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MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO PARA QUANTIFICAGAO DE DNA:
IMPORTANCIA FORENSE

Rodrigo Grazinoli Garrido'

RESUMO

A qualidade nas medi¢des é uma exigéncia social,
de forma que os produtos da Ciéncia Forense ndo
ficardo de fora desta demanda. Especificamente
nas técnicas utilizadas atualmente na Genética Fo-
rense, a correta quantificagdo do DNA é essencial,
pois as amostras, em geral sdo exiguas, deteriora-
das ou contaminadas com inibidores de PCR. Assim,
trabalhar com concentracdes desconhecidas, ou
nao confidveis, pode acarretar em ndo obtencdo de
resultados ou em resultados duvidosos. Para evitar
tais problemas, a produg¢do de um Material de Refe-
réncia Certificado (MRC) nacional para quantifica-
¢cdo de DNA faz-se inadidvel. Os caminhos para sua
obtengdo sdo apresentados neste trabalho.
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ABSTRACT

The quality of the measurements is a social require-
ment, so that the products of Forensic Science will
not be left out of this demand. Specifically the
techniques currently used in Forensic Genetics, the
correct quantification of DNA is essential because
the samples are generally confined, deteriorated or
contaminated with PCR inhibitors. Thus, working
with unknown concentrations, or unreliable, can
result in not getting results or unreliable results. To
avoid such problems, producing a national Certified
Reference Material (CRM) for DNA quantitation be-
comes imperative. The paths to their attainment are
presented in this paper.
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RESUMEN

La calidad de las mediciones es una exigencia so-
cial, por lo que los productos de la ciencia forense no
se quedaran fuera de esta demanda. Especificamente
en relacién a las técnicas utilizadas actualmente en
genética forense, la correcta cuantificacién de ADN
es esencial porque las muestras, em general son es-
casas, deterioradas o contaminadas con inhibidores
de PCR. Por lo tanto, trabajar con concentraciones
desconocidas o no confiables, puede resultar en no
obtener resultados o em la obtencién de resultados

1INTRODUGAD

Medir com qualidade é uma exigéncia da socieda-
de. Dessa forma, esta demanda alcanca os produtos e
servicos relacionados a Ciéncia Forense, isto é, aque-
les relacionados a aplicacdo de ciéncias a matéria
ou problemas legais, em especial penal. Entre essas
ciéncias, atualmente, apresenta papel de destaque
a identificacdo humana por DNA (GARRIDO; GIOVA-
NELLI, 2011).

As técnicas atuais de biologia molecular utilizadas
em identificagdo humana demandam a prévia deter-
minagdo da concentragdo do DNA. Com isso, varios
métodos sdo propostos para a quantificacdo desse
material em uma amostra. Contudo, a grande maioria
dos métodos resulta em determinagdes relativas, com
valor vinculado a um calibrante, tomado como padrao
(VALLONE et al., 2006; NIELSEN et al, 2008).

Desta forma, emerge a preocupacado sobre a vali-
dade do material padrdo utilizado na calibragdo e do
grau de certeza da quantidade inicial (NIELSEM et al,
2008). Tais questdes sdo especialmente importantes
quando se avalia material genético aplicado a ques-
toes forenses. Nessa &rea, os exames sdo dificulta-
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dudosos. Para evitar estos problemas, la produccién
de un Material de Referencia Certificado (MRC) na-
cional para cuantificacién de ADN se convierte en un
imperativo. Los caminos hacia su consecucién se pre-
sentan en este documento.

PALABRAS CLAVE

MRC; PCR; Metrologfa Legal.

dos em virtude da exiguidade ou da contaminagdo de
amostras, acarretando resultados ndo confidveis que
podem levar a condenar inocentes ou a inocentar cul-
pados, e por fim, no estabelecimento da justica (GIL-
BERT, 2010).

A fim de reduzir problemas como estes, o Natio-
nal Institute of Standards and Technology (NIST) dos
Estados Unidos ja desenvolveu esforgos para a certi-
ficacdo de um candidato a material de referéncia cer-
tificado (MRC), especifico para quantificacdo de DNA
humano pela PCR. Com o uso de um MRC, é possivel
avaliar a exatiddo e a precisdo dos métodos de me-
digdo e estabelecer a rastreabilidade metroldgica dos
resultados (KLINE et al, 2005).

Por meio de uma pesquisa exploratéria e qualita-
tiva, desenvolvida por meio de documentacao indireta
de fontes primarias e secundarias como documentos,
livros, artigos e sites, o trabalho buscou sistematizar o
conhecimento sobre quantificacdo de DNA, mostran-
do a importancia social da fidedigna determinacao
das concentragdes a partir da produgdo nacional e
uso de um MRC.
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2 QUANTIFICAGAO DO DNA

A anélise de material genético, com técnicas mo-
dernas de biologia molecular, requer primeiramente
a determinagdo da sua concentragdo. Atualmente va-
rios sdo os métodos utilizados para a quantificagdo
de material genético em uma amostra. Sdo exemplos
de métodos medi¢do da absorbancia a 260 nm com o
uso de um espectrofotdmetro, a emissdo a 458 nm na
presenca de Hoechst 33258 em fluorimetro ou através
da fluorescéncia emitida lida com um transiluminador
apés indugdo por UV em &cido nucléico intercalado
com brometo de etidio (SAMBROK; RUSSEL, 2001).
Todavia, uma das ferramentas mais utilizadas em la-
boratérios médicos e forenses é a Reagdo em Cadeia
da Polimerase quantitativa em tempo real (qPCR).
Uma grande variedade de métodos de qPCR foram
desenvolvidos nos ultimos anos, especialmente para
uso em amostras forenses (KLINE et al.(a), 2005).

De forma curiosa, a grande maioria dos métodos
de quantificagdo produz resultados relativos, com va-
lor relacionado a um calibrante, tomado como padrdo
(VALLONE et al., 2006). Com isso, surge a preocupa-
¢do sobre a validade do material padrdo utilizado para
a calibracdo e do grau de certeza nessa quantidade
inicial (NIELSEM et al, 2008).

Uma correta quantificagdo do material genético
humano é essencial em amostras forenses que, em
geral sdo exiguas, deterioradas e contaminadas com
inibidores de PCR. A exatiddo na quantificagdo da
amostra é também requisito essencial para as técni-
cas posteriores a extragdo, onde se determina o perfil
genético. De forma bastante generalizada, uma das
técnicas que os laboratérios forenses langam mao é a
amplificagdo do DNA por meio de PCR com multiplos
marcadores de Short Tandem Repeat (STR) (BUTLER,
2010) para posterior separacdo por meio de eletrofo-
rese capilar e analise.

No caso de quantidades de DNA acima das requi-
sitadas pela técnica, em torno de 2 ng/l, é comum
observar desbalango entre loci, picos fora da escala
ou alargados e bifidos (Figura 1A). Por outro lado, ao
trabalhar com concentragdes abaixo das ideais, me-
nores que 0,1 ng/ |, podem prevalecer amplificagbes
estocasticas, com perda de alelo - “allele dropout”
(BUTLER, 2010) (Figura 1B). Em geral, tém-se como
resultados o desbalanceamento entre loci e entre ale-
los em heterozigose e a anulagdo de alelos (Figura 2),
simulando homozigoses, e com reprodutividade bai-
xissima (SAMBROK; RUSSEL, 2001).

Figura 1: Exemplo de picos alargados e bifidos (A) e amplificacdes estocasticas, com perda de alelo, “dropout”(B - marcag¢do em vermelho) (modificado

de VALLONE et al, 2006)
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Outra questdo que vem sendo amplamente discu-
tida é a utilizacdo indiscriminada da andlise de DNA a
partir de evidéncias criminais quantitativamente me-
nores (GILBERT, 2010). H& casos em que a quantifica-
cdo do DNA presente na amostra ndo é possivel, mas
ainda sim sdo obtidos perfis aumentando o niimero de

3 MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO (MRC)

Para minimizar os problemas decorrentes do pro-
cesso de quantificacdo de DNA, o National Institute of
Standards and Technology (NIST) dos Estados Unidos,
coordenou um ensaio interlaboratorial para avaliar a
exatiddo da quantificagdo de DNA empregando diver-
sas ferramentas (KLINE et al., 2005). Os resultados
desse estudo serviram como base para o processo de
validagdo de um candidato a material de referéncia
certificado (MRC), especifico para quantificacdo de
DNA humano pela PCR (KLINE et al., 2009).

Para tanto, Kline et al. (2009) varreram através
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ciclos de PCR. Como descrito, esses perfis também es-
tariam sujeitos aos artefatos das baixas concentragdes
de DNA. Apenas no Reino Unido, a anélise de baixo nu-
mero de cépias ja foi utilizada em mais de 21 mil casos
criminais desde o fim da década de 90. Em todos estes
casos, resultados duvidosos foram gerados.

de espectrofotdmetro as amostras em cinco compri-
mento de onda (230, 260, 270, 280 e 330nm) a fim de
determinar contaminantes organicos, como fendis e
tiocianato, protéicos e, a molécula de interesse, DNA
(Figura 3). Com isso, foi possivel estabelecer uma re-
lagdo entre a variagdo na densidade 6ptica (DO) e a
concentracdo de DNA (Tabela 1). Assim, a partir de
amostras de doadores voluntérios e de DNA comer-
cial, foi produzido, caracterizado e disponibilizado o
MRC 2372 na forma de 3 componentes, uma fonte de
DNA masculina, uma fonte feminina e uma mistura
(KLINE et al., 2009).

Aracaju » V.01 « N.02 « p. 53-59 « fev. 2013



Figura 3: Varia¢do da densidade 6ptica em varredura espectral em amostra
de DNA (modificado de KLINE et al, 2009).

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 +——+— T —t T T —
220 240 260 280 300 320 340

Tabela 1: Concentragdo de DNA para uma unidade na densidade éptica de
260nm (caminho éptico de 1 cm) (KLINE et al., 2009).

DNA

~ 50 ug/ml DNA fita dupla
= 40 ug/ml DNA fita simples
= 33 ug/ml oligonucleotideos

O uso de um MRC permite ao técnico avaliar a exa-
tiddo e a precisdo do seu método de medigdo e esta-
belecer a rastreabilidade metrolégica dos resultados
(ABNT, 2002). Um material de referéncia é todo mate-
rial suficientemente homogéneo e estavel em relacéo
a uma ou mais propriedades especificas de interesse,
produzido para se adequar a uma utilizagdo pretendi-
da em uma medicdo ou em um exame de propriedades
qualitativas (VIM, 2009). J4 o material de referéncia
certificado, deve ainda vir acompanhado de uma do-

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Na verdade, a qualidade nas medigdes obtidas em
diversas areas que afetam o nosso dia a dia é uma exi-
géncia social. No caso das ciéncias forenses, apesar
do papel fundamental e do grande impacto dos seus
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cumentagdo emitida por um organismo com autorida-
de, que fornece os valores de medigdo das proprieda-
des especificadas, suas incertezas e a rastreabilidade
metroldégica associada utilizando procedimentos de
medigdo validos.

A rastreabilidade metrolégica requerida para um
MRC guarda relagdo com a propriedade de um resulta-
do de medigdo, que permite a relagdo a uma referéncia
através de uma cadeia ininterrupta e documentada de
calibragdes, cada uma contribuindo para a incerteza
de medicdo (VIM, 2009). Para que as medi¢des sejam
rastredveis é preciso conectar qualquer material de
referéncia ao Sistema Internacional de Unidades (SI).
Isto é, no caso de uma solucdo medida pelo método
gravimétrico, s6 é possivel comparar resultados obti-
dos, caso a balanga, as massas e padrdes utilizados
sejam rastredveis ao valor de uma unidade comum,
neste caso o protétipo internacional do quilograma,
padrdo primario de medicdo para massa (CAIXEIRO,
2010). Em resumo, esta propriedade ndo esta relacio-
nada ao método, ao material, a um equipamento ou
a uma instituicdo, mas um valor (DE BIEVRE, 2000).

Para produzir e certificar um candidato a MRC é
necessario um longo periodo de estudo, onde se bus-
ca caracterizar o material e determinar a homogenei-
dade e a estabilidade do mesmo. A estabilidade, por
exemplo, deve ser avaliada em estudos de curta dura-
¢do, visando determinar as condigdes de transporte, e
longa duragdo, para simular as condigdes de armaze-
namento (ISO, 2005). Durante o processo, exercicios
interlaboratoriais podem ser requeridos (KLINE et al.,
2005; KLINE et al., 2009; KLINE et al., 2010).

resultados em nossas vidas, apenas recentemente po-
de-se observar preocupagdo genuina com a precisdo
e exatiddo das medidas obtidas. Embora grande par-
te das analises forenses seja de natureza qualitativa,
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muitas vezes medidas quantitativas em etapas prévias
sdo necessarias para garantir a qualidade dos resulta-
dos obtidos. Especialmente na drea de DNA forense,
cujo alto poder de individualizagdo é suficiente para
garantir seu valor probante, o rigor profissional deve
ser ainda maior na obtengdo de resultados.
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