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Introdugéo

O exame de DNA tem se mostrado uma ferramenta eficaz e por isso muito utilizado nas ciéncias forenses.
A identificacdo humana de restos mortais em avancgado estado de decomposi¢do, carbonizados, desastres
em massa e esqueletizados pode ser realizada pela Genética Forense e na maioria das vezes 0ssos e dentes
sdo as Unicas fontes de DNA viavel para andlise. A quantidade e a qualidade do DNA extraido das
amostras de 0sso sdo determinantes no sucesso da identificacdo genética. A demanda dos laborat6rios
forenses é imensa e ha um acumulo de corpos a serem identificados. O objetivo do presente trabalho é
comparar as técnicas de extracdo para 0sso humano, com possibilidade de automacdo, avaliando: -
quantidade absoluta de DNA extraido em cada amostra - percentual de perfis genéticos completos de STR
autossdmico considerando 16 marcadores.

Meétodos, procedimentos e materiais

Foram selecionados randomicamente no Laboratorio de Biologia e DNA Forense da Policia Cientifica de
Goiés vinte e cinco (25) casos de identificacdo humana que possuem fémur como amostra questionada,
independente da idade ou sexo do desaparecido, do tempo de desaparecimento e das condi¢Ges de
conservagao que se encontrava o material. Estes ossos foram recebidos no laboratério entre 2006-2011.
Todas as amostras de osso foram lixadas na superficie externa e interna utilizando microrretifica, foi
obtido por corte um fragmento 6sseo com massa proxima de trés gramas, que foi posteriormente
congelado em freezer -80°C/24horas e triturado em moinho mineralégico. 25 aliquotas de 100mg da
amostra pulverizada tiveram o DNA extraido por duas técnicas diferentes: a de particulas magnética com
o kit Prepfiler®@BTA® com robd Automate Express® e a outra por coluna de silica as amostras foram
manipuladas manualmente kit QlAamp® DNA Investigator. Os procedimentos de ambas metodologias
foram realizados conforme orientagdes dos fabricantes.Todos os extratos de DNA foram quantificados
por PCR em tempo real, usando o kit Plexor HY®. A presenca de inibidores da reacdo de PCR foi
avaliada utilizando o Internal PCR Control (IPC). Ap6s a normalizacao as amostras foram amplificadas
com kit Identifiler Plus®, NGM® e/ou MiniFiler®. Os produtos de amplificacdo foram analisados por
eletroforese capilar no equipamento ABI® 3130 Genetic Analiser, utilizando polimero POP 4® e
software Genemapper®.

Resultados e discussao

O kit Prepfiler®@BTA® (com automacédo) teve um tempo de analise de 3 horas para 12 amostras e com o
kit QlAamp® DNA Investigator (manual)este tempo foi de 27 horas para 4 amostras. 22 das 25 amostras
testadas tiveram uma quantificacdo de DNA (pg/uL) maior pela técnica de particulas magnéticas que de
coluna de silica. Na avaliagdo do IPC em nenhuma das amostras foi encontrado um valor acima do
esperado o que indica que as duas metodologias sdo eficientes frente a presenca de inibidores de PCR
recuperando um DNA purificado. 10 perfis genéticos completos (16 loci amplificados) foram obtidos
com Prepfiler®@BTA® enquanto que com QlAamp® DNA Investigator foram obtidos apenas 5. Foram
obtidos nove ou mais loci amplificados em 68% casos (17/25) das extracdes que utilizaram particulas
magnéticas, enquanto que com coluna de silica o indice foi de apenas 36% (9/25). Em 0ssos ndo foram
obtidos produtos amplificados pela técnica de coluna de silica e com particulas magnéticas nos dois 0ss0s
o resultado foi de perfil completo (16 loci amplificados).

Conclusio e referéncias

Prepfiler®@BTA® recuperou uma quantidade superior de DNA e produziu uma quantidade de loci
amplificados maior se comparada a metodologia que utiliza particulas magnéticas. Prepfiler@BTA® se
demonstrou eficiente frente a inibidores de PCR, visto que ndo foram detectados niveis altos de IPC em
nenhuma das amostras e se demonstrou mais seguro que as metodologias tradicionais de extracdo por ndo
utilizar fenol-cloroférmio. A técnica de extragdo que utiliza particulas magnéticas necessita de uma
quantidade de p6 de osso (100 mg) cerca de dez vezes menor que as metodologias tradicionais por fenol-
cloroférmio, o que possibilita trabalhar com fragmentos 06sseos pequenos.A quantidade de perfis
completos (16 loci) pelo kit Prepfiler®@BTA® foi o dobro do kit QlAamp® DNA Investigator, ampliando
assim a possibilidade de identificagdo genética destas ossadas. A automagdo do método de extracdo do
DNA otimiza os procedimentos eliminando interferéncias de erro humano e reduz o tempo de andlise.
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