys; Wilson; Thein, 

1985; Butler, 2010; Rodrigues; Garrido, 2020). 

A análise de uma ou poucas células se tornou possível com o advento de métodos de 

amplificação de DNA. Hoje, utilizam-se métodos baseados na Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), uma técnica rápida e sensível que permite a amplificação de 

marcadores genéticos em quantidades analíticas. A PCR teve a sua primeira 
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demonstração prática 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 sequências de DNA, é possível 

acompanhar o aumento da concentração do produto na reação. Para isso, tecnologias 

de detecção de fluorescência, como, por exemplo, corantes fluorescentes 

intercalantes de DNA dupla fita ou sondas de hidrólise são incluídas na lista de 

reagentes que compõem a reação (Butler, 2010; Rodrigues; Garrido, 2020).  

Os corantes fluorescentes na qPCR emitem fluorescência quando se ligam ao DNA 

de fita dupla e essa emissão é diretamente proporcional à quantidade de produto de 

PCR. Embora ofereçam a vantagem de serem de baixo custo, esses corantes são 

inespecíficos, uma vez que podem se ligar a qualquer molécula de DNA de fita dupla, 

incluindo produtos inespecíficos e dímeros de primer formados durante a reação. Para 

evitar essa questão técnica, a análise da curva de melting, ou curva de dissociação, 

após a PCR possibilita a detecção de amplificação inespecífica (Rodrigues; Garrido, 

2020).  

Já as sondas de hidrólise são moléculas que contêm uma sequência complementar 

ao alvo de interesse conjugada a uma molécula emissora de fluorescência na 

extremidade 5' (comumente denominada de reporter) e uma molécula supressora de 

fluorescência (comumente denominada de quencher) na extremidade 3'. Durante a 

amplificação, a sonda se liga ao alvo e a atividade da DNA polimerase faz com que a 

sonda seja hidrolisada, liberando a fluorescência, o que permite a detecção 

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

Os marcadores utilizados atualmente para testes de paternidade e identificação 

humana são as Repetições Curtas em Tandem (STRs), também denominadas como 

microssatélites, e consistem em regiões de sequências curtas de DNA altamente 

variáveis que também se repetem em tandem. Os STRs se distinguem dos VNTRs 

em relação ao tamanho das repetições, que variam entre 2 e 6 pb, e, por isso, 

apresentam maior eficiência no tratamento de amostras forenses, que geralmente 

apresentam baixa quantidade e qualidade de DNA. Esses marcadores encontram-se 

distribuídos ao longo do genoma humano, inclusive nos cromossomos sexuais (X e 

Y). Atualmente, utilizam-se kits comerciais que possibilitam a amplificação simultânea 

de mais de 20 loci STR, conferindo um elevado poder de discriminação, mesmo 
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quando se dispõe de uma reduzida quantidade de amostra (Butler, 2010; Butler, 2015; 

Rodrigues; Garrido, 2020).  

Apesar das análises de STRs estarem bem estabelecidas e regulamentadas, em 

alguns casos, não há correspondências ou não há perfis conhecidos de uma pessoa 

de interesse para compará-lo. Para superar isso, um novo método de análise genética 

utilizando Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs) surgiu no início dos anos 2000. 

Os SNPs são substituições de bases, inserções ou deleções, que normalmente são 

bi-alélicos com baixas taxas de mutação e alta herdabilidade. Além disso, o pequeno 

tamanho de seus amplicons de PCR os torna úteis para analisar amostras de DNA 

degradadas e em baixa quantidade. Esse tipo de marcador genético tem um grande 

potencial forense, uma vez que a previsão de características fenotípicas e a 

ancestralidade biogeográfica podem fornecer uma descrição física do doador da 

amostra. Embora já tenha sido aplicada em alguns casos forenses, essa técnica 

levanta várias questões éticas, legais e sociais sobre os limites de sua aplicação e, 

devido ao seu aparecimento relativamente novo, não há padronização de 

metodologias (Granja; Machado, 2020; Ortuño; May, 2023). 

1.4 MARCADORES GENÉTICOS DO CROMOSSOMO Y 

A diferença genética entre homens (XY) e mulheres (XX) é determinada pela presença 

do cromossomo Y em homens. Os cromossomos X e Y divergem em tamanho e 

conteúdo genético, este contém 693 genes, sendo 107 genes codificadores de 

proteínas (Rhie et al., 2023). Essa variação genética impacta o fenótipo masculino e 

é responsável pela determinação sexual, fertilidade e processo de espermatogênese 

(Gustafson; Donahoe, 1994; Graves; Foster, 1994; Rhie et al., 2023). Assim sendo, a 

detecção de sequências específicas do cromossomo Y permite distinguir indivíduos 

XY e XX e, nos casos de crime sexual, essa diferença se faz muito útil.  

A identificação do sexo genético pode ser realizada através de marcadores 

específicos de sexo, como, por exemplo, a região de determinação sexual do 

cromossomo Y (SRY), o gene da proteína testicular específica 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 braço curto do cromossomo Y (Yp11.3), codifica um fator 

determinante de testículo que promove o desenvolvimento masculino ao desencadear 

o tecido gonadal indiferenciado de um embrião a formar os testículos (Graves, 2002; 

Rawal et al., 2024). Esse gene é considerado um marcador alvo para detectar a 

presença de DNA masculino, apesar de só possuir uma única cópia no genoma 

(Kastelic; Budowle; Drobnic, 2009). 

O TSPY codifica a proteína testicular específica ligada ao cromossomo Y e acredita-

se que esse gene esteja envolvido na espermatogênese. Recentemente, descobriu-

se que as cópias do TSPY estão organizadas no terceiro maior conjunto genético do 

genoma humano e que o número de cópias é polimórfico em diferentes indivíduos, 

variando aproximadamente de 10 a 40 cópias (Rhie et al., 2023). O gene está 

localizado no braço curto do cromossomo Y (Yp11.2), também podendo haver cópias 

no braço longo. Por ser um gene multicópias, o TSPY mostrou-se um marcador mais 

sensível para detecção de DNA masculino quando comparado ao SRY. Uma análise 

de sensibilidade do TSPY confirmou que este gene pode apresentar resultados a partir 

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

O gene da amelogenina é responsável pela formação do esmalte do dente e está 

presente nos cromossomos X (AMELX) e Y (AMELY). O gene está localizado nas 

porções Xp22.1, Xp22.3 e Yp11.2 com uma deleção de 6 pb no cromossomo X, 

resultando em diferenças de tamanho entre os genes, o que possibilita a diferenciação 

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 determinação do sexo. Porém, foram 

reportadas discrepâncias nos resultados das análises de sexagem com amelogenina, 

devido a deleções na região AMELY (Santos; Pandya; Tyler-Smith, 1998; Thangaraj; 

Reddy; Singh, 2002; Michael; Brauner, 2004; Laverde, 2013; Butler; Li, 2014). Para 

garantir a correta determinação sexual, os kits hoje disponíveis analisam, além da 

amelogenina, outros marcadores do Y. 

Outro gene que também pode ser analisado é o STS, que codifica a esteróide 

sulfatase, uma enzima microssomal ligada à membrana que é expressa de forma 

ubíqua e hidrolisa sulfatos esteróides. Esses servem como precursores metabólicos 

de estrogênios, androgênios e colesterol. O STS encontra-se no braço curto do 
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cromossomo X, mas um pseudogene está presente no braço longo do Y (Yq11.211), 

portanto também pode ser utilizado para determinação sexual. A homologia da 

sequência entre STS e STSP1 é de 84.5%, contudo, o STSP1 não codifica nenhuma 

proteína 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 sêmen é negativo. Comumente, é realizada a análise de 

DNA apenas nos casos positivos para sêmen e, nos casos em que a triagem foi 

negativa, a análise pericial se encerra. Por esse motivo, a hipótese deste trabalho é 

que as análises atualmente utilizadas podem não estar detectando material biológico 

masculino em grande parte dos casos de crimes sexuais contra mulheres. Portanto, 

outras técnicas devem ser utilizadas como método de triagem para aumentar os 

números de detecção de material biológico dos agressores e, posteriormente, para 

que seja feita a análise de DNA. 

Considerando que as análises citológicas (espermatozoides) e de imunocaptura 

(PSA) já são realizadas, outros tipos de técnicas poderiam ser implementadas. Nesse 

sentido, as análises moleculares se mostram uma opção promissora, uma vez que 

demonstram alta sensibilidade e especificidade. Mesmo quando os espermatozoides 

estão ausentes nas amostras de suabe de mulheres vítimas de estupro, células não 

espermáticas também são deixadas pelo agressor como, por exemplo, células 

epiteliais, leucócitos e células germinativas imaturas (Chomont et al., 2001). Essas 

células podem representar uma fonte viável de DNA masculino (Fedder, 1996). Outro 

aspecto que pode ser analisado é que os espermatozoides passam por mudanças 

após a ejaculação, devido à presença de fatores de degradação, e essas mudanças 

podem impedir a sua detecção nas pesquisas citológicas. No entanto, o DNA restante 

dessas células gaméticas ainda pode estar presente na amostra. 

Estudos mostram que é possível detectar DNA masculino utilizando a técnica de 

qPCR em casos em que as amostras se encontrem degradadas e/ou contenham 

pouco material genético como, por exemplo, em casos de identificação do sexo de 

ossadas (Poma et al., 2022) e de sexagem fetal (Larsen et al., 1996; Boon et al., 2007). 

Ademais, em reações de qPCR-duplex, é possível analisar a amplificação 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 vítimas de suposto estupro e ter um controle positivo 

interno. Para a detecção de cromossomo Y, o gene TSPY foi considerado a melhor 

opção por apresentar várias cópias no genoma. Essa característica permite uma 

detecção mais sensível, especialmente em amostras com quantidades limitadas de 

DNA masculino e/ou material degradado. Em relação ao controle positivo da reação, 

para garantir a presença de DNA em quantidades detectáveis 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 sensível.  
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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 biológico masculino em amostras de suabe de mulheres vítimas de suposto 

estupro. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● 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 TaqMan; 

● Testar e comparar ensaios in house de PCR duplex em tempo real com o 

reagente SYBR Green e três combinações distintas de primers para os genes-

alvo TSPY e STS para detecção de DNA masculino;  

● Comparar as reações de PCR em tempo real (tecnologias TaqMan e SYBR 

Green) com os métodos convencionais de pesquisa de sêmen (contagem de 

espermatozoides e PSA) quanto a sua eficácia na triagem de amostras de 

mulheres vítimas de suposto estupro; 

● Verificar o desempenho das reações de PCR em tempo real (tecnologias 

TaqMan e SYBR Green) nas amostras negativas para pesquisa de sêmen; 

● Estudar a existência de associação entre a contagem de espermatozoides e a 

concentração de DNA masculino em um subconjunto amostral. 
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3  RESULTADOS E DISCUSSÃO (FORMATO DE ARTIGO CIENTÍFICO) 

 

Manuscrito a ser submetido à revista Forensic Science International: Genetics 

Qualis CAPES área 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 Espírito Santo, 

Brazil, only 11% of the cases analyzed were positive for spermatozoa. Regarding the 
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state of Amapá, 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 

(qPCR) in cases where semen samples are degraded and/or contain little genetic 

material (Martínez 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 qPCR 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 

quantification kit with TaqMan probes and conducted three different in house qPCR-

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 Espírito 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 100μL of 

the first swab wash with TBS (Tris Buffered Saline). These samples were stored at -

20ºC 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 Espírito Santo and 

approved under protocol number 5.622.741 and the resolution of National Health 

Council Nº. 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 technique (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 Diagnóstica 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 (Cândido 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 μl of ultrapure water, 3 μl was used per reaction. The regions analyzed in this 

research were amplified by qPCR 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 μM. 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 C̊ for 2 minutes, an initial heat activation step at 95 ̊C 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 C̊, rising by 1̊C 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 C̊ for 1 minute and an analysis of the melting curve with temperature ramp from 

60 C̊ to 95 ̊C. 

The qPCRs 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 Espírito Santo (UFES).  
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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     
of Primers 

Sex Amplicons 

     1 STS95 

TSPY67 

0,5 µM 

0,5 µM 

Female 95 bp 

Male 95 bp/67 bp 

     2 STS89 

TSPY119 

0,5 µM 

0,5 µM 

Female 89 bp 

Male 89 bp/119 bp 

     3 STS89 

STS158 

0,5 µM 

0,5 µM 

Female 89 bp 

Male 89 bp/158 bp 
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2.5. Male DNA quantification with TaqMan technology 

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

PCR with TaqMan 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.  

Table 2. List of primers used. Source: POMA et al., 2022 (adapted).   

Primers Primer Primer sequence 5’-3’ 
Annealing 

temperature 

TSPY67 Forward GCTTCTCATTCCACTCCAATTGA 58 C̊ 

 Reverse GGTGTCTGCGGCGATAGG 

TSPY119 Forward GCTTCTCATTCCACTCCAATTGA 60 C̊ 

 Reverse CCTGCGAAGTTGTGGTCAGA 

STS89 Forward CATTCATAGAGAAAGGCTAAAGGTATCA 60 C̊ 

 Reverse CCTTTGCTGGCTTATATTTTTTATGC 

STS95 Forward CATTCATAGAGAAAGGCTAAAGGTATCA 58 C̊ 

 Reverse ACATACCCTTTGCTGGCTTATATTTT 

STS158Y Forward GCACCAGGGTGGCTTATCTT 60 C̊ 

 Reverse TATGCTCCAGGGAAAACGCA 



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 TaqMan 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/μl. Among the 67 samples positive for sperm cells, only one did not show 

quantifiable 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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3.2. qPCR-duplex 

When compared to DNA quantification, none of the qPCR-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/μl. The duplex 1 presented 77 (43.75%) positive results, 

registering a minimum concentration of 0.000506 ng/μl. 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.  

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. 
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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. 

 
 

 
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/μl. “Moderate” scored samples exhibited concentrations 

from 0.008572 to 0.046148 ng/μl. For “numerous” counting, the variation varied from 

0.0037 to 2.014549 ng/μl. 

Regarding the qPCR-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; Martínez 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 TaqMan 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 qPCR-duplex assays may 

be attributed to the distinct methodologies employed by TaqMan 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 qPCR-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 Cândido 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 

quantitative 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 quantification 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 CONCLUSÃO 

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 quantificação de DNA poderia proporcionar resultados promissores 

para a investigação policial.  

Além disso, este estudo revelou que quase metade dos suabes anais e vaginais de 

vítimas de estupro que testaram negativo na triagem de sêmen continham DNA 

masculino. É importante destacar que a ausência de sêmen na triagem, comumente, 

encerra a análise forense. Mesmo nos casos em que a obtenção do perfil genético do 

agressor se mostra impossível devido a concentrações muito baixas de DNA 

masculino, esses dados ainda poderiam ser utilizados como evidência de contato 

masculino em casos de crimes sexuais. 

Em relação às técnicas de PCR em Tempo Real utilizadas, o ensaio de quantificação 

de DNA com TaqMan se mostrou mais sensível para detectar DNA masculino quando 

comparado às técnicas in house de qPCR-duplex com SYBR Green. Porém, esses 

ensaios poderiam ser realizados para triagem quando a quantificação de DNA com 

kits comerciais não é economicamente viável, uma vez que são métodos mais 

acessíveis.       

Ademais, a avaliação realizada para verificar a existência de associação entre a 

contagem de espermatozoides e a concentração de DNA masculino em um 

subconjunto amostral não apresentou resultados significativos. Dado que apenas um 

número limitado de amostras passou por esta etapa, aumentar o tamanho amostral 

seria necessário para se obter resultados mais confiáveis. 

Em última análise, diante da grande quantidade de vestígios forenses não testadas 

nessa categoria de crime, os laboratórios de DNA forenses devem considerar 

aumentar o número de amostras analisadas, seja criando novos métodos de triagem 

ou considerando a análise de todas as amostras, para melhorar os índices de 

resolução nos casos de crimes sexuais. 
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FÓRUM BRASILEIRO DE SEGURANÇA PÚBLICA. 17º Anuário Brasileiro de 
Segurança Pública. São Paulo: Fórum Brasileiro de Segurança Pública, 2023. 
Disponível em: https://forumseguranca.org.br/wp-content/uploads/2023/07/anuario-
2023.pdf. Acesso em: 25 dez. 2023.  

FRANCEZ, P. et al. Avaliação dos casos de crimes sexuais atendidos em um 
laboratório forense do extremo norte da região amazônica brasileira entre os anos de 
2007 a 2017. R Crim Med Leg, v. 05, n. 01, 2020.  

GILL, P.; JEFFREYS, A. J.; WERRETT, D. J. Forensic application of DNA 
“fingerprints”. Nature, v. 318, n. 6046, p. 577–579, 1985.  

GINART, S. et al. Human DNA degradation assessment and male DNA detection by 
quantitative-PCR followed by high-resolution melting analysis. Forensic Sci Int, v. 
295, p. 1–7, 2019. 

GRANJA, R.; MACHADO, H. Forensic DNA phenotyping and its politics of legitimation 
and contestation: Views of forensic geneticists in Europe. Soc Stud Sci, v. 53, n. 6, p. 
850–868, 2020. 

GRAVES, H. C. B.; SENSABAUGH, G. F.; BLAKE, E. T. Postcoital detection of a male-
specific semen protein: Application to the investigation of rape. N Engl J Med, v. 312, 
n. 6, p. 338–343, 1985.  

GRAVES, J. A.; FOSTER, J. W. Evolution of mammalian sex chromosomes and sex-
determining genes. Int Rev Cytol, v. 154, p. 191–259, 1994.  

GRAVES, J. A. M. Evolution of the testis-determining gene-the rise and fall of SRY. In: 
The Genetics and Biology of Sex Determination. Chichester, UK: John Wiley & 
Sons, Ltd, 2002. p. 86–101.   



42 
 

GUSTAFSON, M. L.; DONAHOE, P. K. Male sex determination: current concepts of 
male sexual differentiation. Annu Rev Med, v. 45, n. 1, p. 505–524, 1994.  

HENRY, J.; SCANDRETT, L. Assessment of the Yfiler® Plus PCR amplification kit for 
the detection of male DNA in semen-negative sexual assault cases. Sci Justice, v. 
59, n. 5, p. 480–485, 2019. 

HOCHMEISTER, M. N. et al. Evaluation of prostate-specific antigen (PSA) membrane 
test assays for the forensic identification of seminal fluid. J Forensic Sci, v. 44, n. 5, 
p. 1057–1060, 1999.  

INDEST, G. F., 3rd. Medico-legal issues in detecting and proving the sexual abuse of 
children. Med Sci Law, v. 29, n. 1, p. 33–46, 1989.  
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ANEXO 1 - Parecer do Delegado Geral da Polícia Civil do Espírito Santo referente 
à solicitação do uso das amostras do Laboratório de Biologia Forense. 
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ANEXO 2 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 3 - TABELA GERAL DOS RESULTADOS DE SPTZ, PSA, QUANTIFICAÇÃO DO Y E DAS AMPLIFICAÇÕES 
 
 

Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continua) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW1  Vaginal + n/a 0,009258 -/+ -/+ +/+ - 

CW4  Vaginal + n/a 0,039145 +/+ +/+ +/+ - 

CW5  Anal + n/a 0,128387 -/+ +/+ +/+ n/a 

CW6  Vaginal - + 0,024858 -/+ -/+ -/+ - 

CW7  Vaginal + n/a 0,900123 +/+ +/+ +/+ - 

CW8  Vaginal + n/a 0,001217 -/+ -/+ -/+ - 

CW9  Vaginal + n/a 1,482924 +/+ +/+ +/+ + 

CW10  Anal - + 0,00316 -/+ -/+ +/+ - 

CW11  Vaginal + n/a 0,002937 +/+ +/+ +/+ - 

CW12  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW13  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW14 Vaginal - - 0,00223 -/+ -/+ +/+ - 

CW15  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 
 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW16  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW17  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW18  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW21  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW22  Vaginal - - 0,57226 -/+ +/+ +/+ + 

CW23  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW24  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW25  Vaginal + n/a 0,063347 -/+ +/+ +/+ + 

CW26  Vaginal + n/a 0,036583 -/+ +/+ +/+  - 

CW27  Vaginal + n/a 0,002593 -/+ -/+ +/+ - 

CW28  Vaginal + n/a 0,002667 -/+ +/+ -/+ - 

CW29  Vaginal + n/a 0,035936 -/+ +/+ +/+  - 

CW32  Vaginal - - 0,001566 -/+ -/+ -/+ - 

CW33  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 



53 
 

Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW36  Vaginal - - 0,004728 -/+ -/+ -/+ - 

CW37  Vaginal - + 0,003154 -/+ +/+ +/+  + 

CW38  Vaginal - + 0,000608 -/+ -/+ -/+ - 

CW39  Vaginal - - 0,001043 -/+ -/+ -/+ - 

CW40  Vaginal - - 0,001626 -/+ -/+ -/+ - 

CW42  Vaginal - - 0,001616 -/+ -/+ -/+ - 

CW43  Anal - - 0 -/+ -/+  -/+ - 

CW44  Vaginal + n/a 0,071946 -/+ +/+ +/+ + 

CW45  Anal + n/a 0,008327 +/+ +/+ +/+ - 

CW46  Vaginal + n/a 0,013189 -/+ +/+ +/+ - 

CW47  Vaginal - - 0,001526 -/+ +/+ +/+ - 

CW48  Anal - - 0,006962 -/+ -/+  -/+ - 

CW49  Vaginal - + 0,006049 -/+ +/+ +/+ - 

CW50  Vaginal - + 0,450839 +/+ +/+ +/+ + 

CW51  Anal - + 0 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW52  Vaginal - - 0,011815 -/+ -/+ -/+ - 

CW53  Anal - - 0,000571 -/+ +/+ -/+ - 

CW54  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW55  Anal - + 0,000277 -/+ -/+ -/+ - 

CW56  Vaginal + n/a 0,007632 -/+ +/+ -/+ - 

CW57  Anal - + 0,000629 -/+ -/+ -/+ - 

CW58  Anal + n/a 0,003855 -/+ +/+ +/+ - 

CW59  Vaginal + n/a 0,016632 -/+ +/+ +/+ + 

CW60  Vaginal + n/a 0,561642 -/+ +/+ +/+ + 

CW61  Vaginal + n/a 0,009825 -/+ +/+ +/+ - 

CW62  Anal + n/a 0,001462 -/+ +/+ -/+ - 

CW63  Vaginal + n/a 0,037331 +/+ +/+ +/+ + 

CW64  Vaginal + n/a 0,991507 -/+ +/+ +/+ + 

CW65  Vaginal + n/a 0,01015 -/+ +/+ +/+ - 

CW66  Anal + n/a 0,012062 -/+ +/+ +/+ + 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y 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/a 0,011846 +/+ +/+ +/+ - 

CW81  Vaginal + n/a 0,947438 +/+ +/+ +/+ + 

CW82  Vaginal + n/a 0,016642 -/+ +/+ +/+ + 

CW83  Anal + n/a 0,001247 -/+ +/+ +/+ - 

CW84  Anal - - 0,001302 -/+ -/+ -/+  - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação)  

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW85  Vaginal - - 0,025001 -/+ +/+ +/+ - 

CW86  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW88  Vaginal - - 0,000201 -/+ -/+ -/+ - 

CW89  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW90  Vaginal - + 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW91  Anal - + 0,001336 -/+ -/+ -/+ - 

CW92  Vaginal - + 0,137111 -/+ +/+ +/+ + 

CW93  Anal - + 0,000391 -/+ -/+ -/+ - 

CW95  Vaginal - - 0,000244 -/+ -/+ -/+ - 

CW96  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW97  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW98  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW99  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW100  Vaginal - + 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW101  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW102  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW103  Vaginal + n/a 0,147277 -/+ +/+ +/+ + 

CW104  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW105  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW106  Vaginal + n/a 0,00285 -/+ +/+ -/+ - 

CW107  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW108  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW109  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW110  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW111  Vaginal - + 0,000405 -/+ +/+ -/+ - 

CW112  Anal - + 0,000117 -/+ -/+ -/+ - 

CW113  Vaginal - - 0,000429 -/+ -/+ -/+ - 

CW114  Vaginal - - 0,000209 -/+ -/+ -/+ - 

CW115  Anal - - 0,004349 -/+ +/+ +/+ - 

CW116  Vaginal - + 0,029447 -/+ +/+ +/+ + 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW117  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW118  Vaginal + n/a 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW119  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW120  Anal - - 0,000778 -/+ -/+ -/+ - 

CW121  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW123  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW124  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW125  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW126  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW127  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW128  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW129  Vaginal - - 0,000427 -/+ -/+ -/+ - 

CW130  Vaginal - - 0,00394 -/+ +/+ +/+ - 

CW131  Anal - - 0,002172 -/+ +/+ -/+ - 

CW132  Vaginal - - 0,00206 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW134  Vaginal - + 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW135  Vaginal + n/a 0,004716 -/+ +/+ +/+ - 

CW137  Vaginal - - 0,002055 -/+ +/+ +/+ - 

CW138  Anal - - 0,000124 -/+ -/+ -/+ - 

CW139  Vaginal - - 0,000502 -/+ -/+ -/+ - 

CW140  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW141  Vaginal + n/a 0,036871 +/+ +/+ +/+ + 

CW142  Anal - + 0,000506 -/+ -/+ +/+ - 

CW143  Vaginal + n/a 0,417484 +/+ +/+ +/+ + 

CW144  Vaginal + n/a 0,230497 -/+ +/+ +/+ + 

CW145  Anal + n/a 0,006148 -/+ +/+ +/+ - 

CW146  Vaginal + n/a 0,001319 -/+ +/+ +/+ - 

CW147  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW148  Vaginal + n/a 0,10117 -/+ +/+ +/+ + 

CW149  Anal - + 0,00032 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW150  Vaginal + n/a 0,002967 -/+ +/+ +/+ - 

CW151  Vaginal - - 0,000336 -/+ -/+ -/+ - 

CW152  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW153  Vaginal + n/a 0,98149 +/+ +/+ +/+ + 

CW154  Anal - + 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW155  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW156  Anal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

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 -/+ -/+ -/+ - 
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Tabela geral dos resultados de SPTZ, PSA, quantificação do Y e das amplificações (continuação) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW166  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW167  Vaginal - - 0 -/+ -/+ -/+ - 

CW169  Vaginal - - 0,005194 -/+ +/+ +/+  - 

CW170  Anal - - 0,000682276 -/+ -/+ -/+ - 

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 +/+ +/+ +/+ + 

CW176  Vaginal >11  n/a 0,083191 -/+ +/+ +/+ + 

CW177  Vaginal >11  n/a 0,021263 -/+ +/+ +/+ + 

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, quantificação do Y e das amplificações (conclusão) 

CÓDIGO SUABE SPTZ PSA QUANTIFICAÇÃO Y STS158(Y)/STS89(X) TSPY119(Y)/STS89(X) TSPY67(Y)/STS95(X) AMELY 

CW182  Vaginal >11  n/a 0,436555 -/+ +/+ +/+ + 

CW183  Vaginal 2 n/a 0,00024 -/+ -/+ -/+ - 

CW184  Vaginal 4 n/a 0,001106 -/+ -/+ -/+ - 

CW185  Vaginal >11  n/a 0,072012 +/+ +/+ +/+ + 

CW186  Anal 9 n/a 0,034239 +/+ +/+ +/+ + 

CW187  Vaginal 2 n/a 0,006556 -/+ +/+ +/+ - 

CW188  Vaginal >11  n/a 0,51016 +/+ +/+ +/+ + 

CW189  Anal 7 n/a 0,008572 -/+ +/+ +/+ - 

CW190  Vaginal >11  n/a 0,013711 -/+ +/+ +/+ + 

CW191  Vaginal 2 n/a 0,001354 -/+ -/+ -/+ - 

CW192  Vaginal 7 n/a 0,041665 -/+ +/+ +/+ + 

CW193  Vaginal >11  n/a 0,010277 -/+ +/+ +/+ - 

CW194  Vaginal 1 n/a 0,06571 -/+ +/+ +/+ + 

CW196  Vaginal 2 n/a 0,000712 -/+ +/+ +/+ - 

Legenda: (-): Negativo para amplificação; (+): Positivo para amplificação; n/a: não foi realizado o teste na amostra. 


