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RESUMO

O estupro € um crime que, muitas vezes, ndo deixa vestigios ou estes desaparecem ap0s
um determinado periodo de tempo dificultando as investigagdes criminais. Desta forma,
é necessario a utilizacéo de técnicas forenses de deteccdo que contribuam com a justica e
auxiliem na elucidacdo dos fatos na dindmica do crime. O objetivo deste trabalho é,
atraveés de uma pesquisa descritiva e laboratorial, avaliar o tempo de detec¢@o de manchas
de sangue em trés tipos de tecidos utilizando os testes de Kastle-Meyer e HemDirect®,
no periodo de 50 dias, em um intervalo de 3 dias entre cada teste e por fim realizar

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 20368-20385 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

20369

extracdo de DNA do fluido, utilizando como métodos de extracdo o Cloroférmio em
manchas envelhecidas de 12 dias e Chelex 100 em manchas envelhecidas de 50 dias, ao
fim realizando a amplificacdo do DNA por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para
obtencéo de perfil genético.

Palavras-chave: Ciéncias Forenses; Biologia Forense; Exames Forenses; Biologia
Molecular; DNA.

ABSTRACT

Rape is a crime that often leaves no trace or disappears after a certain period of time,
making criminal investigations difficult. Thus, it is necessary to use forensic detection
techniques that contribute to justice and assist in the elucidation of the facts in the
dynamics of crime. The objective of this work is, through a descriptive and laboratory
research, to evaluate the time of detection of blood stains in three types of tissues using
the Kastle-Meyer and HemDirect® tests, in the period of 50 days, in an interval of 3 days
between each test and finally perform DNA extraction from the fluid, using as extraction
methods Chloroform in aged patches of 12 days and Chelex 100 in aged patches of 50
days, at the end performing DNA amplification by PCR (Chain Reaction) Polymerase) to
obtain a genetic profile.

Keywords: Forensic Sciences; Forensic Biology; Forensic exams; Molecular biology;
DNA.

1 INTRODUCAO
1.1 BIOLOGIA FORENSE

A Biologia Forense é um ramo das Ciéncias Forenses que consiste na analise de
vestigios bioldgicos. Estes vestigios incluem fluidos bioldgicos como sangue, sémen,
saliva, urina, vomito, entre outros, podendo ser incluido neste conceito fluidos de
qualquer organismo vivo que contribua para a investigacdo criminal. Dentre as principais
areas da Biologia Forense estdo: Hematologia Forense, Entomologia Forense, Citologia
Forense, Tricologia Forense e Genética Forense. Essas vertentes da Biologia Forense sdo
de suma importancia para a elucidacdo de crimes, uma vez que auxiliam na obtencdo de
resultados na dindmica de fatos quando ocorre um crime (DIAS-FILHO; FRANCEZ,
2016; SILVA et al. 2019).

Visto que em uma cena de crime o sangue € um dos vestigios mais priorizados,
devido ao seu extenso tempo de detecgdo e a carga genética, a Hematologia Forense,
dividida em Identificadora e Reconstrutora, estuda as variaveis do sangue. Dentre as
caracteristicas deste, as mais importantes no ambito forense sdo: sistema ABO e Rh,
enzimas das células vermelhas, hematomas, contus@es, rigor mortis, entre outros padrdes
sanguineos (MACIEL, 2014).
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As manchas de sangue estao inclusas primordialmente na hematologia forense em
virtude da importancia que representam no contexto das investigacdes periciais
envolvendo locais de morte violenta. Sua analise na cena de um crime permite inferir
desde o tipo de arma até a quantidade de golpes desferidos contra a vitima; permite
elucidar sobre o ponto de convergéncia dos impactos e o posicionamento dos individuos
envolvidos no evento; sobre os tipos de lesdes e 0 tempo decorrido dos fatos; permite
estabelecer a dindmica dos acontecimentos e até mesmo a identificacdo da vitima e a
autoria do delito, por meio de técnicas de biologia molecular (BOTTEON, 2018).

Os padrdes de manchas de sangue podem fornecer informacdes valiosas sobre 0s
eventos que levaram a sua criacdo, caso examinados por um analista qualificado. A
informacdao obtida pode, entédo, ser utilizada para a reconstrugéo de uma cena de crime e
para a avaliacdo de depoimentos de testemunhas e participantes do crime (PESCHEL et
al., 2011).

Normalmente o sangue ndo é detectado a olho nu devido, principalmente, a
tentativa do autor de limpar a cena do crime. Nesses casos um dos testes mais utilizados
€ o Luminol. Neste teste podemos observar a emissdo da luz (quimiluminescéncia)
quando uma solugdo contendo o Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-dione) e
0 perdxido de hidrogénio entram em contato com o sangue, utilizando o ferro presente no
grupo ‘heme’ da hemoglobina como agente catalisador, causando uma reacdo de
quimiluminescéncia, todavia o Luminol apresenta efeitos negativos na tipagem de DNA
e toxicidade devido aos componentes quimicos necessarios para que a reacdo de
quimiluminescéncia ocorra (MIRANDA et al., 2016).

Apbs a etapa da identificacdo genética dos vestigios encontrados no local do
crime, torna-se necessario compara-lo com possiveis suspeitos e vitimas. Nesse sentido a
Genética Forense atua com seus conhecimentos e técnicas de genética e de biologia
molecular, auxiliando desde a investigacao e identificacdo de cadaveres, suspeitos, até a
elucidacdo de casos de paternidade. As amostras de DNA para analise podem ser obtidas

de sangue, sémen, 0ssos, fio de cabelo, saliva, urina e dentes (ESPINDULA, 2006).

1.2 LOCAL DE CRIME

O crime, em termos juridicos, é toda conduta tipica, antijuridica (ou ilicita) e
culpavel, praticada por um ser humano. O local de crime é o foco do trabalho da pericia
criminal, onde iniciam-se as investigacdes, sendo a representacdo da area onde 0s

vestigios foram gerados. Representa também o espago do qual podem ser extraidas varias
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informacdes sobre o ocorrido: da conduta ao autor questionado. Tais dados podem se
apresentar de maneira explicita ou ndo (VELHO; FACHONE, 2007).

Devido a multicausalidade e complexidade dos processos de producdo e
reproducdo da violéncia na sociedade brasileira é importante padronizar a analise do local
do crime, e uma forma de executar tal padronizacdo é classificar as cenas pelo tipo de
crime que ocorreu: "cena de assassinato™, "'cena de estupro” e assim por diante. Uma tnica
“cena de violéncia sexual” pode abranger diversas situagdes, de violéncias unicas a
multiplas, cobrindo mais de uma &rea. (HOUCK, 2006).

A preservacdo do local de crime é de suma importancia para a realizacdo dos
exames periciais e, principalmente, para assegurar a cadeia de custddia e confiabilidade
das provas produzidas. Porém, mesmo no local do caso em que a preservacao se encontra
prejudicada, € possivel avaliar a dindmica do fato e distinguir vestigios de sangue
acidentais que ndo foram relacionados com a ocorréncia, em virtude dos distintos padrdes
de formacdo das manchas (BOTTEON, 2018).

Em casos de crimes sexuais, quando a ejaculacdo ndo ocorreu no corpo da vitima,
as manchas seminais deixadas na cena do crime, como em lenc¢ois da cama, vestimentas,
roupas intimas, toalhas, piso, vegetacdo e demais substratos, podem ser essenciais na
busca de evidéncias. Tais manchas se mostram Uteis na préatica forense, confirmando que
0s métodos de andlise hoje empregados podem ser usados para deteccdo e levantamento
do perfil genético do acusado (NAKANISHI et al., 2014).

Em crimes graves, na maioria das vezes, o primeiro passo é avaliar a cena do
crime com o intuito de proteger itens e possiveis evidéncias que servirdo como prova. Por
isso é importante que esta investigacdo seja feita da forma precisa, dando ao investigador
uma ideia aproximada do que ocorreu. A partir desta reconstrugdo obtém-se evidéncias e
é possivel elucidar quais os tracos sdo relevantes e os materiais que devem ser protegidos
como, por exemplo, amostras de sangue que sao tiradas para teste de DNA (VAN EDEN
et al., 2016). A Ciéncia Forense na atuacdo do processamento de cenas de crime tem seu
foco em prevenir contaminagdo da cena e buscar maneiras apropriadas para proteger os
diferentes tipos de evidéncias fisicas (SAFERSTEIN, 2007).

De acordo com Resnikoff et al. (2015) uma investigacdo de cena de crime pode
ser expressa ao longo de trés processos que exigem muitas decisdes de natureza diferente
a serem feitos, a saber: a intervencéo, desde a constatacao de que um crime ocorreu até a

chegada ao local (se a cena deve ser assistida por examinadores de cena de crime); a
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investigacdo da cena do crime em si, levando a deteccéo, observacéo e coleta de material,

e a exploracdo do material coletado.

1.3 CRIMES SEXUAIS

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2013) a violéncia e/ou abuso sexual
compreende diversos tipos de atos, incluindo tentar ou forcar relacdes sexuais, contato
sexual indesejado, forgar menor de 18 anos ou adultos a participar de um ato sexual sem
seu consentimento, comentarios sexuais indesejados, mutilagdo genital, abuso sexual de
menores, iniciacdo de sexo forcado, prostituicdo forcada e trafico de relagdes sexuais.

Krug et al. (2002) definem violéncia sexual como atos, tentativas ou investidas
sexuais indesejadas, com uso de coacdo e praticados por qualquer pessoa,
independentemente de sua relacdo com a vitima e em qualquer contexto, seja domeéstico
ou ndo. Incluindo atos como estupros (penetracao forcada) dentro do casamento, namoro
ou cometida por estranhos (HEISE; ELLSBERG, 1999).

De acordo com o Art. 213 do Codigo Penal Brasileiro, estupro € considerado o ato
de causar qualquer tipo de constrangimento, mediante violéncia ou ameaca, obrigando a
vitima a ter conjuncéo carnal ou ato libidinoso, sujeito a pena de recluséo de seis a dez
anos.

No Brasil, em 2019, foi registrado um total de 66.123 casos de estupros e estupros
de vulneravel, isso resulta em 1 estupro a cada 8 minutos. O estado que contou com
maiores taxas por 100.000 habitantes de casos confirmados foi Mato Grosso do Sul, com
65,4%, dados esses mostrados pelo 14° Anuario de Seguranca Publica, publicado em
2020.

Portanto, o presente trabalho objetiva-se analise e a influéncia do tempo na

deteccdo de sangue em vestigios de crimes sexuais simulados.

2 METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de um estudo descritivo e laboratorial, visando
obtenc&o dos resultados atraveés de experimentos laboratoriais controlados. O trabalho foi
submetido ao comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Amapéa sendo
aprovado sob n° CAAE 18342619.3.0000.0003.

Os 3 materiais utilizados neste estudo foram: toalha de rosto 100% algodao, cueca
90% poliéster/10% elastano e calcinha de renda (FIGURA 1). Os testes foram realizados

nos seguintes intervalos de tempo: 1 dia, 3 dias, 6 dias, 9 dias, 12 dias, 15 dias, 18 dias,
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21 dias, 24 dias, 27 dias, 30 dias, 33 dias, 36 dias, 39 dias, 42 dias, 45 dias e 50 dias,
sendo o Kastle-Mayer realizado em todos os dias de testes e 0 HemDirect® no periodo de
1 dia, 3 dias, 12 dias, 18 dias, 27 dias, 36 dias, 45 dias e 50 dias.

Foi recrutado um voluntario para a doacdo da amostra de sangue, através da coleta
por puncao venosa. Sendo coletados 40mL do individuo apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Os tipos de pecas de tecidos foram escolhidos por serem 0s mais comumente
encontrados em uma possivel cena de crime sexual. As manchas nos tecidos ndo seguiram
um padrao, sendo feitas de forma aleatdria, buscando simular a realidade de uma cena de
crime sexual.

O teste SARATEC HemDirect® foi aplicado conforme o protocolo operacional do
fabricante. Kastle-Mayer foi aplicado conforme protocolos periciais.

A extracdo de DNA das manchas de sangue fora feita utilizando Cloroférmio em
manchas envelhecidas de 12 dias (SAMBROOK; 1989). Chelex 100 em manchas
envelhecidas de 50 dias (DIAS-FILHO; FRANCEZ, 2016).

Depois de preparadas, as amostras foram armazenadas em ambiente laboratorial
(17°C-24°C), sendo que em todos os dias de realizacdo dos testes a temperatura e umidade

do local foram controladas.

b)

Figura 1: Representagdo das manchas de sangue (a) Calcinha de renda, (b) cueca 90%poliéster e
10%elastano; (c) toalha de algodao.
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Figura 2: Teste SERATEC HemDirect®

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 HEMDIRECT®

Quadro 1: Resultado do teste HemDirect®
Dia de teste Resultado

e +
30
120
18°
27°
36°
45°
50° +
Legenda: + resultado positivo; - resultado negativo

+| | | +] +] +

De acordo com o quadro acima. O HemDirect® se mostrou positivo em todos 0s
dias de testes.

Foi realizado um imunoensaio com trés testes imunocromatograficos disponiveis
no mercado para identificacdo de sangue humano, sendo eles: Seratec HemDirect®
Hemoglobin, ABAcard® HemaTrace® e RSID™-Blood. O imunoensaio mostrou que
todos os testes possuem seus lados positivos e negativos, mas, de forma geral, o estudo
mostrou que o teste HemDirect® Hemoglobin e o ABAcard® HemaTrace®, sdo os mais
sensiveis para deteccdo de manchas de sangue, mostrando resultado positivo para sangue
envelhecidas de 19 a 28 anos, armazenadas a temperatura ambiente. Os testes também
mostraram possuir especificidade necessaria para aplicacdo forense, mostrando
resultados negativos quando utilizado com amostras de saliva excluindo, assim, o risco

de falsos positivos por contaminagéo cruzada (HORJAN et al., 2016).
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Para aplicacéo forense, o produto apresenta vantagens como: facilidade de uso,
podendo ser utilizado diretamente na cena ou no laboratorio; alta sensibilidade, sendo
capaz de reagir positivamente a amostras contento 20ng/mL; resultados rapidos em cerca
de 5 a 10 minutos; especifico para D-dimero e hemoglobina humana. O dimero D é um
produto de degradacéo da fibrina que resulta da fibrinolise, formado no sangue. Durante
a menstruacdo ocorre maior degradacdo dibrinolitica, sendo o dimero D um marcador
para sangue menstrual, que permite sua distincdo. Sendo assim, € de suma importancia
em casos de estupro, ja que uma mulher pode estar no periodo menstrual durante a
realizacdo dos testes, ajudando a diminuir as chances de um falso-positivo, conforme
especifica o fabricante.

De acordo com MISENCIK et al. (2007), o teste SERATEC HemDirect® é eficaz
para a detecgdo de sangue humano no campo forense. Foram realizados ensaios clinicos
com amostras de sangue obtidas em laminas de 28 animais, entre eles o0s das seguintes
especies: Chimpanzé (Pan troglodytes); Gorila (Gorila gorila); Orangotango (Pongo
pygmaeus); Macaco-Uivador-Preto (Alouattacaraya); Babuino (Papio
hamadryas); Furdo (Mustela putorius). O teste é especifico para hemoglobina humana,
mas mostrou reatividade por sangue de primatas e furbes, que apresentam uma sequéncia
de aminoacidos em comum na cadeia alfa globina, sendo que esta sequéncia pode ser
responsavel pela producdo de anticorpos monoclonais, que s&o 0s principais componentes

de testes Imunocromatogréfico.

Figura 3: Teste positivo do SERATEC HemDirect®
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3.2 KASTLE-MEYER

Quadro 2: Resultado do teste Kastle-Meyer

100% Algodéo Renda 90% Poliéster/10% Elastano
(Toalha de rosto) | (Calcinha) (Cueca)
Dias Resultado Resultado Resultado
1° + +
3° + + +
6° + + +
9o + + +
120 + + +
15° + + +
180 + + +
21° A A +
240 + + +
27° A A +
300 + + +
33° + + +
36° + + +
390 + + +
42° + + +
450 + + +
500 + + +

Legenda: + resultado positivo; - resultado negativo

De acordo com o quadro acima, todas as amostras foram positivas para o Kastle-
Meyer (KM).

Um experimento teve o objetivo de determinar a especificidade da reacdo da
fenolftaleina em relacdo a benzidina e a substancias das quais se espera possuirem
atividade peroxidase oxidativa, que podem produzir algum tipo de rea¢do com benzidina.
No método foram utilizados quatorze tipos de vegetais, leite, produtos de limpeza
domeésticos e varios tipos de papéis também foram testados. Essas substancias foram
testadas diretamente em manchas de 1 dia e manchas de 4 dias e em extratos de manchas
envelhecidas durante 9 semanas. Um fato importante ocorreu: nas manchas ndo foram
obtidos falsos positivos com a fenolftaleina isso pode ser devido a um maior grau de
especificidade quando comparado a benzidina. Além disso, os trés estagios do teste de
perborato de sodio foram cerca de dez vezes mais sensiveis ao sangue em solugdo do que
a benzidina. Portanto, espera-se um resultado positivo do reagente fenolftaleina nos testes
de extragdo de substdncias que deram positivo com a benzidina se a especificidade
aumentada foi devido a sensibilidade. Isso pode ser devido a forte alcalinidade da

fenolftaleina que serve para reduzir ou eliminar a interferéncia de plantas peroxidases,
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por preferir um substrato acido. Para o teste direto realizado nas manchas secas, 0s testes
com fenolftaleina foram menos sensiveis que a benzidina, porém, suficientemente
sensiveis para fins de triagem quando ndo € requerido deteccdo de sangue além de
diluicdes de 10-3 (CULLIFORD, 1971).

O teste de KM pode ser um pouco mais sensivel que o teste leucomalaquita verde
(LMG). O teste de manchas umidas ou secas nédo revelou diferencas de sensibilidade na
primeira vez em que foi empiricamente testado. 1sso demonstra que, em situagdes de caso
esperadas, a anélise de uma mancha imida ou seca nao deve ter impacto na sensibilidade
do KM. Teorizaram que o teste realizado em manchas secas pode afetar
significativamente a sensibilidade observada de um teste com dilui¢cdo dos reagentes,
como ocorreria em uma amostra molhada. Isso pode ser verdadeiro se o teste se der em
um grande volume de liquido (como uma cubeta), mas, em termos praticos, como
demonstrado neste estudo, ndo tera impacto nos resultados obtidos (GRODSKY et al.
1951). Webb, Creamer e Quickenden (2006) evidenciaram esta maior sensibilidade do
KN em comparacdo ao LMG ao descrever a diluicdo maxima detectavel de hemoglobina,
com as diluicGes relativas a concentracdo de 150g/L, de 1: 100.000 para o0 KN quando
comparado a 1:1.000 para o reagente LMG. Além de um tempo de detec¢do para manchas
de sangue envelhecidas superiores a 7 semanas para estes reagentes.

Os resultados dos testes podem ser facilmente mal interpretados devido a presenca
de substancias muito comuns, itens como agentes de limpeza, alimentos ou cha. Embora
técnicas inovadoras como o perfil de RNA e a anélise de metilacdo do DNA possam
superar algumas das limitacbes do produto quimico convencional, os autores estdo
convencidos de que tais novos testes ndo podem substituir completamente os testes
presuntivos convencionais no futuro proximo. Isso se deve aos altos custos das técnicas
e falta de kits comercialmente disponiveis, bem como orienta¢cdes sobre qualidade e
interpretacdo de problemas. Diferencgas nas sensibilidades provavelmente sdo causadas
por diferencas nas concentracGes de reagentes, métodos de preparacdo de amostras,
reagentes e resultados e no tipo de material que contém o sangue (KIND, 1956). Além
disto, em cenas de crimes sexuais 0 sémen é outro fluido de notavel importancia para os
fatos, onde testes de orientacdo semelhante aos de sangue sé&o aplicados e pode haver
ocorréncia de resultados negativos, principalmente ao considerar a possibilidade de uma
lavagem no substrato ao qual a mancha seminal foi encontrada, assim podendo haver

resultado negativo para um teste presuntivo de sémen, mas em testes mais especificos e
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na obtencdo do perfil genético obtém-se resultado positivo (CROWE; MOSS; ELLIOT,
2000).

Em um teste de sensibilidade, garrafas autoclavadas (125°C por 20 min) e &gua
destilada foram utilizadas. A &gua foi medida usando um cilindro graduado e sangue foi
adicionado usando uma pipeta. Diferentes concentracGes baixas de sangue foram obtidas
fazendo uma solucdo estoque de sangue e agua destilada. Solucdes de 1: 10.000; 1:
100.000; 1: 1.000.000; 1: 5.000.000; e 1: 10.000.000 foram preparadas. Cada uma das
solucdes de sangue diluido para cada um dos reagentes presuntivos testados fora colocada
em um conjunto de 25 pedacos de papel de filtro e 1 cm. Os pedacos de papel de filtro
foram entdo removidos e secados por 72 h. Cada um dos pedacos de papel de filtro foi,
entdo, testado com o reagente correspondente para verificar se 0 sangue presente foi
detectavel. Os reagentes foram adicionados diretamente em dois pedacos de papel filtro
em 1 cm. O tempo necessario para o reagente registrar um resultado positivo foi
determinado e registrado. Os testes foram considerados negativos se 0s reagentes ndo
reagirem dentro de 4 minutos apos a exposi¢do ao papel de filtro manchado de sangue. O
controle positivo da fenolftaleina (KM) reagiu dentro de alguma segundos de aplicacdo
da &gua, com uma cor rosa aparecendo em local da deposicdo de sangue. O controle
negativo nao reagiu em adicdo da agua; no entanto, houve uma reacao apds varios minutos
(mais do que 0s 4 minutos cronometrados) com uma cor rosa se desenvolvendo nas bordas
da area de deposicao do reagente. O reagente fenolftaleina registrou reacdo positiva para
todas as amostras com um fator de diluicdo de 1: 10.000. As amostras viraram rosa apos
45s da introducdo do reagente e da &gua. Em um fator de dilui¢do de 1: 100.000, trés das
25 amostras apresentaram uma reacao: dois deles em 1m e 30s e o terceiro em 2m e 30s.
O reagente fenolftaleina ndo mostrou reacdo com fatores de dilui¢do de 1: 1.000.000, 1:
5.000.000 ou 1: 10.000.000 dentro dos 4m da experimentagdo cronometrada
demonstrando, assim, alta sensibilidade (TOBE; WATSON; DAEID, 2007).
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Figura 4: Teste Kastle-Meyer representando resultado positivo em todos os tecidos.

3.3 EXTRAC;AO DE DNA COM CLOROFORMIO E CHELEX 100

De acordo com a Figura 5, pode-se observar que foi possivel obter DNA das
amostras 4, 5 e 6 utilizando o Fenol Cloroférmio como método de extragdo em amostras
de 12 dias, sendo este resultado negativo quando utilizado o Chelex 100, (amostras 2 e 3),
em amostras de 50 dias.

Com esta técnica é possivel extrair uma quantidade razoavel de DNA de boa
qualidade para ser usado em procedimentos como a PCR. Com a luminosidade
apresentada pelas bandas de DNA, foi possivel mostrar que uma pequena quantidade de
DNA da amostra foi extraida (Fig 5). Porém essa técnica apresenta algumas
desvantagens, como o0s mdltiplos passos a serem seguidos e a demora no tempo de
procedimento, além da utilizacdo de substancias potencialmente prejudiciais a saude, pelo
fato de serem extremamente volateis e irritantes para as mucosas (OLIVEIRA et al., 2007)

Aparentemente, o método de purificacdo com fenol cloroférmio tem resultado na
recuperacdo e purificacdo satisfatorias em comparacdo com outras técnicas (CAO, 2003).
No estudo de Mesquita et al. (2001), foi feita uma comparacdo de trés métodos de
purificagdo utilizando-se fenol-cloroférmio com proteinase K, silica sem proteinase K e
silica com proteinase K. Fenol-cloroférmio mostrou ser eficiente na purificacao,
resultando em um material de 6tima qualidade para PCR. Evidencia-se em seu trabalho
que a metodologia de fenol-cloroférmio é um excelente método para extracdo de DNA
de tecidos emblocados em parafina, assim como o melhor método avaliado para extracdo

de espécimes de células bucais.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 3% mostrando fragmentos de 107 pb amplificado pela PCR em
amostras de mancha de sangue.
Onde: 1) Ladder; 2) Chelex; 3)Chelex; 4) Cloroférmio; 5) Cloroférmio; 6) Cloroférmio

O Chelex 100 é um método barato e simples e bastante eficiente na extracdo de
DNA, o DNA extraido por esse método contém menos inibidores de PCR comparado a
outros métodos de extracdo. Por ser um método bastante simples, com o nimero reduzido
de passos na preparagdo da amostra em relagdo a outros testes, a chance de contaminacgéo
por DNA induzida pela mistura das amostras ou pelo operador é pequena (WALSH;
METZGER; HIGUCHI, 1991).

Em um estudo realizado por Kobilinsky (1992) foram avaliadas as condicGes de
armazenamento em longo periodo de amostras de evidéncias de DNA e, embora esta seja
uma das biomoléculas mais estaveis, percebeu-se que amostras bioldgicas a diferentes
temperaturas e por quantidades de tempo podem ser afetadas de forma significativa
quanto a sua capacidade de isolar DNA (BUDOWLE, 1990). O DNA em testes realizados
com papel filtro pode ser extraido e amplificado dentre um periodo de 8 meses em
condigcBes de umidade relativa variando de 50% a 100% em uma temperatura de 45°C,
entretanto, ha a possibilidade do crescimento microbiano em uma umidade relativa de
100% além de uma queda na estabilidade de deteccdo de pares de base do DNA nas
temperaturas de 55°C e 65°C e até na impossibilidade de obtencdo de pares de base a um
periodo superior de um més nestas temperaturas (DISSING; SGNDERVANG; LUND,
2010).
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Vaérias técnicas de extracdo de DNA foram avaliadas com base em sua capacidade
de produzir DNA a partir de manchas de sangue testados em varios substratos diferentes.
Foram utilizados no estudo dois métodos de extracdo comumente usados na ciéncia
forense: Chelex 100 e o método organico (COMEY, 1991).

Em outro estudo o DNA foi extraido de amostras de tecidos expostos a condi¢fes
ambientais diversas. Por exemplo, amostras recuperadas de acidentes de aeronave. Foram
24 amostras de tecido e 20 cartdes de referéncia para manchas de sangue, a fim de
confirmar identifica¢des usando analise de DNA. Utilizando o Chelex 100, a extracdo foi
realizada em todas as amostras, sendo que 60% renderam DNA suficiente para obter
resultados. Os 40% restantes exigiram uma extracdo organica para obtencdo de
resultados. A recuperacdo do DNA foi minima. Mais de 50% dos extratos continha
<100ng de DNA. Isso pode ser explicado pela natureza degradada do DNA. Uma das
desvantagens do método Chelex 100 é o tamanho limitado da amostra. Se a amostra
contiver inibidores contaminantes, aumentar o tamanho da amostra aumenta a
concentracdo de inibidores e contaminantes. Uma alternativa seria adicionar o Chelex 100
ao extrato organico para ligar os contaminantes que possam estar presentes no extrato
(WILLARD, 1998). As diferentes técnicas e 0 avango nas ciéncias forenses possibilitam
melhores resultados conforme o tipo de amostras processadas e até na quantidade de DNA
que ali se encontra. Para quantidades pequenas de DNA o método Chelex se mostra eficaz
no desfecho final, porém com quantidades maiores, métodos utilizando rob6s podem
apresentar maior eficiéncia e menores chances de contaminacdo do DNA (PHILLIPS;
McCALLUM; WELCH, 2012).

Higugchi (1989) demonstrou que compostos de porfirina e os derivados do grupo
heme no sangue inibem a PCR. Sugerindo que esses anéis de porfirina sejam lavados
durante a primeira lavagem ou podem se ligar a propria matriz de esferas do Chelex 100.
Lavagens adicionais podem ser necessarias para livrar amostras do excesso de heme e
inibidores. Substancias como agua, bile, Bilirrubina, CaCl2, EDTA, FeCl3, Hemina e
Heparina podem também ocasionar inibicdo da PCR, conforme achados de Al-Soud e
Radstrom (2001).

Estudos anteriores com o HemDirect®, feito por HORJAN, et al. 2016,
demonstram esse achado, mostrando resultados positivos para manchas de sangue
envelhecidas de 19 a 28 anos. J4 com Kastle-Meyer foram obtidos resultados positivos de
manchas envelhecidas em até 9 semanas (CULLIFORD, 1971). Higuchi (1989)
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demonstrou que compostos de porfirina e os derivados do grupo heme no sangue inibem

a PCR, o que poderia explicar o resultado negativo obtido.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram que os testes Kastle-Meyer e
HemDirect®, sdo eficazes para detecgio de manchas de sangue em cenas de crimes, assim
colaboram para a investigagéo pericial, sendo capazes de reagir positivamente a manchas
de sangue envelhecidas em até 50 dias nos tecidos utilizados.

Para extracdo de DNA utilizando fenol cloroférmio, o estudo apresentou
resultados positivos em amostras de manchas de sangue em tecidos envelhecidas de 12
dias, apresentando uma baixa luminosidade das bandas, caracterizando uma pequena
quantidade de DNA extraida. De acordo com a literatura essa metodologia apresenta um
material de grande qualidade para PCR.

A extracdo de DNA com Chelex 100 em amostras de 50 dias obtiveram resultados
negativos. Estudos disponiveis na literatura cientifica demonstram a sensibilidade e
especificidade desses métodos, demostrando facilidade de uso e resultados rapidos,
podendo ser utilizado na cena do crime de forma répida e préatica, sem necessidade de
equipamentos laboratoriais, aumentando assim a eficiéncia do trabalho dos peritos
criminais. Mais estudos com aplicabilidade forense se fazem necessario para
identificacdo e formulagéo de novos protocolos de exames forenses que venham a auxiliar
na elucidacgéo de fatos acerca de um crime e no melhor aproveitamento da obtencéo dos

resultados da investigacao.
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