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Resumo

O estupro é um tipo de agressdo sexual realizada contra uma pessoa sem
seu consentimento. O combate a este crime é algo de significativa importancia
para a seguranca de toda a sociedade. Sendo assim, 0 objetivo geral desse
trabalho foi apresentar técnicas, métodos e tecnologia avancada de deteccédo de
vestigios e analise de DNA gue ajudem e sejam capazes de resolver crimes de
violéncia sexual. Foi realizada uma revisédo da bibliografia utilizando os bancos
de dados PUBMED, BVS e Google Académico. Dentre as técnicas de deteccao
do vestigio (sémen), esta a utilizacdo de fontes de luz especiais, tecnologia laser
e esfregaco vaginal na vitima. Depois de confirmada a presenca de
espermatozoides, é preciso fazer a extragdo do DNA para submeté-lo a anélise,
fazendo em seguida a PCR para identificagdo dos marcadores STR, eletroforese
capilar ou sequenciamento NGS. Com provas consistentes, evita-se que a
justica absolva criminosos, devido a falta de provas.

Palavras-chave: Sémen; Espermatozoide; Estupro; Extracdo de DNA; PCR,;
STR; Sequenciamento NGS; Esfregago vaginal.

Forensic techniques applied in semen analysis
Abstract

Rape is a type of sexual assault carried out against a person without his or her
consent. The struggle against this crime is something of significant importance
for the safety of the whole society. Thus, the overall objective of this work is to
present advanced techniques, methods and technology for trace detection and
DNA analysis that could help and be able to solve crimes of sexual violence. A
review of the bibliography was done using the PUBMED, BVS and Google
Academics databases. Amongst the techniques of detection of trace (semen), is
the use of special light sources, laser technology and vaginal smear in the victim.
After confirming the presence of spermatozoa, the DNA must be extracted for
analysis, followed by PCR for the identification of STR markers, capillary
electrophoresis or NGS sequencing. With consistent evidence, justice is
prevented from acquitting criminals due to lack of evidence.

Keywords: Semen; Spermatozoa; Rape; DNA extraction; PCR; STR; NGS
sequencing; Vaginal smear.
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1. Introducgéo

Estupro é um crime no qual o agressor for¢a sua vitima a ter uma relagéo
sexual, contra sua vontade. Muitas vezes, a vitima pode n&o conseguir identificar
0 autor do crime, por ficar tdo traumatizada e ndo conseguir lembrar do rosto do
agressor. Por outro lado, em um numero pequeno de casos, a vitima até
consegue identificar o criminoso, mas 0 suspeito pode facilmente negar a
acusacao, e sem nenhuma prova, ele € absolvido. Por conta dessa situacéo, a
andlise de evidéncias de abusos sexuais pode levar a informagfes vitais no
processo de identificacdo do estuprador (SILVA et al., 2004).

O abuso sexual pode afetar muito o psicolégico e o emocional das vitimas,
e se ainda for crianc¢a, pode afetar também a cognicéo, o desenvolvimento fisico,
sua relagcdo com os pais, e a relacao entre os pais da crianca (LINDAUER et al.,
2014). Por essa razéo, esse € um crime tao importante e relevante de se discutir
e de conseguir sua elucidagao.

Estima-se que a cada ano no Brasil 0,26% da populagéo sofre violéncia
sexual, o que indica que haja anualmente 527 mil tentativas ou casos de estupros
consumados no pais, dos quais 10% séao reportados a policia. Tal informacéo &
consistente com os dados do Anuario do Férum Brasileiro de Seguranca Publica
(FBSP) de 2013, que apontou que em 2012 foram notificados 50.617 casos de
estupro no Brasil. Em 2011, foram notificados no SINAN 12.087 casos de estupro
no Brasil, 0 que equivale a cerca de 23% do total registrado na policia em 2012,
conforme dados do Anuario 2013 do FBSP (CERQUEIRA; COELHO, 2014).

Técnicas para identificacdo individual tem sido desenvolvidas a base da
analise de DNA, com alto potencial de discriminacdo e sensibilidade. A tipagem
de DNA devera ser conduzida para a identificacdo do culpado, o diferenciando
dos demais suspeitos (SILVA et al., 2004).

Hoje em dia, nos casos de estupro, swabs vaginais de rotina podem ser
coletados das vitimas para andlise de DNA do agressor que pode estar atuando
na regidao. O perfil genético e até mesmo o numero de crimes envolvidos em
abuso sexual podem ser determinados a partir da tipagem de DNA do esperma
(GOES et al., 2002).

Na maioria das vezes em que se faz uma coleta vaginal para se conseguir
0 esperma, células epiteliais da vitima vém misturadas com células de

espermatozoides do agressor na amostra. Com o objetivo de obter o perfil de



DNA do autor do crime, a comunidade forense de DNA vem trabalhando na
separacédo de células de homens e mulheres (ZHAO et al., 2016).

As amostras retiradas das vitimas e que contenham sémen irdo ser
preservadas em congelamento, para no futuro, confrontar com amostras de
sangue de possivel suspeito ou suspeitos. Atualmente, faz-se estudos
relacionados as diferentes metodologias para a coleta vaginal, principalmente o
lavado vaginal, para que a amostra fiqgue a mais rica possivel em
espermatozoides, o que facilitard a analise (BONACCORSO, 2005).

O método tradicional para essa proposta € a lise diferencial, que envolve
dois tipos de tampdes de lise. O primeiro tampao que é sem ditiotreitol é usado
para lisar principalmente as células epiteliais, e o segundo tamp&o contendo
ditiotreitol € capaz de romper a ponte dissulfeto das proteinas que sao
responsaveis pela estrutura da membrana nuclear do espermatozoide (ZHAO et
al., 2016).

Segundo Hung e colaboradores (2013) também ha um outro método, com
granulos imunomagnéticos (IMBs). Com essa metodologia foi estabelecida a
primeira ligacéo entre a tecnologia do IMB e o isolamento de espermatozoides
vindos de células misturadas obtidas no esfregaco vaginal, usando um anticorpo
contra a enzima angiotensina-convertase testicular (ANSLINGER, 2008).

Para melhorar a sensibilidade e a estabilidade do isolamento do
espermatozoide, pode-se preparar granulos magnéticos revestidos com o
anticorpo anti-PH-20. O anti-PH-20 € uma hialuronidase de espermatozoide
ancorada com glicosilfosfatidilinositol que permite que o espermatozoide intacto
atinja a zona pelucida do ovocito primario durante a fertilizacdo. O IMB anti-PH-
20 liga-se especificamente a cabeca do espermatozoide e exibe uma grande
sensibilidade para o isolamento de células germinativas provenientes de células
misturadas com células epiteliais (BABA et al., 2002). Segundo Zhao e
colaboradores (2016) apés a incubacédo do complexo IMB-espermatozoide com
a DNase |, a eletroforese capilar da origem a um perfil de STR de um Unico
fornecedor.

Um dos principais métodos de analise para chegar de fato a identificacao
do autor do crime é analisar os microssatélites presentes nos espermatozoides
coletados na cena do crime ou da prépria vitima no lavado vaginal.
Microssatélites ou sequéncias repetidas in tandem (STR) constituem

aproximadamente 10% do genoma humano e podem ser utilizados como



marcadores moleculares na genotipagem do DNA, visando detectar a
variabilidade genética populacional. Esses marcadores possuem de 2 a 6 pares
de base e aparecem principalmente dispersos no genoma. Os microssatélites
podem ser classificados de acordo com o tipo de repeticdo como perfeitos,
imperfeitos, interrompidos ou compostos (RODRIGUES et al., 2010).

Estes marcadores podem estar presentes tanto em regides codificadoras,
guanto em ndo codificadoras, estando associadas a regulacdo da expressao
génica e outras funcdes celulares (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002).

O numero de repeti¢cdes pode aumentar ou diminuir, caso ocorra a adi¢do
ou perda de uma ou mais unidades de repeticdo pela DNA polimerase e se
houver falha na atividade exonucleasica dessa enzima (ELLEGREN, 2004).

A metodologia de genotipagem com STR baseia-se na amplificacéo por
PCR das sequéncias simples repetidas, utilizando um par de iniciadores de
sequéncias complementares aquelas que a flanqueiam. E uma técnica eficaz
para analisar amostras com pouca quantidade de DNA ou com DNA degradado
(KASHYAP et al., 2004). Desta forma, os marcadores microssatélites podem
gerar grandes quantidades de informacfes genéticas que séo disponibilizadas
em bancos de dados (GILL et al., 2006).

Assim sendo, o objetivo geral desse trabalho foi apresentar técnicas,
métodos e tecnologia avancada de deteccéo de vestigios e analise de DNA que

ajudem e sejam capazes de resolver crimes de violéncia sexual.

2. Metodologia

Este trabalho trata-se de uma reviséo de literatura no formato narrativo. A
revisao da literatura € uma parte vital do processo de investigacdo. Aquela que
envolve localizar, analisar, sintetizar e interpretar a investigacdo prévia
relacionada com a sua area de estudo. E, entdo, uma analise bibliografica
pormenorizada, referente aos trabalhos ja publicados a respeito do tema. A
revisao da literatura é indispensavel ndo somente para definir bem o problema,
mas também para obter uma ideia precisa a respeito do estado atual dos
conhecimentos sobre um dado tema, as suas lacunas e a contribuicdo da
investigacao para o desenvolvimento do conhecimento (BENTO, 2012).

Os artigos cientificos para o desenvolvimento da revisdo bibliografica

foram localizados por meio de busca sistematica, realizada no banco de dados



PUBMED (US National Library of Medicine), BVS (Biblioteca Virtual em Saude)
e Google Académico, publicados entre os anos de 2002 a 2016, também foram
utilizados textos mais antigos por serem importantes para a fundamentacéo de
alguns conceitos. As palavras chave usadas nas buscas foram: “analise”, “DNA”,
‘estupro”, “abuso sexual’, “espermograma”’, “lavado vaginal’, “STR”,
“microssatélites seminais”, assim como, as mesmas palavras no idioma inglés.
Esses termos foram utilizados individualmente ou em combinagdes dois a dois e
até em combinacdes de trés. As aplicacdes das técnicas e dos conceitos foram
realizadas apdés uma selecdo a partir da leitura dos textos e observacdo da
descricao nos artigos.

3. Desenvolvimento
3.1 Espermatogénese

Os gametas sdo células germinativas altamente especializadas e a
gametogénese € 0 processo de formacdo e desenvolvimento dessas células.
Esse processo, no qual envolve os cromossomos e o citoplasma dos gametas,
prepara essas células sexuais para a fecundacéo. Durante a gametogénese, a
guantidade de cromossomos € reduzida pela metade e o formato das células é
modificada. Cada cromossomo condensado aparece como um par de bastbes
unidos em um determinado ponto, denominado centrémero. Antes da replicacéo
do DNA, os cromossomos aparecem em cromatide Unica, ou seja, uma
cromatide consiste em filamentos paralelos de DNA e, depois da replicacdo do
DNA, eles se tornam cromatides duplas (MOORE; PERSAUD, 2008).

Na gametogénese, ha a fase meiodtica (Figura 1). De importancia
primordial da meiose, estdo: 1) a reducdo do numero de cromossomos de
diploide (2n) para haploide (1n), de modo que o numero de cromossomos
continue a ser mantido de geracdo para geracdo; 2) a reorganizacao
independente dos cromossomos tanto maternos quanto paternos, para uma
melhor mescla de caracteristicas genéticas; 3) a nova reordenacdo da
informacéo genética materna e paterna por meio do processo de crossing-over

no decorrer da primeira divisdo meiotica (CARLSON, 2014).



Figura 1 — Imagem esquemética de uma espermatogénese e ovogénese desde
a mitose das células germinativas até a fecundacao.
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Fonte: Cesar, Sezar e Caldini (2015).

A espermatogénese € um processo simultdneo e constante de
diferenciacdo celular, pelo qual uma espermatogdnia mae, € gradativamente
diferenciada em uma célula haploide altamente especializada, o
espermatozoide. Tal processo dura em torno de 40 a 60 dias na maioria dos
mamiferos estudados (COSTA; PAULA, 2003) e comeca nos tubulos
seminiferos dos testiculos apds o inicio da puberdade. No sentido mais
abrangente, o0 processo comeca com a proliferacdo mitética das
espermatogobnias. Na base do epitélio seminifero existem variadas populacfes
de espermatogobnias, a do tipo A representa a populacdo de célula-tronco que
mantém mitoticamente o numero adequado de espermatogbnia ao longo da vida,
ela da origem a espermatogonia do tipo B, que é destinada a terminar com o
ciclo mitético e entrar em meiose. A entrada na meiose é estimulada pelo acido
retinoico (um derivado da vitamina A). Muitas espermatogbnias e seus
descendentes celulares sdo conectados por pontes citoplasmaticas
intercelulares, que podem ser fundamentais na manutencao do desenvolvimento

sincronizado de grandes grupos de células espermaticas (CARLSON, 2014).



As espermatogo0nias tipo A ndo tém heterocromatina no seu nucleo e as
espermatogbnias tipo B apresentam nulcleos com massas de cromatina
intensamente coradas, adjacentes ao envoltorio nuclear. O nucleo de uma
espermatogbnia B exibe nucléolo central. As espermatogbnias sao células
arredondadas com um diametro de aproximadamente 12 um. Apresentam-se
apoiadas na membrana basal dos tubulos seminiferos. Seus nulcleos sao
arredondados ou ovoides, com 6 a 7 um de didmetro (GARCIA; FERNANDEZ,
2012).

Durante a fase da mitose, as células tronco dao origem a duas novas
células, uma vai auxiliar na renovacao da populacéo de mais células tronco, e a
outra entra no decurso de espermatogénese. Esse processo, entdo, vai dar
origem as espermatogoénias intermediarias, que irdo se dividir para formar as
espermatogobnias B. Ao fim da divisdo, as espermatogonias B, dao entédo, origem
a outras células que iniciam uma extensa fase de meiose. Posteriormente, tais
células serdo acondicionadas dentro do compartimento adluminal do epitélio
seminifero. Todos os tipos celulares subsequentes vao ficar no compartimento
adluminal. Neste compartimento as células ficam isoladas e sem acesso direto
a nutrientes e horménios, ficando entédo, totalmente dependentes das células de
Sertoli para prover suas necessidades. A fase da meiose abrange a sintese de
DNA nos espermatocitos na fase de pré-leptoteno, sintese de RNA em
espermatocitos em paquiteno e no final da meiose, estes ultimos constituem as
espermatides haploides (COSTA; PAULA, 2003).

Ao final da espermatogénese, ocorre um processo chamado de
espermiogénese, que é a diferenciacdo de espermatide em espermatozoéide, e
implica em um rearranjo dos componentes celulares, assim como, a criacao de
estruturas necessarias para a fecundacao. O conjunto desse elaborado processo
de transformacbes envolve o0s seguintes aspectos: 1) condensacdo e
alongamento do nucleo; 2) formacdo do acrossomo a partir do complexo de
Golgi; 3) formacdo do flagelo; 4) deslocamento de uma bateria mitocondrial,
constituindo uma bainha de mitocéndrias periféricas na peca intermediaria; 5)
perda significativa de citoplasma. Com o final da espermiogénese ocorre a perda
do citoplasma residual das espermatides que ainda permaneciam ligadas entre
si por continuidades citoplasmaticas. As células de Sertoli encarregam-se de
fagocitar os corpos residuais, resultando no desprendimento e na liberacao dos

espermatozoides para o lumen do tubulo seminifero e, posteriormente, para o



epididimo. O processo de liberacdo dos espermatozoides do arranjo sincicial é
conhecido como espermiacéo (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

E possivel observar o processo de espermiogénese na figura 2 a seguir.

Figura 2 — Processo de diferenciacdo celular de espermétide para

espermatozoide, o qual é denominado espermiogénese.
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Fonte: Gartner e Hiatt (2003).

3.2 Estrutura celular do espermatozoide humano

O citoplasma € a matéria funcional especializada das células e esta
localizada entre a membrana plasmatica e o nucleo. Varias peguenas estruturas
compBem boa parte do citoplasma, e sdo denominadas organelas, e junto com
as organelas esta presente também um liquido que funciona como ambiente
interior de cada célula. As organelas encontradas no citoplasma séo,
ribossomos, reticulo endoplasméatico, complexo de Golgi, mitocéndrias,
lisossomos, centriolos, cilios e flagelos. O flagelo € uma posic¢éo isolada que se

estende da superficie celular, no ser humano, ele se encontra apenas nos



homens, é a cauda do espermatozoide. Os movimentos do flagelo ajudam os
espermatozoides a chegarem ao 6vulo, quando depositados no trato genital
feminino (THIBODEAU; PATTON, 2001).

O espermatozoide, portanto, consiste no seguinte: uma cabeca (2uma5
um de comprimento) contendo o nucleo e 0 acrossomo; uma peca intermediaria
contendo os centriolos, a parte proximal do flagelo, e a espiral mitocondrial; e a
cauda (cerca de 50 um de comprimento), que consiste em um flagelo altamente
especializado (CARLSON, 2014).

O ndcleo apresenta um aspecto achatado com as seguintes dimensoes:
4,5 um de comprimento, 3 um de largura e 1 um de espessura. Ele é responsavel
pela transmissdo dos caracteres hereditarios paternos, conserva apenas 0
verdadeiro material dos genes, e apresenta cromatina extremamente densa,
compacta e homogénea, ndo permitindo resolucdo de detalhes. O acrossomo
origina-se do complexo de Golgi e forma um capuz com dupla membrana, o
capuz acrossdmico, que apresenta no seu interior glicoproteinas e enzimas
lisossbmicas importantes na fecundacao, que sdo utilizadas para dissolver as
membranas do ovocito. A cauda é dividida em: colo, regido que faz conexao
entre a cabeca e a cauda; peca intermediaria, segmento de 5 a 7 uym de
comprimento em torno de 1 pm de espessura; bainha mitocondrial, as
mitocondrias sdo responsaveis pelo fornecimento de energia para a propulséo
do espermatozoide; peca principal, estende-se a partir da peca intermediaria até
guase o final da cauda, e seu comprimento esta em torno de 45 um; peca
terminal, € o segmento terminal do flagelo e tem um comprimento de
aproximadamente 5 ym (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

Todas as estruturas do espermatozoide humano podem ser observadas

na Figura 3, que segue abaixo:



Figura 3 — Esquema de um espermatozoide humano mostrando todas as suas

estruturas desde a cabeca até a parte terminal da cauda.
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Fonte: Moore e Persaud (2008).

3.3Transporte dos espermatozoides

Apobs a espermiogénese nos tubulos seminiferos, os espermatozoides sao
morfologicamente maduros, mas sdo iméveis e incapazes de fertilizarem um
ovécito. Os espermatozoides sdo transportados passivamente, via liquido
testicular, a partir dos tubulos seminiferos para a cabeca do epididimo através
da rede testicular e dos dutos eferentes. Eles sdo impulsionados pela presséo
do liquido provocada nos tubulos seminiferos e sdo auxiliados pelas contracdes
do masculo liso e pelas correntes ciliares nos dutos eferentes. Os
espermatozoides passam cerca de 12 dias no duto epididimario altamente
enovelado, que mede 6 m nos humanos, e durante esse tempo eles sofrem a
maturacdo bioquimica. O periodo de maturacdo esta associado as mudancas
nas glicoproteinas da membrana plasmatica da cabeca dos espermatozoides.
No momento em que 0s espermatozoides alcancam a cauda do epididimo, eles
sdo capazes de fertilizar um ovacito (THIBODEAU; PATTON, 2001).

Na ejaculacao os espermatozoides passam rapidamente através do duto
deferente e se misturam as secrecdes liquidas das vesiculas seminais e da
préstata. O liquido prostatico é rico em acido citrico, fosfatase acida, ions zinco
e magnésio, enquanto o liquido da vesicula seminal é rico em frutose (a principal

fonte de energia dos espermatozoides) e prostaglandinas. Os 2 mL a 6 mL de
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ejaculado (sémen) tipicamente consistem em 40 a 250 milhdes de
espermatozoides misturados ao liquido alcalino das vesiculas seminais (60% do
total) e as secrecdes acidas da prostata, com pH 6,5 (30% do total). O pH do
sémen normalmente varia de 7,2 a 7,8 (CARLSON, 2014).

3.4 Composicéo do sémen

O sémen é um fluido corporal de aspecto leitoso, levemente amarelo,
opalescente. E o resultado de uma mistura de secrecées oriundas dos testiculos,
da proéstata, glandula seminal e glandulas bulbouretrais. Os constituintes do
sémen derivam de duas fontes: esperma e liquido seminal. O liquido seminal é
gerado pela contribuicdo da vesicula seminal, préstata e glandulas bulbouretrais.
Possui um pH de aproximadamente 7,2 e na sua composicao estdo presentes
essencialmente liquido seminal e espermatozoides, estes podem ser separados
por centrifugacao (SALADIN, 2002).

O liquido seminal do ser humano contém um complexo de elementos
organicos e inorganicos, que oferecem um meio nutritivo e protegido para os
espermatozoides no sistema reprodutor feminino. O ambiente normal da vagina
€ desfavoravel para as células do esperma, ja que ele é bem acido, viscoso, e
composto por células imunes. Os componentes do plasma seminal tentam
compensar este ambiente hostil (VAZ, 2008).

Proteinas e enzimas também sdo elementos que compdem o liquido
seminal. Pequenas quantidades de globulinas, albumina, nucleoproteinas,
proteases e uma amilase de pH 6-7, uma tromboquinase, coagulase, fosfatase
acida (de grande valor pericial), fosfatase alcalina, fibrinolisina, fibrinogenese e
colina. A colina esta presente em todas as células, trata-se de uma base organica
constituida por lecitina. Intervém no transporte de lipidios e no seu metabolismo
formando os fosfolipideos (SALADIN, 2002).

O cheiro e sabor do sémen sdo devidos a aminas béasicas, como a
putrescina, espermina, espermidina e cadaverina. Essas bases alcalinas fazem
o papel de neutralizar o ambiente acido do canal vaginal (que € muito nocivo ao
esperma), e protegem o DNA dentro do esperma da desnaturacéo acida. Entre
as substancias ricas em fosforo esta o difosfato de espermina que possui a
formula quimica geral seguinte: CioH26N4H3-2PO4H3-6H20. O sémen humano

contém 112-268 mg% de fosfato de espermina, uma das bases do sémen, e uma
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outra base é a espermidina, que é o resultado parcial da hidrélise da espermina.
O sémen é composto por substancias proteicas, como a frutose, e ndo proteicas
como: Cloreto de Sédio, Diéxido de carbono, Fésforo inorganico, Fosforo Acido
soltvel, Fésforo de espermina, Célcio, Glicose, Ureia, Acido Léactico e Colesterol.
A ejaculacgao normal liberta entre 1,5 a 6 ml de fluido (VAZ, 2008).

3.5 Anélise forense do sémen

Estudar os fluidos seminais que estdo presentes na cena do crime esta
diretamente ligado a crimes de violéncia sexual. Possui uma importancia
primordial quanto & reconstrucdo do momento do crime e para identificar e
encontrar 0 agressor. Além de caracterizar o contato sexual, a pesquisa de
esperma tem por objetivo a individualizacdo da evidéncia biologica para
confronto com possiveis suspeitos (VAZ et al. 2008).

O sémen € produzido pelo sistema reprodutor masculino e € a estrutura
liquida que contém os espermatozoides. Tal vestigio pode ser detectado em
manchas nos lencdis, moveis, vestuario, almofadas, no chéo, veiculos, entre
outros (ESPINDULA, 2008).

Dado que os exames que se realizam ao sémen se baseiam
principalmente na presenca de espermatozoides, € importante a protecéo das
amostras que os contenham. Muitos peritos na area consideram que a presenca
de um espermatozoide completo € a Unica prova irrefutavel da presenca de
sémen. Por esta razdo, estes vestigios devem manipular-se com extremo
cuidado, no caso de manchas em vestuario, ndo se deve dobrar nem enrolar a
zona manchada e sobretudo ndo a submeter a friccdo (VAZ et al., 2008).

Antes do sémen secar, ele possui um odor alcalino bem especifico e
contém milhdes de espermatozoides. Depois que seca, o seu odor é perdido, 0s
espermatozoides morrem, apresenta uma cor branco acinzentada ou amarelada,
proporcionando aos tecidos um efeito engomado. O sémen pode estar sujeito a
analises forenses como, por exemplo, identificacdo do sémen; determinacéo da
sua origem (se € humana ou nao); deteccdo do grupo sanguineo;
reconhecimento do tipo de ejaculacdo (que pode ser interna ou externa);
condicBes toxicologicas (deteccdo de drogas); exames genéticos (DNA), entre
outros (ESPINDULA, 2006).
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3.6 Levantamento das técnicas

Todas as técnicas que serdo mencionadas e descritas a seguir, estdo
dispostas na ordem em que sdo realizadas desde a detecc¢do do vestigio, até a
analise de DNA na qual é possivel identificar o agressor. Isso pode ser
visualizado no quadro 1, onde as técnicas estdo na ordem a serem realizadas, e

separadas por finalidades.

Quadro 1 — Separacdao de técnicas por finalidades e ordem a serem realizadas.

1. Técnicas de deteccdao 2. Métodos de andlise | 3. Técnicas de anélise

de vestigios do vestigio de DNA
- Separacéo de células - PCR
- Utilizac&o de fontes de luz | epiteliais e - Eletroforese capilar
- Tecnologia laser espermatozoide -STR
- Esfregaco vaginal - Extragéo de DNA - Sequenciamento NGS

(tecnologia mais

avancada).

Fonte: Autoria propria.

3.7 Técnicas Aplicadas a Analise do Sémen
3.7.1 Utilizacao de fontes de luz especiais

A técnica de levantamento de dados fisico-quimicos através da
transmissao, absorcdo ou reflexdo da energia radiante ou luz incidente numa
amostra € denominada espectroscopia. Sdo usadas fontes de luz especiais na
area forense com a intencdo de mostrar indicios que nao séo visiveis a olho nu
perante a luz ambiente. A mesma fonte de luz pode ser utilizada para fotografar
0s vestigios, ou puramente para indicar a sua localizacéo fisica possibilitando
assim, a sua coleta. Tais provas podem ser "invisiveis" por varias razdes, por
exemplo, € possivel que haja apenas um “rastro”, como uma pequena gota de
sangue ou um unico fio de cabelo, e 0 material pode ser incolor, como uma
mancha de sémen. As fontes de luz podem ser usadas para transparecer essas
evidéncias, a fim de melhorar a visibilidade do vestigio encontrado (VAZ, 2008).

O fenbmeno da fluorescéncia € quando um objeto especifico absorve a

luz de um determinado comprimento de onda emitindo quase simultaneamente
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uma cor. Na area forense, a chamada “luz negra” foi a primeira fonte de luz
utilizada. As lampadas fluorescentes produzem luz passando eletricidade por
intermédio de um tubo cheio de gas estatico e uma pequena quantidade de
mercurio (ESPINDULA, 2008).

O fosforo tem como caracteristica intrinseca ser um elemento fosforescente.
Quando um féton atinge um atomo de fésforo, um dos elétrons do fésforo salta
para um nivel mais alto de energia, fazendo com que o a&tomo vibre e entédo gere
calor. Quando o elétron do fésforo retorna para seu nivel habitual, ele libera
energia na forma de outro féton. Esse foton, porém, tera menos energia do que
o féton original, pois parte da energia foi perdida na forma de calor. Em uma
lampada fosforescente, a luz que é emitida esta4 no espectro visivel, e o fosforo
emite a luz branca necessaria para a sua visualizagéo (VAZ, 2008). A luz visivel
tem um espectro de 400 a 800 nm, ja radiacdo ultravioleta (UV), tem um
comprimento de onda entre 100 e 400 nm, e a infravermelha, de 800 a 1700 nm,
sendo entdo espectros de luz que ndo séo visiveis aos olhos humanos
(ARAUJO; SOUZA, 2008).

A luz ultravioleta (UV) emitida reage com o fésforo externo exatamente do
mesmo modo que a luz UV reage com o revestimento de fésforo dentro de uma
lampada fosforescente. O fosforo externo reluz enquanto a luz UV incide sobre
ele, assim, a lanterna de luz negra revela, essencialmente, tudo o que contém
fésforo, por exemplo, os fluidos corporais, cabelos, fibras, entre outros vestigios.
Para os fluidos corporais, como o0 sémen, a saliva e fluidos vaginais, este tipo de
luz é o unico método de revelacdo. Usando um contraste com radiacéo visivel
como, por exemplo os Oculos cor-de-laranja, a deteccéo dos vestigios € ainda
mais facil (VAZ, 2008).

3.7.2 Tecnologia laser

A tecnologia laser permite “varrer” o local do crime a procura de variados
tipos de evidéncias forense, em um curto intervalo de tempo. Ele € indispensavel
para o sucesso de uma pericia, principalmente porque a maioria dos cenarios de
crime degradam-se com o tempo. No caso do sémen, 0s espermatozoides
demoram por volta de 48 a 72 horas para se degradarem (VAZ, 2008).

Tal sistema permite a geracao de milhdes de pontos 3D, com a emissao

de feixes de laser para o ambiente de investigacéo durante a rotagdo, com um
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angulo horizontal de até 360° e um angulo vertical de até 310°. Os objetos
digitalizados refletirdo os feixes de laser e o scanner mede as distancias e
angulos, bem como calcula as coordenadas 3D de milhbes de pontos de
superficie (DENARDIN, 2013).

Um Unico exame com este laser consegue capturar todos os tipos
possiveis de vestigios (biolégicos, fibras, pélos, dentre outros), com maior
sensibilidade e eficacia que as diversas buscas com filtros convencionais com
alterac0es tipicas da fonte de luz alternativa (ALS), como € o caso das camaras
digitais. O fato de este novo tipo de laser ter um manuseamento facil sem
necessitar de grande experiéncia, significa que o local do crime pode ser
elaborado muito rapidamente, com 0 minimo de pessoal e um baixo orcamento
(ESPINDULA, 2006).

A principal vantagem do laser sobre as ALS e outras fontes de luz é que
as outras fontes emitem uma grande série de cores, ja o laser emite toda a
intensidade da sua luz em uma anica cor. Além disso, com somente alguns Watts
de poténcia, o laser pode dar resultados bem melhores do que uma lampada
com um quilowatt de energia. Igualmente importante, € que se ultrapassa a

necessidade de selecionar qual a cor e filtros a usar (VAZ, 2008).

3.7.3 Esfregaco vaginal e separacao de células

Um esfregaco vaginal contendo uma mistura das células da vitima e do
agressor seguida de uma violéncia sexual € um dos tipos mais frequentes de
evidéncias biologicas em laboratérios de DNA forense (ZHAO et al., 2016).

Antes de aplicar a metodologia de tipagem de DNA humano, swabs
retirados da vitima séo esfregados em laminas de vidro para a triagem de células
de esperma através de microscopia Optica. A apresentacdo de esfregacos
vaginas em laminas de vidro ndo é um procedimento rotineiro para fins de
tipagem de DNA em casos de estupro. Assim sendo, os swabs adicionais devem
ser coletados da vitima como a possivel fonte do material biolégico do suspeito
(SILVA et al., 2004).

Apés a retirada de amostra de material por swab do trato genital da vitima,
realizado o esfregaco vaginal, e confirmado se ha, de fato, espermatozoides na
amostra, passa-se entao para a proxima etapa, que é a separacéo de células

epiteliais da vitima e dos espermatozoides do agressor.
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A cabeca do espermatozoide contém o ndcleo do DNA usado para a
tipagem de STR. Assim sendo, anticorpos que reconhecam, especificamente, a
cabeca do espermatozoide, deveriam ser considerados prioridade para a captura
de tais células. A microscopia eletrbnica de transmissao e as experiéncias de
rotulagem de padrdes ouro imunoldgicos, mostraram que a PH-20 esta
localizada na membrana plasmética em toda a cabeca do espermatozdide
humano, mas ndo nas partes média ou da cauda, o que o torna um alvo perfeito
para isolar o esperma com DNA nuclear a partir de misturas celulares (BABA,
2002).

Para estabelecer esse método para o isolamento de esperma em um
sistema biomagnético, um anticorpo anti-PH-20 é imobilizado em esferas
magnéticas comerciais com ligacdes de amida covalente, e incubado com uma
mistura de células simuladas contendo concentracfes iguais de esperma e
células epiteliais femininas. Apés a incubacédo, sédo lavadas extensivamente e
depois suspensas para observacdo microscopica. A microscopia Optica e a
microscopia eletronica de varredura confirmam que o IMB fica vinculado
especificamente as cabecas dos espermatozoides intactos, e nenhuma célula
epitelial € encontrada na suspenséao (ZHAO et al., 2016).

Outra forma de separar as células epiteliais da vitima com os
espermatozoides do agressor €, por exemplo, com anticorpos ACE. Com base
em numerosos estudos sobre o isolamento de células tumorais Unicas, a partir
de uma ampla variedade de amostras iniciais com esferas magnéticas, foi
iniciada a busca de um anticorpo anti-espermatozoide especifico elevado.
Alguns dos poucos anticorpos que podem cumprir esses critérios sdo anticorpos
contra a isoforma testicular da enzima conversora da angiotensina (tACE). ACE
€ uma carboxi-dipeptidase dependente de zinco, que esta presente em duas
isoformas: uma forma somatica e uma testicular. ACE testicular esta localizada

no pescoco, parte média e flagelos do espermatozoide (ASLINGER et al., 2007).

3.7.4 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA é o primeiro passo para a realizacdo da maioria das
metodologias de biologia molecular. Pode-se obter DNA a partir de inUmeros
tipos de tecidos e células, e existe uma infinidade de protocolos para realizagéo

de tal procedimento. A escolha do protocolo de extragdo de DNA dependera de
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diversos fatores como: tipo de tecido a ser utilizado, grau de pureza e de
integridade necessaria para a aplicacdo em que o DNA sera utilizado (PCR,
sequenciamento, clonagem génica, dentre outros) (GOUVEIA; REGITANO,
2007).

As técnicas de otimizacdo de extracdo de DNA para utilizacdo na reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) permitem a investigacdo diagnostica em
diferentes amostras biolégicas. Resquicios de gotas de esperma, e até mesmo
de saliva, esfregaco bucal, sangue, bulbos capilares, tecidos incluidos em
parafina, 0ssos, entre outros, podem fornecer informagdes importantes, desde
gue analisados de forma adequada (SIMONATO et al., 2007).

Basicamente, o processo de extracdo de DNA consiste em duas etapas.
A primeira etapa é a extracao propriamente dita e consiste no rompimento das
membranas celulares e, consequente, exteriorizacdo do DNA. A segunda fase
consiste na purificagdo do DNA em solugdo, ou seja, “retirada” dos outros
componentes celulares da solucdo (GOUVEIA; REGITANO, 2007).

Pesquisar métodos alternativos de extracdo de DNA que possam ser
rapidos, praticos, livres de contaminacéo e de toxicidade e eficazes no que diz
respeito a quantidade, qualidade e possibilidade de amplificacdo por PCR, do
DNA extraido, pode possibilitar a aplicacdo da pesquisa em outros estudos,
como diagnosticos retrospectivos, identificacdo de individuos, estudos
populacionais, envios de amostras a distancia e aplicacées na Medicina Forense
(BAREA; PARDINI; GUSHIKEN, 2004).

O rompimento das membranas celulares geralmente é feito com
detergentes. A utilizacdo de agentes caotropicos como o tiocianato de guanidina
impede o DNA de se ligar nas outras moléculas, facilitando sua separagcédo na
segunda fase do processo (GOUVEIA; REGITANO, 2007).

Os agentes caotropicos sao ions ou moléculas organicas pequenas que
aumentam a solubilidade de substancias apolares na agua. Sua efetividade
como desnaturantes é devida a sua habilidade em romper interacdes
hidrofébicas, embora seu mecanismo de acdo ainda nao esteja bem
compreendido (VOET; VOET; PRATT, 2014).

Apés a fase de rompimento das membranas celulares, deve-se separar 0
DNA dos outros componentes celulares. Isto € feito por meio da adicdo de
substancias que fagcam com que a solucdo se torne heterogénea e que o DNA

figue dissolvido em apenas uma das fases. Apdés separar o DNA dos outros
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componentes celulares, pode-se proceder uma precipitacdo do DNA para
garantir a maxima pureza do material, esta precipitacdo geralmente faz-se
utilizando etanol que, em presenca de cations monovalentes, promove uma
transicao estrutural na molécula de &cido nucléico, resultando em agregacéo e
precipitagcdo (GOUVEIA; REGITANO, 2007).

3.7.5 PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase)

Assim que identificado, separado e diferenciado os espermatozoides, a
amostra serd amplificada por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir de inciadores com fluororofos incorporados. Os
produtos da amplificacdo serdo posteriormente determinados por intermédio da
separacao em eletroforese capilar (LEITE, 2006).

Os laboratoérios de ciéncia forense e tipagem de DNA foram bastante
beneficiados com a descoberta de uma técnica conhecida como reacdo da
polimerase em cadeia, ou PCR. Primeiramente descrita em 1985, por Kary Mullis
e membros do grupo Human Genetic, a PCR revolucionou a biologia molecular
através da habilidade de fazer milhares de copias de uma especifica sequéncia
de DNA em questédo de poucas horas. O impacto da PCR foi tanto, que o seu
inventor, Kary Mullis, recebeu o prémio Nobel de quimica em 1993, menos de
dez anos depois de ter sido descrita pela primeira vez (BUTLER, 2012).

E uma técnica com alta especificidade e aplicabilidade, com centenas de
métodos descritos. A caracteristica mais importante da PCR € a capacidade de
amplificar exponencialmente copias de DNA a partir de pouca quantidade de
material. Esta técnica pode ser utilizada na realizacdo de estudos de DNA
obtidos a partir de material fixado em formol e embebidos em parafina,
possibilitando assim o0 seu uso como técnica auxiliar no diagnéstico de rotina e
a realizacao de estudos retrospectivos (MESQUITA et al., 2001).

A reacdo de PCR é realizada fazendo-se uso de variados reagentes que
devem conter concentracfes especificas para qualquer tipo de analise. Hoje em
dia, existem varios kits de PCR que contém todos os reativos pré-padronizados
gue facilitam a aplicacdo da PCR em laboratérios forenses. O reagente que vai
conduzir o desenvolvimento de cada reacdo sera o iniciador, que flanqueara a
regido do DNA a ser copiada, sendo um oligonucleotideo sintetizado

guimicamente e € incluido a reacéo em altas concentracdes (LEITE et al. 2013).
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A PCR é dividida em trés etapas: desnaturacdo, hibridacdo e
polimerizacdo. A desnaturacdo ocorre quando a molécula de DNA € aquecida
além da temperatura de 90 °C, para que as interacdes de hidrogénio da dupla
hélice se quebrem, havendo a fragmentacéo das cadeias complementares. Apds
a desnaturacao, ocorre a hibridagéo dos iniciadores, conectados a duas regioes:
direto e reverso, a uma temperatura que varia de 45 a 72 °C e deve ser
preliminarmente otimizada. Por fim, vem a polimerizacdo onde a enzima Taq
DNA polimerase catalisa a extensdo da fita na direcdo 5° — 3’, iniciando
exatamente no iniciador e incluindo o devido nucleotideo conforme o pareamento
das bases nitrogenadas dispostas linearmente na cadeia de DNA molde
(BUTLER, 2012).

3.7.6 Eletroforese Capilar

s

A eletroforese € uma técnica de separacdo baseada na migracéo
diferenciada de compostos iGnicos ou ionizaveis, em um campo elétrico. A
eletroforese capilar oferece outras vantagens sobre os métodos eletroforéticos
convencionais, como 0 manuseio de volumes bastante reduzidos (1-10 ul) de
amostra e a completa automacao da analise, com possibilidade de injecédo e
deteccdo em fluxo. Outra vantagem é a compatibilidade com uma variedade de
sistemas de deteccao disponiveis para cromatografia liquida, como absor¢céo no
UV-VIS, fluorescéncia, métodos eletroquimicos, condutividade e espectrometria
de massas, entre outros, que fazem da eletroforese capilar, uma técnica muito
mais sensivel e reprodutivel que os métodos eletroforéticos empregando géis
(TAVARES, 1995).

A eletroforese capilar € abundantemente aplicada e apresenta o mesmo
principio que a eletroforese em gel avaliados por laser, com a distin¢cdo de que
contém capilares para a dissociacéo eletroforética dos fragmentos de DNA. As
fracGes de DNA amplificadas por PCR sao identificadas depois da eletroforese
em gel de poliacrilamida, acompanhado da coloracdo com prata, ou pela
identificacdo de sinal fluorescente, onde os iniciadores utilizados no PCR sédo
marcados com fluorocromos, proporcionando a analise por sequenciador
automatico (LEITE et al. 2013).

Um aspecto bastante importante da eletroforese capilar é a simplicidade

da instrumentacdo. O sistema compreende em uma fonte de alta tenséo,
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capilares (silica fundida é o material mais comumente empregado), eletrodos
(geralmente platina), e um detector apropriado. Uma fonte de alta tensdo é
utilizada para estipular um campo elétrico ao longo do capilar. Essas fontes
podem, geralmente, ser operadas a voltagem constante ou corrente constante,
com valores tipicos de voltagem no intervalo de 0 — 50 kV e corrente de 0 — 200
uA. O operador é protegido contra um possivel contato acidental com a alta
voltagem pela inser¢do do sistema inteiro, ao menos o terminal de alta voltagem,
em uma caixa de acrilico, equipada com chaves de seguranca. A fonte de alta
tensdo € conectada, através de eletrodos de platina, a dois reservatorios
comportando uma solucdo de um eletrélito conveniente. Tubos capilares de
silica fundida sé@o entdo ocupados com a solucdo e servem como canal de
migracdo. As extremidades do capilar sdo submergidas nos reservatérios da
solucéo para completar o contato elétrico. Para reduzir efeitos térmicos, o capilar
deve ser conservado a temperatura constante. Ha varias possibilidades para
termostatizacdo do sistema, envolvendo circulagdo de um liquido ou ar por
intermédio de um cartucho contento o capilar, além do uso de ventiladores e
fornos (TAVARES, 1995).

E importante ressaltar que a eletroforese capilar é extensamente utilizada
em analise de DNA forense, por permitir que grandes quantidades de amostras
sejam examinadas de maneira automatizada, além de demandar de poucas
guantidades de amostra para o processo de injecdo e podendo ser facilmente
reinjetadas, se preciso. A separacdo em eletroforese capilar é executada em
menos de 1 hora, enquanto que aquela realizada em géis de poliacrilamida sao
necessarias muitas horas para se chegar a identificacdo humana. Além do
tempo, a quantidade de etapas para a preparacao do gel de acrilamida aumenta
as chances de erros que possam vir a acontecer durante a manipulacdo. A
desvantagem € o alto custo inicial para a compra dos equipamentos, onde
aqueles empregados na eletroforese em gel de poliacrilamida sdo bem mais
baratos (LEITE et al. 2013).

Um aspecto bastante importante da eletroforese capilar € a simplicidade
da instrumentacdo. A figura 4 esquematiza um equipamento de eletroforese
capilar, composto por uma fonte de alta tenséo, capilares (normalmente de silica
fundida), eletrodos (geralmente de platina), um detector apropriado e um

computador para o tratamento de dados (COSTA, 2008).
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Figura 4 - Representacdo esqueméatica de um equipamento de eletroforese
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Fonte: Costa (2008).

3.7.7 Microssatélites

Short tandem repeats (STR) ou microssatélites sdo unidades repetidas
em tandem de 2 a 7 nucleotideos e sdo abundantes no genoma humano. Os
STRs triméricos e tetraméricos ocorrem cada 300 a 500 kb no cromossomo
humano e parecem estar intercalados a essa frequéncia (aproximadamente 400
milhdes de loci) em todo o genoma. Essas repeticdes podem ser amplificadas
fielmente com a reacé&o em cadeia da polimerase (PCR), permitindo designacdes
de alelos precisas em pesquisas populacionais com base em sua sequéncia de
DNA. Aproximadamente 50% dos STRs estudados por grupos de identificacao
humana foram polimorficos. Os STR tetraméricos possuem caracteristicas como
efeitos negligenciaveis ou sem derrapagens (slipage) com facil resolucdo de
alelos consecutivos, tornando-os adequados para o mapeamento fisico e
genético do genoma humano, diagnéstico de doenca e identificacdo pessoal em
ciéncias médica e forense (KASHYAP et al., 2004).

Os microssatélites podem ser classificados de acordo com o tipo de
repeticdo como perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou compostos.

Microssatélites perfeitos consistem de um Unico motivo de repeticdo, ndo sendo
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interrompidos ao longo da sequéncia repetida por nenhuma base que altere o
padrdo da repeticdo (por exemplo, CACACACACACACA). Microssatélites
imperfeitos apresentam uma ou mais repeticdes que contém uma base que
altera o padrdo do motivo repetitivo (por exemplo, GAGAGAGACAGAGA).
Microssatélites interrompidos apresentam a inser¢cao de um pequeno namero de
bases que n&o se encaixam na estrutura da repeticdo (por exemplo,
CACACACACAGGGCACACA). Microssatélites compostos consistem de dois ou
mais microssatélites adjacentes com motivos repetitivos diferentes (por exemplo,
CACACACAGATGATGATGATGAT) (SANTOS, 2003).

O DNA do cromossomo Y manifesta uma heranca paterna, na forma
haploide, ou seja, ndo expressa uma copia homéloga, diferente do restante dos
cromossomos. A Unica origem de variacdo nessa regido € representada pelas
mutacdes que se acumulam gradativamente com o tempo. O predominio das
mutacdes acontece nas regides de introns e nas extragénicas. Deste modo, diz-
se que 0 cromossomo Y contém uma marcacéo de todos os eventos mutacionais
gue aconteceram ao longo da histéria e proporciona a reorganizacdo das
linhagens paternas. O cromossomo Y possui uma regido nao recombinante, o
gual contém diferentes tipos de polimorfismos que exibem taxas diferentes de
mutacdes, proporcionando entdo, apurar o tipo de marcador mais apropriado
para os variados tipos de estudos e abordagens. Analisando as regides Y-
especificas, pode-se chegar a revelacdo da genealogia paterna e as ligacoes
evolutivas entre os diversos grupos de individuos (SCHWENGBER, 2008).

Os marcadores genéticos Y-STRs sdo de heranca uniparental, ou seja,
sdo passados dos pais aos seus herdeiros masculinos e estéo localizados no
cromossomo Y humano. A acessibilidade de protocolos robustos de tipagem de
Y-STR viabiliza um util instrumento para identificacdo masculina para estudos
forenses. Polimorfismos do cromossomo Y-STRs séo considerados de evolugéo
rapida e geralmente sdo usados em estudos, onde séo analisados os fendmenos
populacionais recentes. Frequéncias haplotipicas estdo envolvidas em analises
estatisticas aplicadas no estudo do cromossomo Y, e ndo podem ser estimadas
como produtos de repeticdes alélicas. Com isso, é de extrema importancia
genotipar cada individuo para o maior niamero de loci possiveis, fazendo assim,
com que as linhagens sejam melhor discriminadas. Contrastados aos STRs
autossbmicos, a maioria dos STRs que sdo encontrados no cromossomo Y,

expressa um menor grau de polimorfismo. Contudo, os Y-STRs regularmente
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mostram diferencas marcantes nas distribuicbes das frequéncias alélicas entre
grupos étnicos, diferente dos STRs autossémicos (SCHWENGBER, 2008).

3.7.8 Sequenciamento NGS

Next Generation Sequencing (NGS) ou, Sequenciamento de Nova
Geracdo, foi utilizada de diversas maneiras para investigar facetas da biologia
da cromatina, identificando loci genémicos que estdo ligados por fatores de
transcricdo, ocupados por nucleossomos, acessiveis a clivagem de nuclease ou
gue interagem fisicamente com locus genémico remoto (MEYER; LIU, 2014).

O surgimento do sequenciamento de nova geragcao (NGS) revolucionou a
genética e forneceu recursos valiosos para outras disciplinas cientificas. A
medida que NGS se torna mais acessivel, 0 seu uso se estendeu para além da
pesquisa basica e em contextos clinicos mais amplos (ROBASKY; LEWIS;
CHURCH, 2014).

Essas novas tecnologias de sequenciamento, iniciaram sua
comercializacdo em 2005 e rapidamente estdo evoluindo. Todas essas
tecnologias proporcionam o sequenciamento de DNA em plataformas que
conseguem gerar informacéo sobre milhGes de pares de bases em uma unica
corrida. Dentre as novas plataformas de sequenciamento, duas ja dispbe de
ampla utilizacdo em todo o mundo: a plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa
da lllumina. Uma das caracteristicas comuns dessas novas plataformas, € de
gerar informagdo muitas vezes maior que o sequenciamento de Sanger, com um
grande racionamento de tempo e custo por base para seu sequenciamento
(CARVALHO; SILVA, 2010).

As tecnologias de sequenciamento de nova geracao foram aplicadas para
mapear as posi¢cdes de nucleossomos e outros determinantes da acessibilidade
do DNA. Os nucleossomos séo fatores importantes que afetam a regulacéo de
genes e geralmente sdo associados a diminuicdo da acessibilidade do DNA as
proteinas reguladoras. Mais comumente, os nucleossomos sao identificados por
clivagem preferencial do DNA ligante por nuclease microcécica (MNase). A
identidade dos produtos de digestdo MNase, revelada pela hibridacdo ou
sequenciamento, marca a localizacdo dos nucleossomos (MOROZOVA;
MARRA, 2008).
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A primeira plataforma de sequenciamento de nova geragdo a ser
comercializada, foi o0 sistema 454. Essa plataforma exerce o
pirosequenciamento, que é o sequenciamento baseado em sintese. A leitura da
sequéncia nesse sistema é executada a partir de uma combinacéo de reacdes
enzimaticas que se inicia com a liberacdo de um pirofosfato, proveniente da
inclusdo de um desoxinucleotideo a cadeia. Em seguida, a enzima ATP
sulfurilase ir4 converter esse pirofosfato para ATP, sendo entdo usado pela
luciferase, que ir4 oxidar a luciferina, ocasionando um sinal de luz que ser&a
capturado por uma camera CCD (charge-coupled device) acoplada ao sistema
(CARVALHO; SILVA, 2010).

A abordagem lllumina/Solexa alcanca uma amplificacdo de DNA livre de
clonagem, anexando fragmentos de DNA de cadeia simples a uma superficie
solida conhecida como uma matriz de moléculas uUnicas ou células de fluxo e
realizacdo de amplificacéo de ponte de fase solida de modelos de DNA de uma
unica molécula. Neste processo, uma extremidade da molécula de DNA Unica é
anexada a uma superficie sélida usando um adaptador; as moléculas
subsequentemente se inclinam e se hibridam com adaptadores
complementares, formando assim o modelo para a sintese de suas cadeias
polinucleotidicas complementares. Apds o passo de amplificacdo, € produzida
uma célula de fluxo com mais de 40 milhdes de aglomerados, em que cada
conjunto é composto de aproximadamente 1000 coépias clonais de uma Unica
molécula modelo. Os modelos sdo sequenciados de forma paralela, utilizando
uma abordagem de sequenciamento por sintese de DNA que emprega
terminadores reversiveis, com porc¢des fluorescentes removiveis e polimerases
de DNA especiais, que podem incorporar esses terminadores em cadeias de
oligonucleotideos crescentes (MOROZOVA; MARRA, 2008).

O sequenciamento de NGS em combinacdo com adaptacdes de
protocolos experimentais estabelecidos aprofunda nossa compreensdo da
biologia da cromatina, incluindo a regulacdo de genes epigenéticos e pos-
transcricionais, mecanismos subjacentes a diferenciacdo do desenvolvimento e
reprogramacao celular e o impacto da variacdo genética no fenétipo. A medida
gue os usos das tecnologias NGS e das préprias tecnologias evoluem, a
deteccdo e a normalizacdo do viés exigirdo o desenvolvimento de métodos
eficazes e flexiveis implementados em pacotes computacionais modulares
eficientes (MEYER; LIU, 2014).
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4. Consideragdes Finais

O estupro é um crime que deixa vestigios e com as técnicas certas e 0
devido treinamento da equipe pericial € possivel chegar até o agressor. Varias
técnicas foram desenvolvidas e aperfeicoadas para que fique cada vez mais facil
para que o0s peritos consigam chegar a um resultado mais rapido e preciso.

A presenca do sémen na cena do crime ou resgatado da genitalia da
vitima € a principal prova de que de fato houve um estupro, e é preciso ter pelo
menos um espermatozoide inteiro para que seja considerado sémen e que possa
ser feita a analise completa do vestigio. A partir disso, com as diversas técnicas
gue hoje sdo possiveis de serem realizadas gracas ao avango da tecnologia e
da ciéncia, é possivel detectar o vestigio e chegar a uma analise de DNA que
seja conclusivo e identifique o culpado.

Varios trabalhos mostram a elevada incidéncia dos crimes sexuais em
todo o mundo. As técnicas laboratoriais, na busca por evidéncias, estdo cada
vez mais modernas e seguras. Capacitar cada vez mais o perito para a busca de
evidéncias na cena do crime e nos exames laboratoriais e métodos avancados
de deteccdo de DNA, € uma condicdo importante para melhorar a seguranca
publica e aimagem da justica. Com provas consistentes e que sejam realmente
capazes de incriminar o suspeito, evita-se que 0s casos sejam arquivados, ou

gue a justica absolva criminosos, devido a falta de provas.
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