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"A dream does not become reality through magic; it takes sweat,
determination, and hard work.”

- Colin Powell
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RESUMO

A Genética Forense tem vindo a vivenciar um periodo de grande desenvolvimento
técnico-cientifico, traduzindo-se na possibilidade de analisar quantidades exiguas de
DNA e, consequentemente, expandir o nimero de itens de onde é possivel obter perfis
genéticos. Recentemente acrescentou-se a este grupo, itens tocados pelos individuos,
sendo possivel recuperar o seu material genético, denominado por touch DNA. Devido
ao seu potencial na investigacéo criminal, este tipo de amostras tornou-se o foco de
varios estudos.

Numa sociedade que esta a experienciar uma pandemia, a higienizacdo das méaos
€ altamente aconselhada. Como as amostras touch sao caracterizadas pela
recuperacao de baixos niveis de DNA, adicionando a utilizacdo de solugdes alcodlicas
como forma de diminuir a quantidade de DNA transferida, a probabilidade de conseguir
recolher amostra suficiente para amplificar e gerar perfis de boa qualidade é reduzida.
Assim, é importante perceber se a aplicacdo de solu¢des alcoodlicas nas maos podera
influenciar a transferéncia de DNA e, consequentemente, ter um grande impacto na
investigacao criminal.

Devido aos baixos niveis de touch DNA normalmente recuperados, previamente
ao inicio do estudo sobre o efeito da higienizacdo das maos, realizou-se um ensaio para
perceber qual a melhor superficie para depositar DNA, e outro para concluir qual o
melhor método de recolha de amostras deste tipo. De seguida, prosseguiu-se com 0
objetivo do trabalho, através da reproducao de cenarios de transferéncia antes, 0, 15 e
60 minutos apés higienizacdo das maos.

Confrontando os niveis de DNA detetados entre dois substratos diferentes e,
numa segunda experiéncia, entre dois métodos de recuperacdo distintos, ndo se
observaram diferencas que permitissem escolher o design experimental mais eficaz.

Relativamente ao ensaio principal, a diminuicdo de DNA detetada na maioria das
amostras, imediatamente apo0s higienizagdo das maos, demonstrou ndo ser
significativa, tal como ocorreu nos restantes momentos de transferéncia, permitindo
concluir que a atual popularidade das solu¢des alcodlicas nédo afeta a deposicdo de DNA
num contexto forense.

Adicionalmente, verificaram-se certas caracteristicas do touch DNA, como a
recuperacdo de niveis insuficientes de DNA para obter perfis genéticos, a sua
degradacéo e a facilidade de detetar outras origens de DNA néo relacionadas com o
individuo responsavel pela transferéncia, que poderao dificultar a andlise deste tipo de
amostras.

Palavras-chave: touch DNA, transferéncia, solu¢des alcodlicas, persisténcia



DNA: transferéncia e/ou persisténcia

ABSTRACT

Forensic Genetics has been experiencing a period of great technical-scientific
development, resulting in the possibility of analyzing small amounts of DNA and,
consequently, expanding the number of items from which it is possible to obtain genetic
profiles. Recently, items touched by individuals were added to this group, making it
possible to recover their genetic material, called touch DNA. Due to its potential in
criminal investigation, this type of samples has become the focus of several studies.

In a society that is going through a pandemic, hand hygiene is highly
recommended. As touch samples are characterized by the recovery of low levels of DNA,
adding the possibility of using alcoholic solutions as a way to reduce the amount of
transferred DNA, the probability of collecting enough sample to amplify and generate
good quality profiles is reduced. Thus, it is important to understand whether the
application of alcoholic solutions on the hands can influence DNA transfer and,
consequently, have a big impact on criminal investigation.

As a result of the low levels of touch DNA usually recovered, prior to the beginning
of the study on the effect of hand hygiene, an assay was carried out to understand the
best surface to deposit DNA, and another to conclude the best method of collecting DNA.
samples of this type. Then, we proceeded with the project’s purpose, reproducing
transfer scenarios before, 0, 15 and 60 minutes after hand hygiene.

Comparing the DNA levels detected between two different substrates and, in a
second experiment, between two different recovery methods, no differences that would
allow choosing the most efficient experimental design were observed.

Regarding the main assay, the decrease in DNA detected in most samples,
immediately after hand hygiene, proved to not be significant, as occurred in the
remaining time points, leading to the conclusion that the current popularity of alcoholic
solutions does not affect DNA deposition.

Additionally, certain characteristics of touch DNA were verified, such as the
recovery of insufficient levels of DNA to obtain genetic profiles, its degradation and the
ease of detecting other DNA origins unrelated to the individual responsible for the

transfer, which may make analysis of this type of samples difficult.

Keywords: touch DNA, transfer, alcoholic solutions, persistence

Vi
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INTRODUCAO

A é&rea das Ciéncias Forenses, mais especificamente a Genética Forense, tem
evoluido drasticamente ao longo dos ultimos anos. Inicialmente, os cientistas forenses
utilizavam técnicas que incidiam em marcadores moleculares proteicos (serologia), que
originavam resultados muitas vezes limitados, ou mesmo inconclusivos. Como o DNA
(acido desoxirribonucleico) € uma molécula mais informativa que as proteinas, sendo
necesséria uma menor quantidade de material bioldgico e sendo possivel obter
resultados mesmo tendo material biol6gico degradado, a introdu¢cdo de marcadores
moleculares genéticos rapidamente ganhou popularidade, tendo atualmente um papel
cada vez mais relevante no que toca a identificacdo de criminosos e exoneragdo de
inocentes (Lagoa et al., 2008; van Oorschot et al., 2019; Wickenheiser et al., 2002).

Em 1985, Alec Jeffreys e colegas observaram a presenca de certas regides do
nosso codigo genético que possuem varias repeticdes contiguas de sequéncias de
DNA. O numero de repeticbes destas sequéncias, num determinado locus, é variavel de
individuo para individuo, sendo possivel gerar perfis genéticos Unicos - DNA
fingerprinting (Jeffreys et al., 1985). A descoberta destas regides de repeticoes,
denominadas por minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) —
figura 1A - estabeleceu a individualidade genética, revolucionando, assim, a maneira
como se efetua a identificagdo com o objetivo de auxiliar a investigagdo criminal.
Todavia, a andlise destes minissatélites ndo esta isenta de problemas. Para além da
interpretagcdo dos perfis ser complicada, os VNTRs possuem um leque limitado de
amostras possiveis de analisar, uma vez que o DNA precisa de ter um peso molecular
elevado, ou seja, DNA ndo degradado. Adicionalmente, é necessario que esteja
presente em elevadas quantidades (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

Em 1993, Kary Mullis ganhou o Prémio Nobel da Quimica pelo desenvolvimento
da PCR (Polymerase Chain Reaction), processo responsavel por amplificar regides
especificas do DNA, sendo possivel produzir varias cépias do DNA de interesse. Esta
técnica aumentou a sensibilidade da andlise do DNA, resolvendo os problemas
anteriormente descritos. Rapidamente, comecou-se a aplicar PCR a analise de STRs
(Short Tandem Repeats) (Goodwin et al., 2011; Pinheiro, 2010).

Atualmente, STRs, também denominados por microssatélites (figura 1B), sdo os
polimorfismos mais comumente analisados em Genética Forense, uma vez que
possuem menor tamanho, comparado com VNTRS, 0 que permite uma analise mais
eficiente de amostras degradadas, por serem facilmente amplificadas por PCR. Para

além disso, o nimero de repeticdes deste tipo de marcadores € altamente variavel de
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individuo para individuo, oferecendo um maior poder de discriminacédo (Butler, 2012;
Goodwin et al., 2011).

Estes avancos cientificos permitiram gerar perfis a partir de quantidades exiguas
de DNA, sendo possivel recuperar DNA de determinados itens que nao era possivel
anteriormente, incluindo DNA depositado em objetos manuseados (touch DNA) (van
Oorschot et al., 2010).

_ Regides
flanqueantss
A- Minissatélite ou VNTR . A
(D1S80) {
Regiao repetitiva
| GAGGACCACCAGGAAG |
Unidade de repelicaode 16 pd
_ Regides
fianqueantes
B- Microssatélite ou STR . : . -
(THO1) '
Regiao repetitiva
TCAT |

Unidade de repeticdo de 4 pb

Figura 1. Esquema representativo dos polimorfismos utilizados em Genética Forense:
minissatélites (VNTRs) e microssatélites (STRs). O nimero de repeticdes destas sequéncias de
DNA variam de individuo para individuo, sendo essa a razdo pela qual sdo usadas como
marcadores de identificacdo. Baseado em (Butler, 2010). Created with BioRender.com

1. Touch DNA

A analise de manchas de sangue, fios de cabelo, ossos, urina, zaragatoas
vaginais, € uma pratica comum em Genética Forense. Em 1997, van Oorschot e Jones
demonstraram, pela primeira vez, que também seria possivel obter um perfil genético a
partir de DNA depositado em objetos, superficies ou individuos, através do toque, mais
comumente denominado por touch DNA (van Oorschot et al., 1997), embora
inicialmente muitos céticos pertencentes a comunidade cientifica duvidassem desta

possibilidade e da sua utilidade (van Oorschot et al., 2010).
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A descoberta do touch DNA, assim como a extrapolacéo desta observacéo para
0 contacto com a pele em geral, aumentaram drasticamente o tipo de itens de onde se
pode detetar DNA, ganhando assim a atencdo dos cientistas forenses (van Oorschot et
al., 2019).

A procura deste tipo de vestigios pode ser essencial para a investigacao criminal,
sendo particularmente importante na auséncia de fluidos corporais, tornando-se a Unica
fonte de informacéo no dominio da Criminalistica Biologica (Ostojic et al., 2017; Sessa
et al., 2019). Por este motivo, a recolha de amostras de areas que os investigadores
suspeitam que tenham sido contactadas pelo criminoso constitui, atualmente, uma
pratica comum do processamento do local do crime, mesmo ndo havendo qualquer
vestigio visivel (EUROFORGEN, 2017; Gosch et al., 2019; Hartless et al., 2019).

Geralmente, a tipagem de DNA a partir de amostras de sangue, saliva e sémen é
uma tarefa simples, contrariamente as amostras de touch DNA. Estas ultimas poderéo
apresentar um maior desafio para os peritos devido as baixas quantidades de DNA que
normalmente possuem, a sua degradacdo, assim como a contribuicdo de varios
individuos para a mesma amostra (Ostojic et al., 2017).

O estudo do touch DNA, incluindo os desafios que este tipo de amostra apresenta,
bem como a delineacdo de um fluxo de trabalho que os aborde e a eventual aplicacdo
destes conhecimentos adquiridos na propria investigagédo criminal, poderdo contribuir
para a melhoria da qualidade dos perfis genéticos obtidos e, consequentemente, facilitar

a identificacdo de determinado individuo.

1.1. Terminologia

Para compreender melhor este tema complexo € necessario esclarecer alguns
conceitos relacionados com o touch DNA.

Como foi dito anteriormente, o termo “touch DNA” é utilizado, geralmente, para
descrever o DNA depositado através das maos em objetos, superficies ou individuos.
Este termo pode também abranger DNA obtido de marcas resultantes do contacto com
outras partes do corpo (testa, pés, orelhas, nariz, bracos, etc.) ou de objetos pessoais.

(van Oorschot et al., 2019; Wickenheiser et al., 2002).

Por vezes, ao analisar amostras recolhidas do local do crime, a fonte é uma
incognita, mas determina-se que nédo € saliva, sangue e/ou sémen. Assim, tratando-se

de DNA de material biol6gico ndo visivel, supbe-se ser proveniente de células ou
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glandulas presentes na pele. Porém, parece ser mais correto referir-se a amostra
recolhida como “touch DNA” quando se tem a certeza de que o DNA foi depositado
através do toque, pela aplicacdo de metodologias de fingerprinting. Mesmo nestes
casos, pode estar presente background DNA depositado anteriormente a acdo de
interesse ou DNA transferido indiretamente, durante o toque. Logo, nem todo o DNA
recolhido deve ser denominado por “touch DNA”. Uma outra situacdo onde é aceitavel
a utilizacdo deste termo é em projetos de investigacdes ou cenarios simulados, uma vez
gue se conhece a fonte e/ou modo de deposi¢do das amostras estudadas (van Oorschot
et al., 2019).

Se a utilizacdo de “touch DNA” transmite a ideia de que o DNA encontrado foi o
resultado do contacto direto da pele com um determinado item, o que nem sempre é
possivel verificar (Cale, 2015; Gosch et al.,, 2019), o termo "trace DNA" &,
frequentemente, associado a amostras com nivel de DNA inferior a um determinado
limite em qualquer uma das fases do processamento (detecéo, recolha, extracao,
amplificacao e interpretacdo), e que nao esta, geralmente, atribuido a um qualquer fluido
corporal identificavel (Burrill et al., 2019; Meakin et al., 2013; van Oorschot et al., 2010).
Portanto, caso a fonte celular e/ou modo de acdo associada a deposicdo seja
desconhecida, sera mais prudente utilizar um termo menos descritivo como “trace DNA”
(van Oorschot et al., 2019).

1.2. Origem

A investigacdo da origem do touch DNA é essencial para compreender este tipo
de evidéncias, cada vez mais comuns no contexto forense e, assim, otimizar os métodos
de recolha e obtencdo dos perfis genéticos. Todavia, a maior parte dos estudos
realizados nesta area focam-se na demonstracdo da existéncia de DNA depositado
através do toque, sendo a sua caracterizacdo celular ou microscépica um tanto
negligenciada (Burrill et al., 2019; Quinones et al., 2012).

Inicialmente, acreditava-se que o touch DNA teria origem exclusiva em células
epiteliais removidas da camada mais externa da pele (Bright et al., 2004; Wiegand et
al., 1997), ideia que, apesar da auséncia de evidéncias que a comprovem, persiste na
comunidade cientifica (Burrill et al., 2019; Ehrhardt et al., 2015). Estudos morfolégicos
de impress@es digitais demonstraram que as células detetadas sdo, maioritariamente,

cornedcitos anucleados, possuindo uma quantidade limitada de nucleos livres e células
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nucleadas (Alessandrini et al., 2003; Balogh et al.,, 2003). Assim, tem-se vindo a
descobrir que o touch DNA pode ter origem num conjunto de componentes, concluindo-
se que a ideia inicial de que depdsitos de touch DNA séo o resultado da libertacdo de
células epiteliais € uma hipétese simplista (figura 2) (Burrill et al., 2019; Quinones et al.,
2012; van Oorschot et al., 2019).

Células epiteliais

e%? o nucleadas
Cell-free 5 (endogenas)
DNA § % § <
PV " _ - -

Fragmentos = < Touch am"=~A Cornedcitos

celulares | @ @ = ""T---"\ DNA 'l' anucleados

LY el 0 _. B
7\

Células nucleadas
transferidas
(exogenas)

Figura 2. Representagdo da composicdo dos depdsitos de touch DNA sugerida atualmente.
Enquanto a transferéncia de DNA para objetos, superficies ou outros individuos, através do toque, € um
facto aceite e estudado extensivamente, a origem destes depdsitos € ainda uma incAgnita, sendo
necessario alargar a sua pesquisa. Baseado em (Burrill et al., 2019). Created with BioRender.com.

1.2.1. Células com origem enddgena as maos

s

A camada mais externa da epiderme é constituida por queratindcitos
diferenciados, denominados por cornedcitos, que perdem o seu nucleo e organelos
durante o processo de queratinizacdo. Assim, considera-se que estas células estédo
livres de DNA nuclear (Quinones et al., 2012). Por essa mesma razao, alguns autores
afirmam que os cornedcitos ndo deveriam ser considerados uma fonte significativa de
touch DNA. No entanto, existem ainda incertezas relativamente a possibilidade destas
células reterem uma quantidade residual de DNA, visto que ja foi possivel obter tanto
niveis detetaveis como insignificantes de DNA (Burrill et al., 2019; Ehrhardt et al., 2015).
Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade dos cornedcitos anucleados serem

uma fonte de touch DNA.
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Porém, é necessario considerar a existéncia de células nucleadas enddgenas as
maos que poderao ser responsaveis pela libertacdo de touch DNA.

As secrecBes produzidas pelas glandulas sudoriparas deslocam-se através de
ductos, deparando-se com células que possuem DNA e, consequentemente
transportam-nas consigo no sentido da superficie das maos (Burrill et al., 2019;
Quinones et al., 2012; Wickenheiser et al., 2002). Estas células epiteliais nucleadas
encontram-se, muitas vezes, em menor nimero comparativamente aos corneocitos
anucleados ou aos seus fragmentos celulares (Balogh et al., 2003). No estudo realizado
por Alessandrini e colaboradores, a quantidade de DNA demonstrou ser proporcional
aos nucleos livres, mas ndo as células nucleadas, sugerindo que estas poderdo ndo
contribuir tanto para o touch DNA como os nucleos livres (Alessandrini et al., 2003).
Porém, como os métodos utilizados séo bastante sensiveis, até mesmo uma quantidade
limitada de células nucleadas podera ser um componente importante dos depdsitos de
touch DNA para posteriormente obter um perfil genético (Burrill et al., 2019).

Uma outra fonte possivel de touch DNA sao as células degradadas e os seus
fragmentos, inclusive nudcleos livres, resultantes da apoptose celular ou outras vias de
morte celular que acompanham a queratinizagdo. Sugere-se que estas estruturas
presentes na camada mais externa da pele ndo sao totalmente desprovidas de DNA,
contribuindo para o perfil genético obtido de itens manuseados (Burrill et al., 2019; Kita
et al., 2008).

Devido ao tamanho da amostra, ao design experimental ou até mesmo a
localizagdo corporal, as conclusfes obtidas relativamente a possibilidade das células
nucleadas, anucleadas e fragmentadas darem origem ao touch DNA continuam a ser
insatisfatérias. A presenca de DNA residual detetavel em cornedcitos, assim como nos
seus fragmentos, apesar da auséncia de nucleo, permanece ambigua (Burrill et al.,
2019).

1.2.2. Células com origem exdgena as maos

As células epiteliais nucleadas sdo uma fonte rica de DNA. Portanto, mesmo que
ndo seja possivel obter este tipo de células diretamente das maos, ainda poderdo ser
uma fonte significante de touch DNA ao serem transferidas de outras partes do corpo
para as maos (Burrill et al., 2019). Estas células podem ter origem no individuo
responsavel pelo depdsito de DNA (self DNA), nomeadamente da cara, corpo ou roupas

deste, provenientes das glandulas sebaceas ou de fluidos biolégicos (Kanokwongnuwut
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et al., 2018; Zoppis et al., 2014). Para além disso, podem ser o resultado de um contacto
externo, sendo esta a razdo pela qual se deteta DNA ex6geno ao individuo em questao
(non-self DNA) (Burrill et al., 2019).

Zoppis e colaboradores observaram que, apos passarem as maos lavadas em
zonas sebéaceas da pele de um segundo individuo, foi possivel detetar o non-self DNA
transferido, o que ndo se observou quando passou as méos lavadas em zona nao
sebacea da pele. Assim, conclui-se que o0 sebo pode ser uma fonte de touch DNA
exdgena as maos, uma vez que nao existem glandulas sebaceas nas palmas das maos.
(Zoppis et al., 2014)

Mesmo ndo estando presente em maioria, € possivel que a porcdo do deposito
nao proveniente das maos contribua para o DNA de melhor qualidade (Lacerenza et al.,
2016).

1.2.3. Cell-free DNA

A presenca de cell-free DNA ou DNA extracelular (cfDNA) no plasma foi descrita
pela primeira vez por Mandel e Metais, que observaram diferencas nos niveis de cfDNA
entre individuos saudaveis e doentes (Mandel et al., 1948). Atualmente, a sua pesquisa
€ maioritariamente utilizada para realizar diagnéstico de cancro e exame pré-natais nao-
invasivos (Burrill et al., 2019; Vandewoestyne et al., 2012).

Para além de ja ter sido detetado em saliva, sémen, suor e urina, o cfDNA é a
adicdo mais recente e menos compreendida do conjunto de potenciais origens de touch
DNA, podendo mesmo constituir grande parte do DNA recuperado (Burrill et al., 2019).

O cfDNA pode ser transferido das maos para os itens através do suor, contribuindo
para os depdésitos de touch DNA (Linacre et al., 2010; Quinones et al., 2012; Zoppis et
al., 2014). Também a presenca de cfDNA na saliva suscita curiosidade visto que este
fluido corporal podera ser transferido através do contacto para uma superficie (Ehrhardt
et al., 2015). Observou-se que a maioria do cfDNA presente em depdsitos de touch DNA

é derivado de suor ou saliva (Quinones et al., 2012).

A identificacdo da origem de depdsitos da pele é possivel através de técnicas
MRNA (Akutsu et al., 2018) ou analise do microbioma (Tims et al., 2010). No entanto,
como as amostras touch ndo sao exclusivamente constituidas por células da pele, a

caracterizacao do material recolhido torna-se mais dificil. O estudo da origem biolégica
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ou celular do touch DNA podera auxiliar na interpretacdo dos perfis obtidos, informar
das probabilidades de transferéncia, persisténcia ou recuperacdo ou fornecer

informacgdes relativamente a atividade em questédo (van Oorschot et al., 2019).

2. Transferéncia de touch DNA

Segundo o eminente Principio de Locard, o criminoso deixara evidéncias da sua
presenca no local do crime e/ou levar consigo algo desse mesmo local (Locard, 1930).
Portanto, ao ocorrer um contacto entre o individuo e um substrato secundéario, na
maioria dos casos, vai acontecer uma troca de material bioldgico, podendo resultar no
ganho e/ou perda de DNA de ou para o objeto do qual se recolhe a amostra (van
Oorschot et al., 2015).

Quando o tema em questéo é a transferéncia de DNA em casos criminais, deve-
se ter em consideracdo que um individuo toca em imensas superficies/objetos, em
outros individuos ou até em si mesmo, num curto espaco de tempo, estimando-se que
realiza cerca de 15 toques a cada 60 segundos. Logo, € facil deduzir que as maos sao
um vetor comum de transferéncia de DNA (van Oorschot et al., 2015).

Visto que a composicdo de depésitos recolhidos de objetos manuseados é
diferente a do sangue ou saliva, o que pode afetar a transferéncia de DNA, é importante

estudar este processo (Goray, Mitchell, et al., 2010).

2.1. Mecanismos de transferéncia

A transferéncia direta e indireta sdo mecanismos através dos quais o DNA pode
ser transferido para um determinado item (figura 3). Havendo um contacto direto entre
a origem do DNA e uma superficie, objeto ou individuo, ha uma transferéncia primaria
ou transferéncia direta, sendo estes termos permutédveis. Quando existe uma pessoa,
objeto ou superficie que funciona como um intermediario, transferindo DNA de um local
para outro, trata-se de uma transferéncia indireta. Neste mecanismo, ndo ha contacto

direto entre a fonte original de DNA e o item onde € detetado (van Oorschot et al., 2019).
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Figura 3. Esquema representativo dos mecanismos de transferéncia de touch DNA. Baseado em
(Dash et al., 2020). Created with BioRender.com

Um dnico contacto pode provocar simultaneamente a transferéncia direta e
indireta de DNA (figura 3), resultando na detec&o de self DNA do individuo que realizou
0 contacto (transferéncia direta), assim como non-self DNA adicional presente nas maos
deste, pertencente a um segundo individuo (transferéncia indireta) (van Oorschot et al.,
2019).

A transferéncia indireta pode ser constituida por varios passos intermediarios, ou
seja, a fonte original de DNA pode ser transferida varias vezes até ocorrer o contacto
final. Havendo apenas um passo intermediario € uma transferéncia secundaria, havendo
dois passos de transferéncia trata-se de transferéncia terciaria, e assim sucessivamente
— transferéncia multi-step (figura 3) (Meakin et al., 2013). E de notar que a possibilidade
de transferéncia de DNA presente num objeto para uma outra superficie, através de um
segundo individuo (transferéncia terciaria), foi demonstrada em diversos estudos
(Fonnelgp et al., 2015; Helmus et al., 2016).

Muitas vezes, o termo “transferéncia secundaria” é utilizado como sinénimo de
“transferéncia indireta”, referindo-se a qualquer evento que ocorra apoés a transferéncia
primaria. Porém, como “transferéncia secundaria” também pode ser referente ao passo
singular de transferéncia que ocorre logo apos a deposicgao inicial, deve-se tornar claro
o significado dado num contexto em especifico. Para além disso, como na maioria dos
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casos forenses nao é possivel saber quantos passos de transferéncia ocorreram, € mais
correto utilizar o termo “transferéncia indireta” (van Oorschot et al., 2019).

E possivel recuperar uma quantidade consideravel de DNA quando se retira
amostras diretamente das maos, quantidade que diminui a medida que se transfere o
material biol6gico para outras superficies. Assim, ocorre um decréscimo da quantidade
de DNA da fonte original quando se efetua uma transferéncia primaria e,
subsequentemente, transferéncia secundaria (Samie et al., 2020; van Oorschot et al.,
2021). Porém, o aumento da sensibilidade das técnicas utilizadas e do tipo de objetos
de que é possivel recuperar DNA permite que seja possivel obter um perfil genético das
amostras deixadas por transferéncia secundaria, terciaria e, até mesmo, transferéncias
de ordem mais elevadas, proporcionando ainda mais evidéncias da existéncia da

transferéncia indireta (Burrill et al., 2019; Cale et al., 2016).

2.2. Fatores que influenciam a transferéncia

Um evento de transferéncia de touch DNA é marcado pela imprevisibilidade. A
qualidade do perfil obtido pode ser inexistente ou completa e a quantidade depositada
e recuperada é igualmente inconstante, dependendo dos fatores envolvidos (Fonnelgp
et al., 2015; Helmus et al., 2016; Jones et al., 2016). Como é de esperar, a quantidade
e qualidade do DNA inicialmente depositado influenciam também o DNA que é detetado
nas superficies subsequentes, ou seja, os fatores que afetam a deposi¢cdo de DNA,
afetam igualmente a transferéncia indireta desse material biolégico (Meakin et al., 2013).
Assim, é importante perceber que a transferéncia € um processo complexo, que nao
deve ser menosprezado, sendo necessario conhecer a multiplicidade de variaveis que

a afetam (tabela 1).
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Tabela 1. Fatores que afetam a transferéncia de touch DNA. Estes fatores podem depender do
individuo, do objeto/superficie ou do contacto realizado entre as duas partes envolvidas no evento de

transferéncia. Adaptado de (Gosch et al., 2019).

Localizagéo corporal
Atividades prévias
Shedder status

Individuo Background DNA
1

‘ Substrato

Background DNA

Superficie
L

Natureza do contacto

i Durag&o

Area de contacto
Contacto Condicdes ambientais
L

2.2.1. Fatores dependentes do individuo

A transferéncia de touch DNA pode ser condicionada por fatores que dependem
exclusivamente do individuo, como sendo a localizacao corporal, as atividades que
realizou previamente a transferéncia, o seu shedder status, bem como o background
DNA existente no préprio individuo.

Como referido anteriormente, poderda haver uma maior quantidade de DNA em
areas sebaceas da pele comparativamente as zonas ndo sebaceas. Assim, para além
da relevancia da atividade das glandulas sebaceas, como estas sdo mais abundantes
na face, também o local do corpo que o individuo toca com as méaos influencia a
quantidade de touch DNA transferida (Zoppis et al., 2014).

O DNA depositado € também influenciado pela parte da m&o que contacta com a
superficie, pois as diferentes regides da méo irdo contactar de forma diferente com
diferentes objetos/superficies, dependendo do seu tamanho, utiliza¢éo ou da sua forma.
Para além disso, objetos idénticos podem ser manuseados de maneira diferentes por
diferentes pessoas. E também de notar que, apesar das diferencas de area, mais DNA
é transferido pelo conjunto das falanges distais dos dedos anelar e médio que da area

palmar total. Esta distincdo entre as pontas dos dedos e a regido palmar estende-se a
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quantidade de DNA, ao non-self DNA e também a capacidade de captar DNA (McColl
et al., 2017; Oleiwi et al., 2015).

Apesar de, teoricamente, a mdo dominante e a médo ndo dominante possuirem o
mesmo shedder status, certos autores continuam a questionar se existem diferencas de
libertacdo de DNA entre as maos. Phipps e Petricevic observaram que, se as maos sao
lavadas recentemente, a mdo ndo dominante deposita mais DNA relativamente a mao
dominante, enquanto que & medida que as maos ficam sujas, a mdo dominante liberta
mais DNA (Phipps et al., 2007). Um outro estudo concluiu que, nos homens, a mao nao
dominante liberta mais DNA que a mao dominante, enquanto, nas mulheres, ndo se
detetaram diferengas significativas (Manoli et al., 2016). Todavia, estudos recentes
demonstram que a mao utilizada nao afeta significativamente a quantidade de DNA
depositada no substrato secundario (Goray et al., 2016; Kanokwongnuwut et al., 2018;
Tanzhaus et al., 2021)

As atividades realizadas anteriormente ao evento de transferéncia, principalmente
aguelas que envolvem as maos, alteram a quantidade de DNA disponivel para
deposicgéo.

Diferentes atividades resultam em distintas quantidades de DNA depositado
durante um contacto. Assim, atividades como usar luvas, lavar as méos ou tocar em
objetos sem DNA podem reduzir a quantidade de DNA transferido, enquanto tocar no
cabelo, o contacto repetido com o mesmo objeto ou atividades fisicas que causam a
producdo de suor aumentam quantidade de DNA transferida (Gosch et al., 2019).

Geralmente, ha um decréscimo da quantidade de DNA depositada quando o
individuo manuseia um grande nimero de itens antes de tocar na superficie analisada,
ocorrendo uma diminuicdo apés cada contacto realizado. Se esta perda for de elevada
magnitude, o DNA presente na superficie final pode nem sequer ser detetado. Portanto,
a detecdo de niveis baixos de DNA pode indicar um contacto limitado ou o
manuseamento de outros objetos (Burrill et al., 2019; van Oorschot et al., 2019).

A deposicdo de DNA depende também de algo intrinseco ao individuo, a sua
capacidade de libertar DNA (shedder status). O shedder status tem impacto na
qguantidade do DNA do individuo que vai ser transferido, assim como a sua contribuicdo
para um perfil de mistura. Portanto, um good shedder libertar4 maiores quantidades de
DNA que um poor shedder, depositando mais touch DNA para ser detetado e,
possivelmente, transferido novamente. O shedder status depende de varios fatores que
serdo explorados a posteriori (van Oorschot et al., 2019).

Por dltimo, a existéncia de background DNA vai igualmente afetar a transferéncia
de DNA.

12
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Como apenas uma parte do DNA vai ser transferido para o substrato final, a
guantidade de material presente nas maos do individuo que inicia a cadeia de
transferéncia € um fator importante neste processo (Fonnelgp et al., 2015; Goray,
Mitchell, et al., 2010).

E frequente detetar nas méos de um individuo, DNA de uma outra pessoa (non-
self DNA) com quem este partilha um espaco, normalmente a habitacdo ou local de
trabalho (Bowman et al., 2018; Lacerenza et al., 2016). O non-self DNA podera ser
transferido juntamente com o DNA do individuo que contacta diretamente com o
substrato secundério, funcionando regularmente, mas ndo exclusivamente, como
contribuinte menor da amostra resultante (Fonnelgp et al., 2017; Meakin et al., 2015;
Szkuta et al., 2017).

Individuos classificados como good shedders, depositando elevadas quantidades
do seu DNA, parecem capturar menores quantidades de DNA estranho presente no seu
meio ambiente (Goray et al., 2016).

2.2.2. Fatores dependentes da superficie/objeto

Também as caracteristicas da superficie ou objeto vao afetar o processo de
transferéncia de DNA.

O material e a textura do substrato afetam a transferéncia, persisténcia e até
mesmo a recuperacdo do DNA. A transferéncia de DNA e a capacidade de o recolher
da superficie depende nao s6 do tipo de substrato onde vai ser depositado (substrato
secundario), mas também onde se encontra o depdsito inicial que vai ser transferido
(substrato primario) (Goray, Eken, et al., 2010; Goray, Mitchell, et al., 2010; van
Oorschot et al., 2019).

Pesaresi e colaboradores demonstraram que um substrato ndo poroso e liso,
como o vidro e plastico, retém mais DNA que um substrato poroso e rugoso, como a
madeira ndo tratada (Pesaresi et al., 2003). Porém, estudos mais recentes solidificaram
a ideia de que um substrato poroso e rugoso transfere menor quantidade de DNA que
uma superficie ndo porosa e lisa, mas ao funcionar como substrato secundario, recebe
melhor o DNA transferido. Portanto, a deslocacao de material biolégico de um substrato
primario ndo poroso e liso para um substrato secundario poroso e rugoso parece ser a
combinacéo perfeita para ocorrer uma transferéncia de DNA eficiente (Goray, Eken, et
al., 2010; Goray, Mitchell, et al., 2010; Lehmann et al., 2013; Pfeifer et al., 2017; Verdon

et al., 2013). Isto também se aplica quando o substrato primério sdo as méaos, sendo
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possivel transferir maiores quantidades de DNA e obter perfis genético mais lteis
quando o substrato secundario € madeira ou tecido (Daly et al., 2012; Fonnelgp et al.,
2015; Helmus et al., 2016). Wickenheiser e colaboradores apontaram que, apesar de se
depositar uma maior quantidade de DNA numa superficie porosa, consegue-se
recuperar uma pequena porcao deste, uma vez que os métodos de recolha utilizados
demonstram ser ineficazes para este tipo de substratos (Wickenheiser et al., 2002).

Os estudos acima referidos utilizaram um tamanho de amostra reduzido, sendo
necessario realizar mais investigagées que incidam nos tipos de substrato envolvidos
num evento de transferéncia.

Tal como acontece com as maos, a quantidade de DNA disponivel numa
superficie para ser transferido durante o contacto com outro substrato, bem como a
quantidade de DNA que o objeto ir& adquirir séo influenciadas pelo DNA derivado de
contactos prévios (background DNA) (Gosch et al., 2019).

Para além disso, o background DNA podera sobrepor-se ao DNA que foi
transferido durante o evento investigado ou entdo provocar o aumento da complexidade
do perfil por existirem mdltiplos contribuintes, dificultando a obtenc&o do perfil genético

procurado (Goray et al., 2015; Lehmann et al., 2015).

2.2.3. Fatores dependentes do contacto

O contacto direto ndo é uma condigdo essencial para que um individuo deposite
DNA. O DNA de um individuo pode ser diretamente transferido através de atividades
que ocorram perto do objeto e que implicam a transferéncia de goticulas de saliva de
um individuo, como tossir, falar ou espirrar, também denominada como transferéncia
por aerossois (Finnebraaten et al., 2008; Meakin et al., 2013). No entanto, quando a
transferéncia ocorre entre individuos e objetos ou quando se trata de cenarios de
transferéncia de ordens mais elevadas, o contacto direto parece ser importante (Gosch
et al., 2019).

O contacto em si afeta a qualidade e quantidade de DNA depositado. Portanto,
variaveis como a natureza, a duragdo, area e condicbes ambientais no momento de
contacto tém a capacidade de influenciar a transferéncia de DNA.

Tobias e colaboradores confirmaram que, ao utilizar as pontas dos dedos para
tocar numa superficie e, consequentemente, aumentando a pressao aplicada, é
possivel depositar uma maior quantidade de DNA (Tobias et al., 2017). Para além disso,

a adicao de friccdo provoca um drastico aumento de deposicao de touch DNA na &rea
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de contacto, quando comparado com um contacto passivo ou aplicacao de pressdo sem
friccdo (Goray, Eken, et al., 2010; Goray, Mitchell, et al., 2010).

A pertinéncia do tempo de contacto na quantidade de DNA depositada € ainda um
assunto por esclarecer. Durante a sua investigacdo, Linacre e colaboradores
averiguaram que apenas seria necessario um contacto de 5 segundos para obter um
perfil completo, apoiando a descoberta de van Oorschot e Jones, que detetaram
quantidades idénticas de DNA, independentemente da durag&o do contacto (Linacre et
al., 2010; van Oorschot et al., 1997). Assim, conclui-se que a maioria da transferéncia
ocorre durante o contacto inicial. Contrariando as investigagdes referidas anteriormente,
Oldoni e colaboradores demonstraram que o tempo de contacto influencia a quantidade
de DNA na superficie analisada, ocorrendo uma acumulacado DNA devido a uma maior
duracdo do contacto (Oldoni et al., 2016). Uma teoria formulada explica que a
guantidade de DNA transferido durante o manuseamento de determinado objeto
depende do numero de contactos realizados e da duracdo total destes, ndo se
conhecendo a contribuicdo de cada um dos parametros (Gosch et al., 2019).

Apesar do tempo de contacto ndo parecer ser um fator critico na transferéncia de
DNA, a sua relevéancia depende de outros fatores envolvidos no evento, como o tipo de
superficie e natureza do contacto (Meakin et al., 2013).

Geralmente, a probabilidade de ocorrer uma transferéncia de DNA é proporcional
a area de contacto. Apesar disto, a area de contacto deve ser analisada juntamente com
a area de amostragem. Isto porgue, apesar de se transferir uma maior quantidade de
DNA guando a area de contacto é maior, este aumento sé é notado se também se
aumentar a area de amostragem (Dziak et al., 2018; Gosch et al., 2019).

A humidade, quer esteja presente devido ao teor de humidade inerente ao préprio
material biolégico ou introduzida artificialmente, pode aumentar significativamente a
quantidade de DNA transferido. Existem outras condi¢cdes, como a temperatura, que
poderao influenciar a transferéncia do material biolégico. No entanto, estes parametros

apenas foram estudados no contexto das manchas de sangue (Gosch et al., 2019).

O estudo destas variaveis é desequilibrado. Enquanto que alguns aspetos do
processo de transferéncia de DNA sao investigados minuciosamente (shedder status),
outros, como a avaliacdo do peso de cada variavel, sdo negligenciados. Alguns fatores,
como as condi¢cdes ambientais exatas ou a presséo aplicada, raramente sdo conhecidas
no decorrer da investigacdo, o que ndo exclui a importancia do estudo destes fatores
(Gosch et al., 2019).
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2.3. Relevancia da transferéncia indireta na

investigacao criminal

A ideia de que o DNA podera ser transferido de um local para o outro foi descrito
no mesmo artigo onde ser demostrou a existéncia de touch DNA. Para além de
descreverem o mecanismo de transferéncia direta, também detetaram DNA n&o
pertencente ao individuo que utilizou as luvas analisadas no estudo (non-self DNA),
levantando a possibilidade de um evento de transferéncia indireta (van Oorschot et al.,
1997). Esta descoberta gerou um grande debate, dividindo opinides. Alguns autores
refutaram a existéncia e impacto da transferéncia indireta, destacando-se o trabalho de
Ladd e colaboradores, que argumentaram que este tipo de mecanismo n&o ocorre assim
com tanta frequéncia para que possa comprometer a investigacéo criminal (Ladd et al.,
1999). Apesar do ceticismo, e fruto dos avangos tecnoldgicos e cientificos na area da
Genética Forense, a existéncia da transferéncia indireta de DNA foi extensamente
comprovada (Farmen et al., 2008; Goray, Mitchell, et al., 2010).

N&o descreditando o valor da identificacdo, torna-se cada vez mais imprescindivel
investigar como é que o DNA do individuo foi depositado em determinado local (Goray
et al., 2015; Taroni et al., 2013). O progresso técnico-cientifico observado nos ultimos
anos facilitou a tarefa de identificacdo a partir de quantidades minimas de DNA. Porém,
0s peritos devem ter em atencdo a possibilidade de transferéncia indireta pois, para
além de permitir o aparecimento de DNA exdgeno na amostra, dificultando a sua
andlise, pode levar a acusacao de um individuo inocente, visto que o verdadeiro culpado
podera ter transferido DNA de outro individuo que nunca esteve no local do crime (Cale
et al., 2016). Por esta razdo, a transferéncia indireta tem a capacidade de gerar duvidas
quanto a origem do DNA em questdo e, consequentemente, quanto a importancia da
restante evidéncia de DNA encontrada no local do crime (Farmen et al., 2008; Lowe et
al., 2002; Verdon et al., 2013).

A presenca de apenas um perfil completo pode levar a que se fagam conclusdes
erradas quanto a identidade do individuo que manipulou o objeto, visto que se provou
possivel obter-se o perfil completo de um individuo que nunca contactou com o objeto
e ndo recuperar o perfil da pessoa que o manuseou. No entanto, no contexto desta
mesma investigacdo, o0s eventos de deposicdo de DNA foram realizados
sequencialmente, indicando que, para que isto acontecesse num caso criminal, os dois
individuos teriam que estar préximos um do outro. Aplicando-se um intervalo de tempo
entre o contacto entre os individuos e o contacto com o objeto, foi possivel detetar o
perfil de ambos, sugerindo que, quando estdo envolvidas situacdes de transferéncia

indireta, muitos dos perfis obtidos sdo misturas (Lowe et al., 2002).
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Um dos exemplos que encapsula a relevancia de um evento de transferéncia
indireta de DNA ¢é o caso de Lukis Anderson que, em 2013, foi falsamente acusado de
homicidio, uma vez que encontraram o seu perfil debaixo das unhas da vitima. Para
além de nado conhecer a vitima, Lukis encontrava-se no hospital no momento em que
ocorreu 0 homicidio. Concluiu-se que, muito provavelmente, os paramédicos que o
transportaram para o hospital e que também estiveram com a vitima, serviram como
intermediario, transferindo o DNA deste individuo para a vitima (Cale, 2015).

Portanto, a transferéncia de touch DNA, especialmente a que ocorre através de
intermediarios, ndo deve ser desvalorizada, sendo essencial o seu estudo aprofundado.

2.4. O papel do perito na determinacdo do mecanismo

de transferéncia

A principal func&o do perito é aferir o valor dos seus resultados, oferecendo uma
razdo de verossimilhanca ou likelihood ratio (LR), determinado pela raz&o entre a
probabilidade dos resultados, se a proposicdo da acusacdo € verdadeira, e a
probabilidade dos resultados, se a proposicao da defesa é verdadeira. Portanto, o perito
nado deve oferecer uma opinido quanto as proposi¢ées, mas sim aferir o valor dos seus
resultados tendo em conta as proposicdes. As proposicdes, sumarios do que é
defendido por cada uma partes envolvidas no processo, devem abordar questdes a um
nivel especifico dentro da hierarquia de proposic¢des (Gill et al., 2020).

N&o havendo duvidas quanto a identidade do individuo cujo DNA foi recuperado
do local do crime (proposicdes de sub-nivel 1), as atividades que provocaram a sua
deposigéo séo particularmente importantes (proposi¢des ao nivel da atividade). Assim,
este nivel da hierarquia de proposi¢des auxilia o tribunal a perceber como € que o DNA
foi transferido para o local onde foi detetado, abordando a questdo da transferéncia
direta versus transferéncia indireta. O LR sera determinado ao nivel da atividade, sendo
as probabilidades no numerador e denominador dependentes da transferéncia, assim
como da persisténcia e recuperacdo do material biologico (Jackson et al., 2019). No
entanto, o perito ndo deve realizar declaracbes relativamente ao mecanismo de
transferéncia mais provéavel, visto que estaria a dar uma opinido sobre as atividades. O
tribunal é que deve decidir qual a explicagdo mais plausivel através dos resultados

fornecidos pelo perito, juntamente com outras informacdes importantes (Gill et al., 2020).
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Sera importante o perito explicar ao tribunal que a presenca de um perfil de DNA
de um individuo néo significa necessariamente que existe uma atividade associada pois,
como ja foi explicado anteriormente, o DNA deste individuo pode ter sido transferido
indiretamente, de forma inocente. Sem este auxilio, o tribunal podera cometer o erro de
dar a atividade que causou a transferéncia de DNA, o mesmo valor que deu a evidéncia
de DNA relativamente a fonte do perfil encontrado. Se for necessario estudar as
atividades realizadas, deve-se realizar uma nova avaliagdo visto que ndo se pode
transpor o valor do LR derivado de uma proposi¢do de nivel mais baixo para um nivel
mais elevado, como é o caso de proposi¢des ao nivel da atividade (Gill et al., 2020).

Em suma, apesar do perito ser, por vezes, confrontado com varios cenarios que
possam ter resultado na deposicdo do DNA do individuo no local do crime, sendo este
convidado a avaliar se a explicacdo que umas das partes propos € plausivel, isto vai
muito para além da sua funcéo (Gosch et al., 2019; Tanzhaus et al., 2021; Taroni et al.,
2013). Apenas deve avaliar os resultados segundo as atividades sugeridas, através do
LR, tendo em conta fatores como a transferéncia e persisténcia, e ndo as atividades em
si. Assim, o perito deve concentrar-se no LR e o tribunal, nas atividades realizadas pelos

intervenientes do processo (Jackson et al., 2019).

3. Shedder status

Van Oorschot e Jones conjeturaram que a variacdo dos niveis de DNA recolhidos
dos objetos analisados depende do préprio individuo que realiza a transferéncia, ou
seja, diferentes quantidades de DNA séo depositadas por diferentes individuos durante
0 contacto direto entre a méo e o objeto (van Oorschot et al., 1997).

A capacidade individual de libertar consistentemente maior ou menor quantidade
de touch DNA, designada por shedder status, foi investigada pela primeira vez por Lowe
e colaboradores que, em funcdo dos seus resultados, dividiram os seus voluntarios em
good ou poor shedders. Segundo a classificagcdo definida por estes autores, um
individuo good shedder deposita uma grande quantidade de DNA, sendo possivel obter
um perfil genético completo, enquanto que um poor shedder deposita baixos niveis de
DNA, o que se traduz em perfis genéticos parciais (Lowe et al., 2002). Todavia, apesar

de certos individuos depositarem consistentemente quantidades elevadas ou reduzidas
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de DNA, a maioria da populacéo encontra-se no meio da escala, denominando-se de
intermediate shedders (Goray et al., 2016; Kanokwongnuwut et al., 2018).

Um good shedder transfere uma maior quantidade de self DNA comparativamente
com a libertacdo de non-self DNA, enquanto que individuos que tém tendéncia a libertar
uma menor quantidade de DNA, produzem uma proporcao self para non-self DNA mais
baixa. Estes resultados indicam que, para além dos individuos classificados como good
shedders libertarem uma grande quantidade de DNA, grande parte do DNA transferido
€ do proprio e ndo de DNA recolhido de situacdes anteriores. Levanta-se a hipétese dos
good shedders recolherem o mesmo non-self DNA que os poor shedders durante as
suas atividades, mas o seu DNA sobrepbe-se ao non-self DNA. O oposto parece
acontecer nos poor shedders, em que o non-self DNA sobrepde-se ao DNA do proprio
(Goray et al., 2016).

Quando varios individuos contribuem para uma amostra, o shedder status de cada
um pode influenciar o perfil genético obtido. Um good shedder tem a capacidade de
camuflar poor e intermediate shedders, enquanto que, ao combinar dois good shedders,
dois intermediate ou dois poor shedders, é possivel detetar o perfil de cada um dos
individuos (Szkuta et al., 2017).

O tema do shedder status apresenta uma série de problemas que precisam de ser
investigados. Primeiramente, ndo existe um limiar especifico de DNA depositado que
separe os individuos em categorias de shedder status, ou seja, a melhor forma de dividir
individuos em good e poor shedders ainda ndo foi estabelecida. Normalmente, a
categorizacdo em good, intermediate ou poor shedders é realizada comparando o0s
resultados entre os individuos (van Oorschot et al., 2019). Fonnelgp e colaboradores
consideraram que um individuo pode ser um good shedder quando a quantidade de
DNA recuperada é superior a concentracao média de todos os voluntarios e pelo menos
dois perfis genéticos sao de qualidade elevada (Fonnelgp et al., 2017). Um outro
problema, é de como determinar o shedder status de um suspeito depois do evento de
interesse ocorrer, visto que ndo ha forma de comparar com outros individuos (van
Oorschot et al., 2019).

Contrariando estudos anteriormente referidos, varios autores concluiram que,
apesar de alguns individuos poderem ser classificados como good ou poor shedders,
um namero substancial dos individuos néo liberta consistentemente maior ou menor
guantidade de DNA, sendo classificados como diferentes tipos de shedders sob
diferentes circunstancias e condi¢fes. Seguindo este raciocinio, a diferengca em
depositar touch DNA é tanto intra-individual como inter-individual (Goray et al., 2016;
Goray, Mitchell, et al., 2010; Phipps et al., 2007; Tan et al., 2019). Esta inconsisténcia

podera estar relacionada com a influéncia de muitos outros fatores na transferéncia de
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DNA (Quinones et al., 2012). Phipps e Petricevic hipotetizaram que uma das explicacbes
para esta aparente tendéncia de depositar uma maior quantidade de DNA esti
relacionada com o hébito que certos individuos tém de tocar na face e,
consequentemente, recolher DNA desta area, podendo transferi-lo, de seguida, para
objetos, superficies ou outros individuos. Assim, torna-se evidente que é mais dificil do
que se esperava inicialmente dividir os individuos em categorias (Phipps et al., 2007).

Nesta procura incessante para responder a todas as questbes levantadas sobre
este tema, foram identificados alguns fatores que parecem afetar o shedder status dos
individuos, nomeadamente, patologias dermatoldgicas, idade e sexo.

3.1. Fatores que influenciam o shedder status

Apesar de estudos mais antigos afirmarem que € possivel obter menos DNA a
partir de amostras retiradas de mdos secas, outras investigagcbes comprovaram que
individuos com este tipo de pele sdo geralmente good shedders (Bright et al., 2004).
Esta tendéncia também se verifica em individuos que apresentam patologias
dermatoldgicas. Isto &, certas condicGes de pele que provocam um aumento da taxa de
proliferacdo das células da pele, como a dermatite atdpica e psoriase, resultam na
deposicdo de maiores quantidades de touch DNA e obtencdo de perfis genéticos de
melhor qualidade, comparativamente a individuos que tém uma pele saudavel. Para
além disso, também comprovaram que a qualidade dos perfis e a quantidade do DNA
depositado diminui se o individuo realizar tratamento para estas patologias.
(Kamphausen et al., 2012).

Outro fator que influencia a capacidade de depositar DNA é o sexo do individuo.
Individuos do sexo masculino depositam maiores quantidades de DNA em comparagao
com individuos do sexo feminino, ou seja, os homens sdo mais frequentemente
classificados como good shedders (Fonnelgp et al., 2017; Goray et al., 2016; Manoli et
al., 2016; Tan et al., 2019).

Adicionalmente, alguns autores verificaram uma correlacdo negativa entre a
gualidade/quantidade de touch DNA transferido e a idade do individuo. Esta
dependéncia foi detetada principalmente em criancas e idosos, independentemente do
sexo. Portanto, as criancas tém tendéncia a ser good shedders e os idosos, poor
shedders, enquanto que os adultos compreendidos entre estes dois grupos sdo mais

imprevisiveis (Manoli et al., 2016; Poetsch et al., 2013).
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Comportamentos infantis, como colocar as maos na boca, podem ser um dos
motivos por que as criancas depositam uma maior quantidade de DNA, pois, neste caso,
para além de transferirem células da pele, transferem também células provenientes da
boca (Wickenheiser et al., 2002). Além do mais, as criancas tém uma taxa de
proliferacdo celular elevada e a sua pele é mais fina, o que também pode contribuir para
uma maior libertacdo de células da pele nucleadas (Stamatas et al., 2010). Individuos
mais velhos depositam uma menor quantidade de DNA devido ao processo de
senescéncia celular relacionada com a idade ou pela diminuicdo da taxa de renovacdo
da epiderme. Para além disso, também €& possivel que modificacdes epigenéticas
relacionadas com a idade possam afetar a regeneracao das células epidérmicas e,
consequentemente, a descamacao (Manoli et al., 2016).

Apesar das dificuldades em compreender o shedder status, a categorizacdo dos
individuos em good ou poor shedders, assim como o conhecimento do numero de
individuos em cada categoria na populacao, pode ajudar a compreender melhor os
fatores que influenciam a transferéncia de touch DNA (Lowe et al., 2002). Determinar
se um individuo é good ou poor shedder de touch DNA podera também auxiliar durante
a investigacao criminal, ajudando a avaliar a importancia dos resultados obtidos (Goray
et al., 2016).

4. Background DNA

A maioria dos itens e superficies possuem DNA adquirido de contactos prévios,
também designado por background DNA, especialmente quando se trata de itens
pessoais ou itens partilhados frequentemente (van Oorschot et al., 2019).

Como referido anteriormente, a transferéncia de touch DNA depende da
quantidade de DNA depositado na superficie em contactos prévios, ou seja, a detecao
do DNA depositado pode diminuir com o aumento dos niveis de background DNA, o que
dificulta a interpretacdo dos resultados obtidos por haver um maior nuimero de
contribuintes para a mesma amostra (Fonnelgp et al., 2017; Lehmann et al., 2015; van
Oorschot et al., 2014). Se um perpetrador manipular um item com background DNA
durante a atividade criminal, espera-se obter uma mistura de DNA deste e do utilizador
habitual (Pfeifer et al., 2017; Taylor et al., 2016; van Oorschot et al., 2014).
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Quando a amostra de interesse é constituida por uma quantidade consideravel de
sangue, saliva ou sémen, estes fluidos biolégicos poderdo sobrepor-se ao touch DNA
que ja se encontrava na superficie anteriormente a deposicéo de interesse. Neste caso,
€ possivel que a amostra recolhida forneca um perfil singular. Por outro lado, se niveis
reduzidos de sangue, saliva ou sémen forem depositados em touch DNA, é mais
provavel gerar um perfil de mistura. O mesmo acontece se touch DNA for depositado
em guantidades reduzidas deste tipo de material bioldgico, transferido previamente para
a superficie. A contribuigdo dos individuos para a mistura de touch DNA tanto como
depésito de interesse, como de background DNA, depende dos niveis de background
DNA relacionados com historial de utilizacdo, da maneira como o segundo utilizador
interage com a superficie, do shedder status de ambos os individuos e da duragéao do
contacto (Peel et al., 2004; van Oorschot et al., 2019).

Raymond e colaboradores investigaram os niveis de background DNA nos pontos
de entrada mais comuns em arrombamentos, concluindo que possuem pouco DNA,
especialmente as janelas, sendo um bom alvo para recolha de evidéncias (Raymond et
al., 2008). Assim, o estudo dos niveis background DNA em determinados locais podera
ajudar a perceber onde se deve retirar amostras touch para obter melhores resultados.

A presenca de background DNA é inevitavel, logo, é importante pensar sempre na
possibilidade da recuperacdo de vestigios que, para além de possuirem DNA do
ofensor, podem também ter DNA de outros individuos que nao estdo envolvidos no
crime (Gill, 2014). A recolha de amostras contiguas a area de interesse podera ser (til
para obter um perfil semelhante ao background DNA presente na amostra de interesse.
Adicionalmente, a recolha de amostras de referéncia dos utilizadores diarios de um
determinado objeto pode também auxiliar na interpretagéo do perfil genético obtido (van
Oorschot et al., 2010; van Oorschot et al., 2019).

Atualmente, os investigadores tentam encontrar formas de distinguir depdsitos
recentes dos depdsitos de background DNA através de biomarcadores, proteinas,

MRNA e morfologia celular (van Oorschot et al., 2019).
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5. Persisténcia de touch DNA

E possivel obter perfis genéticos completos, utilizando STR, a partir de amostras
bioldgicas, inclusive touch DNA, passados varios anos ou até mesmo décadas apds a
sua deposicao, auxiliando na investigacao de casos arquivados (Raymond et al., 2009;
van Oorschot et al., 2019).

A persisténcia do DNA num objeto, superficie ou individuo, assim como os fatores
gue a influenciam, s&o aspetos importantes para que se consiga recolher material para
analise (Burrill et al., 2019). Dada a sua importancia para o sucesso da andlise da
amostra recolhida, é essencial continuar a estudar a persisténcia do DNA em diversas
situacgoes.

5.1.0bjetos n&o pessoais versus pessoais

Ao analisar objetos ndo pessoais, que sdo partilhados por varios individuos, é
comum obter-se perfis de mistura. Neste caso, contrariamente ao que se possa pensar,
o Ultimo individuo que toca neste objeto ndo é necessariamente o maior contribuinte da
mistura. Isto porque a contribuicdo de cada individuo para a mistura depende do seu
shedder status e do tipo e frequéncia dos contactos realizados por todos os utilizadores
(Goray et al., 2015; van Oorschot et al., 1997; van Oorschot et al., 2019).

No que diz respeito aos objetos pessoais, 0 DNA do utilizador original persiste
mesmo depois de ser manipulado por outro individuo, apesar de se observarem
diferencas que dependem do substrato, atividades e duracéo do contacto (Oldoni et al.,
2016; Pfeifer et al., 2017; Poetsch et al., 2018).

5.2. Fatores que influenciam a persisténcia

Sao fatores que influenciam a persisténcia de DNA o tempo entre a deposicao e
a recuperacao da amostra, as condi¢cdes ambientais, o tipo de substrato no qual o DNA
€ depositado, bem como as atividades realizadas entre a deposicdo e a recuperacao
desse mesmo DNA.

A quantidade e qualidade de DNA presente na superficie diminui & medida que o

intervalo de tempo entre a sua deposicdo e recuperacdo/transferéncia aumenta.
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Portanto, a minimizacdo do tempo que se demora a recolher as amostras é um fator
essencial para assegurar a detecao de elevadas quantidades de DNA (Alketbi, 2018;
Bowman et al., 2018; Raymond et al., 2009).

Apesar do tempo entre a deposicdo e a recolha ser um fator importante
relativamente a quantidade de DNA detetada, a persisténcia do DNA diminui
significativamente quando este fator é conjugado com determinadas condicbes
ambientais capazes de degradar o DNA, como a humidade, temperatura, exposi¢ao a
radiagéo ultravioleta (UV), vento e chuva (Meakin et al., 2013; Raymond et al., 2009;
van Oorschot et al., 2019). A humidade aumenta a taxa de degradacdo do DNA, no
entanto, tal como ja foi referido, pode também melhorar a sua transferéncia (Goray,
Eken, et al., 2010).

Ao armazenar uma lamina de vidro num ambiente escuro e frio, como o
laborat6rio, Raymond e colaboradores demonstraram que, apesar da reducdo de
quantidade de DNA, é possivel obter perfis completos até 6 semanas apos deposicao.
No entanto, quando a transferéncia ocorreu no exterior (peitoril de janela), o DNA
apresentou indicios de degradacdo apenas 2 semanas apés deposi¢cdo, ndo sendo
possivel obter perfis genéticos. Portanto, DNA depositado ao ar livre degrada mais
rapidamente que DNA depositado em espacos fechados. Todavia, um contacto entre
um individuo e um objeto resulta na transferéncia de muito menos DNA que a fonte de
material genético utilizada pelos autores. Logo, espera-se que o touch DNA seja
indetetavel num periodo de tempo mais curto do que foi demonstrado nesta
investigacao, dificultando a determinacéo do perfil genético (Raymond et al., 2009).

A persisténcia do touch DNA na pele quando imerso em agua (fria, quente, a
temperatura ambiente, agua de um riacho e numa lagoa) foi também investigada,
concluindo-se que é possivel obter perfis passados varios dias. A duracdo desta
persisténcia depende da temperatura da agua e do ambiente aquatico, mostrando-se
superior em agua fria (Meixner et al., 2020).

Para além de depender do periodo de tempo entre deposicao e recuperacao, e de
fatores ambientais, a persisténcia do DNA é também influenciada pelo tipo de substrato
onde é depositado.

Goray e colaboradores observaram que, havendo um periodo de 24h entre a
deposicao e recolha de DNA, ocorreu uma reducédo de 50% da quantidade detetada em
algoddo. J& quando utilizaram plastico como substrato, detetaram quantidades
semelhantes de DNA independentemente deste intervalo de tempo, quer fosse 60
segundos ou 24 horas (Goray, Mitchell, et al., 2010).

No decorrer de uma investigacao criminal, geralmente, ndo se da a devida atengéo

as atividades realizadas entre o evento de transferéncia inicial e a deposicédo final no
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substrato onde se recolhe o DNA, assim como a sua importancia para a persisténcia do
DNA (van QOorschot et al., 2015).

Tal como ocorre na transferéncia, também a persisténcia do touch DNA é
influenciada pelos contactos sucessivos, uma vez que a quantidade de DNA depositado
vai reduzindo ao entrar em contacto com outros itens ou individuos. Para além disso, a
probabilidade de detetar DNA diminui & medida que o numero de objetos entre
transferéncia inicial e transferéncia final aumenta (Burrill et al., 2019; Lehmann et al.,
2015). E muito provavel que, quantas mais vezes o objeto for manuseado por diferentes
pessoas, menor quantidade de touch DNA do individuo de interesse vai ser detetado. E
de prever que o mesmo aconteca com o self e non-self DNA presente nas maos de um
determinado individuo apés tocar em varios objetos (van Oorschot et al., 2019). Devido
ao aumento da sensibilidade das técnicas, a persisténcia de DNA derivado de contactos
prévios afeta seriamente a quantidade de DNA recolhida, assim como de quem se
obtém o perfil genético (Szkuta et al., 2017).

Estudos comprovaram que continua a ser possivel obter perfis completos mesmo
depois de se lavar o objeto a m&o, o que nao acontece em itens lavados na maguina de
lavar a loica (Helmus et al., 2020).

Simulando cenérios de agresséo, Bowman e colaboradores conseguiram obter
perfis do “agressor” mesmo tendo realizado a colheita de vestigios 24 horas depois do
contacto, intervalo de tempo em que a “vitima” retoma as suas atividades diarias. Apesar
da diminuicdo da quantidade de DNA, ainda é possivel obter o perfil, particularmente
guando as agressdes envolvem friccdo e a vitima ndo tomou banho. No entanto, as
roupas utilizadas pela vitima durante a agressao parecem ser um melhor local para
retirar amostras do agressor, comparativamente a pele da vitima. Isto porque, o
vestuario encontra-se protegido de fatores que eliminariam o DNA e para além disso,
ao remové-lo deixa de estar exposto as atividades diarias realizadas pela vitima, como

tomar banho, que poderiam remover o DNA do agressor da pele (Bowman et al., 2018).

6. Contaminacao

Eventos de contaminacdo e de transferéncia de DNA referem-se ao mesmo
fendmeno fisico de movimento de DNA, no entanto, distinguem-se pelo momento em
que ocorrem. A transferéncia de DNA associada ao crime ocorre estritamente antes do

estabelecimento do local do crime, podendo ou ndo a fonte do material genético estar
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envolvida no crime, como é o caso da transferéncia indireta do DNA do individuo através
do perpetrador. Em oposicéo, a contaminacao nao relacionada com a atividade criminal
ocorre quando DNA exogeno entra em contacto com DNA relevante para o caso em
guestdo, durante ou depois do processamento do local do crime (van Oorschot et al.,
2019).

O DNA contaminante pode ocultar o DNA de interesse, dificultando, assim, a
interpretacao do perfil obtido e/ou desorientar a investigagao criminal (van Oorschot et
al., 2010). Mesmo que funcione como um contribuinte menor é possivel detetar DNA
depositado por contaminacdo devido a utilizacdo de técnicas cada vez mais sensiveis.
Por esta razdo, ao analisar amostras com baixos niveis de DNA, como touch DNA,
devem-se ter cuidados redobrados com a contaminagdo. Adicionalmente, a
interpretacdo dos perfis é dificultada pela incapacidade em distinguir entre DNA
depositado pés-atividade criminal e o background DNA presente no local. Portanto, a
introducéo de qualquer tipo de DNA exdgeno ao ofensor no local do crime pode alterar
o resultado final da investigagé@o criminal, tendo a capacidade de exonerar ou implicar
incorretamente individuos ou entao diminuir o valor probatério aos olhos do tribunal
(Balk, 2015). Verificou-se que o resultado mais comum provocado pelo fenémeno da
contaminacao ¢é a falsa excluséo, visto que se deteta DNA ndo pertencente ao suspeito
(Gill et al., 2004).

Os investigadores, tanto membros da policia como cientistas forenses, podem
contaminar o local do crime e as evidéncias recolhidas, sendo por isso referida como
contaminacdo mediada pelo investigador. Apesar dos investigadores utilizarem roupa
protetora e luvas para evitarem a contaminacdo do local do crime com o seu DNA,
podem ainda funcionar como vetor de transferéncia de DNA entre itens presentes no
local de crime (Fonnelgp et al., 2015; Gill, 2014). A contaminagdo das evidéncias
também pode ocorrer durante 0 seu transporte para analise, quando ndo estédo
acondicionadas apropriadamente (Goray et al., 2012). Chegando ao laboratorio, as
amostras podem ser contaminadas pelo pessoal do laborat6rio ou ocorrer contaminagéo
cruzada entre amostras armazenadas. Durante a propria producdo dos materiais ou
reagentes utilizados no laboratério ou no local do crime, podera ocorrer a eventual
deposicdo de DNA exdgeno, que ir4 afetar a analise das amostras, como aconteceu no
caso “The Phantom of Heilbronn” (Balk, 2015).

Por vezes, a contaminacdo pode ser explicada pelo treino incompleto dos
individuos responsaveis pela investigacdo do local do crime e pela analise dos itens
presentes neste espaco, pela falta de procedimentos apropriados e pela auséncia de

procedimentos de limpeza, ou em alternativa, pelo ndo seguimento de todos estes
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procedimentos (van Oorschot et al., 2015; Taylor et al., 2016). No entanto, mesmo
seguindo todos 0s passos, existem eventos de contaminacéo que estao fora do controlo.

E extremamente importante a implementagdo de medidas com o intuito de detetar
e minimizar os efeitos da contaminacdo, como a utilizacdo de bases de dados que
possuam o perfil genético dos individuos que manuseiam as evidéncias, quer durante a
sua andlise, quer ao manusear as embalagens que contém as evidéncias; individuos
que frequentem o local do crime, assim como qualquer individuo que trabalhe em &reas
onde as evidéncias séo analisadas e armazenadas (van Oorschot et al., 2015; van
Oorschot et al., 2019).
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JUSTIFICACAO DO ESTUDO E OBJETIVOS

A Genética Forense atravessou um grande periodo de desenvolvimento técnico-
cientifico que provocou o aumento da sensibilidade das técnicas de andlise utilizadas
nos laboratorios forenses, tornando-se possivel obter perfis completos a partir de niveis
muitos baixos de DNA, o que é caracteristico das amostras touch. Consequentemente,
a andlise deste tipo de amostras €, atualmente, frequente em investigacdes forenses
em Portugal, sendo comum o Servi¢co de Genética e Biologia Forenses da Delegacao
do Centro (SGBF-C) do Instituto de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF)
receber evidéncias que exibem vestigios impercetiveis a olho nu, sendo importante o
seu estudo exaustivo. Assim, € necessario questionar se algo tdo impactante como a
pandemia que estamos a experienciar atualmente podera ter consequéncias na forma
como o touch DNA é investigado na Genética Forense.

Como as maos sao um vetor critico na transmissao deste virus, a transferéncia de
COVID-19 entre individuos é facilitada pela caréncia de procedimentos eficazes de
higieniza¢@o das méos. Assim, estas medidas de protecdo demonstraram ser a primeira
linha de defesa contra o virus, juntamente com as mascaras, especialmente na auséncia
de uma vacina, logo, verificou-se um aumento significativo da utilizagdo de solucdes
alcodlicas durante este periodo. Dai a importancia de investigar se as solucdes
alcodlicas poderao dificultar a detegéo de touch DNA e a sua subsequente genotipagem.
Portanto, este estudo tem como objetivo principal verificar se a utilizacdo de solucdes

alcodlicas afeta a transferéncia de touch DNA para as superficies.

Objetivos especificos:

o Concluir qual o melhor substrato para realizar cenarios de transferéncias;

o Determinar qual o melhor método de recolha de touch DNA;

o Comparar niveis de DNA transferidos antes com aqueles detetados ap6s
voluntarios desinfetarem as maos;

o Avaliar a evolucdo dos niveis de DNA depositados apos utilizagdo de
solucdes alcodlicas;

o Analisar o nivel de degradacéo das amostras recolhidas e aferir se este valor
sofre alteracbes possivelmente relacionadas com a aplicagdo da solugéo
alcodlica nas maos;

o Avaliar perfis genéticos de amostras que apresentam quantidades
discrepantes de DNA para perceber se estas alteracOes estdo relacionadas

com a higienizac&o das maos.
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MATERIAIS E METODOS

Esta investigacdo foi sujeita a avaliacdo por parte da Comissédo de Etica do
INMLCF, da Comiss&o de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
(FMUC) e do Gabinete de Estudos Avangados da FMUC, tendo recebido sempre um

parecer favoravel.

1. Amostragem

O estudo contou com a participagéo de 6 voluntarios (2 do sexo masculino e 4 do
sexo feminino), com idades compreendidas entre 24 e 57 anos, todos destros. Nenhum
dos individuos possui patologias dermatolégicas que possam afetar a deposicédo de
DNA. Os participantes assinaram um documento de consentimento informado com
informacgdes necessérias sobre o estudo. As amostras passaram por um processo de

anonimizagao.

2. Design experimental

2.1. Escolha do substrato e método de recuperacéao

2.1.1. Substrato

Num primeiro momento, pediu-se aos voluntarios A e G que colocassem um dos
dedos numa lamina de vidro ou numa espéatula de madeira. De seguida, estes individuos
desinfetaram as md&os com uma solugdo alcodlica com composicdo quimica
apresentada na tabela 2, deixando secar naturalmente, e repetiram o procedimento de
deposicdo em ambas as superficies. Neste ensaio, ndo se estandardizou a méo
utilizada, o tempo de deposicao, assim como néo se referiu que os voluntérios deveriam
aplicar friccdo. Os cenarios de transferéncia foram realizados numa DNA workstation

previamente descontaminada com luz UV.
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Tabela 2. Composi¢céo quimica da solugdo alcodlica utilizada para desinfetar as méaos.

COMPOSICAO

Etanol 65%

Propanol 8%

Cloreto de didecildimetilaménio 0.25%

Agentes dermoprotetores e excipientes ¢.b.p 100 mL

O DNA foi recolhido utilizando uma zaragatoa humedecida com agua nuclease-
free, posteriormente colocada numa LySep™ Filter Column inserida nos Samples
Tubes, constituintes do kit de extragdo PrepFiler Express BTA™, Applied Biosystems
(AB). As amostras obtidas foram identificadas e armazenadas a -25°C + 10°C até se

prosseguir com a extracdo. Este ensaio foi realizado apenas uma vez.

2.1.2. Método de recuperacao

No segundo ensaio utilizou-se apenas a lamina de vidro como substrato. Os
participantes A e B aplicaram pressédo e friccdo na superficie durante 15 segundos,
depositando o seu DNA, tal como demonstrado na figura 4. Tal como referido no ensaio
anterior, depois de depositarem o DNA, os individuos desinfetaram as méos e repetiram
o procedimento. Desta vez acrescentou-se um novo intervalo de tempo de 15 minutos
entre o Ultimo contacto com a superficie, periodo em que os voluntarios continuaram
com as suas atividades normais. Passado o tempo definido, repetiram o processo de

transferéncia.
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Figura 4. Método de transferéncia de touch DNA.

O voluntario B realizou dois conjuntos de deposi¢des, uma com a mdo dominante
e outra com a mdo ndo dominante.

Contrariamente ao ensaio anterior, o touch DNA depositado foi recolhido utilizando
0 método da fita-cola, tendo sempre cuidado em cortar e descartar a zona manipulada
para retirar o material da lamina e ndo tocar na area onde os individuos realizam o
contacto, para evitar contaminacdo. Também com esta finalidade, utilizou-se sempre
luvas, bata e mascara. Apés cortar o pedaco de fita-cola ja com a amostra, colocaram-
se os fragmentos resultantes, utilizando uma pinca, nas colunas acopladas a tubos
referidas anteriormente. As amostras obtidas foram identificadas e armazenadas a -
25°C + 10°C até extracgao.

2.2. Recolha de amostra

Neste ensaio pediu-se aos voluntarios (A-F) para colocarem as pontas dos dedos
da méo dominante numa lamina de vidro, realizando presséo e fricgdo durante 15
segundos, tal como demonstrado na figura 4. De seguida, desinfetaram as méaos e
repetiram o processo de deposicdo de DNA.

Passado 15 minutos, e, novamente, 60 minutos apés utilizacdo do desinfetante
(45 minutos depois do ultimo evento de transferéncia), os participantes executaram o
mesmo procedimento. Durante estes intervalos de tempo, os voluntarios continuaram
com o seu trabalho diario, seja este no laboratorio ou a secretaria. A higienizacdo das

maos previamente ao inicio da experiéncia ndo foi controlada.
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Todos os cenarios de transferéncia concretizaram-se huma DNA workstation
previamente descontaminada com luz UV. Cada voluntério realizou o protocolo descrito
anteriormente em trés dias diferentes, obtendo-se 3 replicados.

As amostras foram novamente recolhidas utilizando fita-cola, tendo sempre o
maximo cuidado para ndo as contaminar. Subsequentemente, os fragmentos de fita-
cola foram colocados nas colunas acopladas a tubos, identificadas e armazenadas a -
25°C + 10°C até extracgao.

3. Processamento das amostras

Em todas as etapas descritas de seguida realizaram-se controlos positivos e
negativos. O controlo positivo é constituido por todos os reagentes utilizados na
respetiva fase de processamento, assim como por uma amostra conhecida, como
controlo interno de qualidade. O controlo negativo é preparado apenas com 0S
reagentes utilizados na etapa de processamento em questdo (sem amostra), com o

objetivo de supervisionar possiveis contaminacoes.

3.1. Extracdo de DNA

O DNA néo é o unico constituinte de uma amostra biolégica recolhida num local
do crime, estando também presentes outros componentes como proteinas celulares
capazes de dificultar a tipagem do DNA. Assim, desenvolveram-se diversos métodos de
extracdo de DNA que permitem a eliminacéo dos inibidores da reacdo de PCR, de forma
a obter DNA o mais puro possivel. Para além disso, este procedimento permite adquirir
amostras que possuem DNA de elevada qualidade, que ndo se degrada ao longo do
tempo (Asir et al., 2016; Butler, 2012; Goodwin et al., 2011).

A escolha da técnica de extracdo a utilizar depende do tipo de amostra bioldgica
analisada, da quantidade de DNA que se espera obter, do suporte onde se encontra
depositada a amostra, assim como da presenca de inibidores da PCR. A extragédo de
fase solida tem vindo a ganhar popularidade nos laboratoérios forenses, uma vez que
pode ser automatizada e, para além disso, € eficaz a remover inibidores da PCR
(Altayari, 2016).
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Existem diversos kits de extracdo de fase sdlida. Ao utilizar um suporte adesivo
para recolher o touch DNA, o kit PrepFiler Express BTA™ (AB) com Automate Express™
Forensic DNA Extraction System (AB) € o0 mais apropriado para extrair o DNA. Este
método baseia-se na afinidade entre o DNA e um substrato sélido, neste caso, particulas
magnéticas. Consequentemente, apenas 0s componentes indesejados ficam em
solucdo, sendo posteriormente, removidos, permitindo a purificagcdo do DNA (figura 5)
(Altayari, 2016).
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Figura 5. Ligacdo de DNA a particulas magnéticas. Este é o principio fundamental do método de
extragdo de fase sélida. Adaptado de (Asir et al., 2016).

Este método de extrag@o engloba quatro fases distintas, nomeadamente, (1) Lise
celular, caracterizada pela destruicdo das membranas celulares; (2) Ligacdo de DNA a
particulas magnéticas; (3) Remocao de inibidores da PCR e, por fim (4) Eluicdo da
molécula de DNA purificada e concentrada. A lise dos componentes celulares é o Unico
procedimento efetuado manualmente, sendo que as restantes fases sao automatizadas
no extrator de DNA Automate Express™ Forensic DNA Extraction System (Butler, 2012;
IT-SGBF-C-025, 2022).

Primeiramente, preparou-se a solugéo de lise conforme a tabela 3, adicionando-
se 230 pL desta solugdo a cada uma das amostras de touch DNA anteriormente
armazenadas em LySep™ Columns. As amostras foram incubadas a 56°C, durante 40
min, num thermomixer com agitacéo de 750 rpm (rotacbes por minuto). De seguida, as
amostras foram centrifugadas durante 2 min a 10000 rpm, com o objetivo de deslocar o
lisado da coluna para o tubo emparelhado. A coluna foi descartada, enquanto o tubo
com o produto da lise foi colocado no robot de extragéo, juntamente com os consumiveis
necessarios, definindo-se um volume de eluicdo de 50 pL. No fim da corrida, os tubos
de eluicdo com o DNA purificado e concentrado foram congelados a -25°C + 10°C
(Applied Biosystems, 2017; IT-SGBF-C-025, 2022).
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Tabela 3. Preparagéo da solucéo de lise para extragdo do DNA com o kit PrepFiler Express BTA™,

PrepFiler BTA™ Lysis Proteinase K (20mg/mL) DTT * (1M) Volume final
Buffer (uL) (bL) (bL) (bL)
220 7 3 230

*DTT — ditiotreitol

3.2. Quantificacao de DNA

Depois da purificagdo do DNA, é necessario determinar a quantidade de DNA que
foi possivel extrair. Tipicamente, determina-se a quantidade de DNA existente na
amostra para perceber se ha material suficiente para avancar com a amplificacédo e,
caso se consiga um resultado favoravel, qual a quantidade de DNA adequada para a
obtencéo de perfis genéticos de qualidade. Para além disso, permite definir um plano
de analise, ajudando a decidir quais as amostras mais promissoras ou o0 tipo de
marcador genético mais adequado (STRs autossémicos, STRs do cromossoma Y ou
DNA mitocondrial) (Applied Biosystems, 2018; Butler, 2012; IT-SGBF-C-015, 2022).
Neste trabalho em particular, realizou-se a quantificacdo do DNA total presente nas
amostras recolhidas dos voluntarios com o objetivo de verificar se existem variacdes
significativas na libertacdo de DNA quando se utilizam solu¢cBes alcodlicas para
desinfetar as maos.

Apesar de existirem outras técnicas de quantificacéo, o Real-time PCR (RT-PCR)
€, atualmente, a mais utilizada em contexto forense. Esta baseia-se na monitorizagédo
dos niveis de DNA através da alteracdo de fluorescéncia que ocorre durante a
amplificacdo, utilizando mais frequentemente uma sonda TagMan ou corantes
intercalados como o SYBR Green. A sonda fluorogénica TagMan é constituida por dois
corantes fluorescentes, o Reporter na extremidade 5 e 0 Quencher na extremidade 3".
Esta sonda marcada liga-se a cadeia template de DNA, posicionando-se na regido entre
os dois primers que delimitam a sequéncia a amplificar. A proximidade entre estes dois
componentes impede a emissao de fluorescéncia, uma vez que o Quencher suprime a
fluorescéncia do Reporter. Durante a polimerizagdo, a Taq DNA polimerase, ao atingir
a zona onde se encontra ligada a sonda, adquire funcdo de exonuclease, degradando-
-a, 0 que resulta na separacdo do Reporter e do Quencher, e consequentemente, a
emissdo de fluorescéncia do Reporter (figura 6). Portanto, a medida que mais produtos

de PCR sdo formados, maior € o nimero de fluorocromos libertados, sendo a
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fluorescéncia, medida pelo equipamento, proporcional ao DNA presente na amostra
(Butler, 2012; Goodwin et al., 2011; IT-SGBF-C-015, 2022).
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Figura 6. Esquema representativo da técnica de RT-PCR. Este método consiste na quantificagdo
dos niveis de DNA através da utilizacdo de uma sonda fluorogénica. Adaptado de (Applied Biosystems,
2018). Created with BioRender.com

Existem vérios kits para guantificacdo, no entanto, o Quantifiler™ Trio DNA
Quantification Kit (AB) é dos mais informativos visto que, para além de quantificar o DNA
total e DNA masculino, ainda permite verificar a qualidade do DNA analisado
relativamente a degradacgéo, assim como os niveis de inibicado representados pelo IPC
(Internal PCR Control).

O kit mencionado é capaz de amplificar e detetar trés alvos diferentes, um deles
no cromossoma Y. J& no DNA autossémico encontra-se um alvo composto por 214
pares de base (pb) designada por Large Autosomal Target (LA) e um outro fragmento
de 80 pb chamado Small Autosomal Target (SA). O tamanho reduzido do alvo SA
permite a quantificacdo de amostras degradadas. Assim, este tipo de fragmentos é
amplificado com o propésito de quantificar o DNA humano total. Por outro lado, o alvo
LA é amplificado apenas para determinar se o DNA esta degradado, funcionando como

um indicador de degradacdo da amostra de interesse (Applied Biosystems, 2018).
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Numa camara de fluxo laminar descontaminada com luz UV preparou-se uma
mistura de Quantifiler™ THP PCR Reaction Mix e Quantifiler™ Trio Primer Mix, como
demonstrado na tabela 4, distribuindo-se 18 uL desta em cada poco de uma placa
Optical 96-well Reaction Plate (TermoFisher Scientific - AB). Adicionou-se 2 uL de DNA
extraido (ou controlo positivo 0.1 ng/uL) no respetivo poco desta mesma placa,
perfazendo um volume total de 20 uL. Depois de preparar placa com amostras para
quantificagéo, utilizou-se um adesivo Optical Adhesive Film (TermoFisher Scientific -
AB) para, cuidadosamente, selar a placa, tentando evitar deixar impressoes digitais na
superficie do adesivo para que nao ocorressem interferéncias na quantificacdo da
fluorescéncia. Na presenca de bolhas nos pocos, centrifugou-se levemente na
centrifuga de placas. Por fim, colocou-se a placa no equipamento 7500 Real Time PCR
System (AB) para iniciar a quantificacdo do DNA presente nas amostras.

Tabela 4. Preparacéo das amostras para quantificagdo, conforme o protocolo.

PCR Reaction Mix Primer Mix DNA extraido Volume final
(uL) (uL) (uL) (L)
10 8 2 20

A metodologia de RT-PCR segue o principio geral de qualquer reacédo de PCR,
com as suas 3 fases caracteristicas: fase de crescimento exponencial, fase de
crescimento linear e fase estacionaria. Por ser uma reagdo em tempo real, é possivel
observar o desenrolar da reagdo num grafico de fluorescéncia versus o nimero de ciclos
da PCR. Existe um ponto, na fase de crescimento exponencial, em que a fluorescéncia
detetada ultrapassa um determinado threshold, definido arbitrariamente pelo software
do equipamento em funcéo do ruido de fundo, denominado por Cycle Threshold (CT).
Quantos menos ciclos de PCR forem necessarios para atingir o CT, maior a quantidade
de DNA existente na amostra. A concentragdo de DNA é determinada por comparacao
com uma curva de calibracdo obtida a partir de 5 diluicdes sucessivas de DNA standard
com DNA Dilution Buffer, de concentragéo conhecida.

A quantidade de DNA existente nas amostras, bem como o seu indice de
degradacéo, foi determinada utilizando o software HID Real Time PCR Analysis
Software (AB).

As amostras extraidas sdo novamente armazenadas a -25°C + 10°C (Applied

Biosystems, 2018; IT-SGBF-C-015, 2022).
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3.3. Amplificagdo de DNA

Frequentemente, as amostras recolhidas num determinado local do crime
possuem baixos niveis de DNA e/ou encontram-se altamente degradadas, como é
caracteristico das amostras de touch DNA. Por esta razao, a descoberta da técnica
enzimatica de PCR revolucionou a Genética Forense, permitindo a formacao de milhdes
de cépias de uma sequéncia de interesse (Butler, 2012).

Para que este processo de amplificacdo possa ocorrer € necessario introduzir
diversos componentes na reacdo, nhomeadamente uma enzima termoestavel Taq
polimerase, MgCl, (cloreto de magnésio), primers, dNTPs (desoxinucleétidos
trifosfatados), uma solucéo tampéao e o DNA alvo.

A PCR consiste na repeticao de ciclos térmicos que envolvem o aquecimento e
arrefecimento das amostras, estando divido em 3 fases principais (desnaturacao,
annealing e extensdo). Inicialmente, o DNA é exposto a uma temperatura de + 94°C,
ideal para a sua desnaturacao, provocando a separacdo das cadeias que compdem a
dupla hélice de DNA (Figura 7-1). Numa segunda fase, a temperatura diminui para *
60°C para que o0s primers, pequenas sequéncias sintéticas de DNA, se liguem a
molécula alvo, flanqueando os segmentos de DNA a replicar (Figura 7-2). A Ultima fase
de cada ciclo é constituida pela extensdo dos primers realizada com o auxilio da Taq
polimerase. Esta enzima catalisa a adicdo dos nucle6tidos no terminal 3" dos primers,
utilizando a cadeia original como modelo, ou seja, a nova cadeia gerada base a base é
complementar a cadeia alvo (Figura 7-3). Para que isso acontega, € necessaria uma
temperatura 6tima para a enzima, gue se encontra, aproximadamente, nos 72°C. Deve
realcar-se que os kits utilizados atualmente aglomeram os passos de annealing e de
extensdo num so.

A conjugacado da técnica de PCR com a adicdo de fluorocromos aos primers
utilizados permite a realizacdo de PCR em multiplex, com a amplificagdo simultanea de
multiplos fragmentos de DNA, aumentando o poder de discriminagdo obtido com uma

Unica amplificacao (Butler, 2012; Goodwin et al., 2011).
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Figura 7. Fases dos ciclos térmicos da PCR: desnaturagéo da cadeia de DNA; annealing e extensao
dos primers, juntamente com as temperaturas necessarias para que cada etapa ocorra. Adaptado de
(Butler, 2010). Created with BioRender.com.

As amostras extraidas foram amplificadas utilizando o kit GlobalFiler™ PCR
Amplification (ThermoFisher Scientific — AB) que permite amplificar 21 STRs
autossomicos (D3S1358, D22S1045, D16S539, vWa, TPOX, D8S1179, D21S11,
D2S441, CSF1PO, D19S433, FGA, D5S818, THO1, D7S820, SE33, D10S1248,
D13S317, D1S1656, D12S291 E D2S1338), 1 Y-STRS (DYS291), 1 Y indel e o
marcador determinante do sexo, a amelogenina (Applied Biosystems, 2020).

Antes de se iniciar a preparacdo das amostras, descontaminou-se com luz UV as
DNA workstations, assim como todos os materiais utilizados. Tanto as amostras como
os reagentes de amplificagdo foram colocados brevemente no vortex e centrifugados de
acordo com as instru¢des do fabricante. Preparou-se uma mistura de reacéo, de acordo

com a tabela 5.
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Tabela 5. Preparacdo das amostras para amplificagdo com o kit GlobalFiler (AB), conforme o
protocolo.

GlobalFiler GlobalFiler DNA (uL) Volume final
Master Mix (uL) Primer Set (uL) H (uL)
Variavel, dependendo

75 25 - 25
da quantificagéo

Adicionou-se o volume necessario desta mistura em cada poco da placa de
amplificacao, incluindo os controlos. De seguida, distribuiu-se DNA em cada poco (1 a
15 pL dependendo dos resultados da quantificagdo), perfazendo-se o volume com low
TE buffer, caso seja necessario para manter o volume final constante (25 pL). As
amostras foram amplificadas no termociclador Veriti™ (AB) utilizando o programa de
amplificacdo recomendado e validado internamente (tabela 6) (Applied Biosystems,
2020; IT-SGBF-C-006, 2021).

Tabela 6. Programa de ciclos térmicos para o GlobalFiler™ PCR Amplification Kit. Adaptado de
(Applied Biosystems, 2020).

29 ciclos o P
Incubacao inicial Extenséo final Ultimo passo
Desnaturacgéo Annealing/Extenséo
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C
1 min 10s 90s 10 min 0

No fim do programa de amplificagéo, as amostras foram retiradas do termociclador
e armazenadas a -25°C + 10°C.

3.4. Separacao eletroforética e detecdo dos
fragmentos de DNA

A reagdo de PCR produz uma mistura de fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos que representam diferentes alelos STR. Para os distinguir é necessario, nao

s6 separar os fragmentos, mas também ter um mecanismo gue permita a sua detecao.
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Atualmente, a eletroforese capilar é a técnica de separacéo e detecdo dos alelos STR
mais utilizada nos laboratérios forenses (Butler, 2010, 2012).

Previamente a aplicacdo no sequenciador automatico Applied Biosystems/Hitachi
3500 Genetic Analyzer, preparou-se uma solug¢do constituida por 9.5 pyL de Hi-DI™
Formamide (ThermoFisher — AB) - solu¢do deshaturante que mantém separadas as
cadeias de DNA - e 0.5 pL de GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2.0 (ThermoFisher
— AB) constituido por fragmentos de DNA de tamanho conhecido. Foram distribuidos 10
ML desta mistura a cada pogo e adicionado 1 pL de DNA amplificado, controlos
amplificados ou ladder alélico (possui os alelos mais comuns de cada marcador, sendo
especifico para o kit de amplificacdo utilizado), assegurando um volume final minimo de
10 pL por poco. Selou-se a placa com septa e verificou-se se existiam bolhas nos pocos,
centrifugando-se levemente caso existissem. As amostras foram desnaturadas
colocando a placa num termociclador durante 3 min a 95°C, garantindo assim que as
cadeias complementares de DNA continuavam separadas. Por fim, encerrou-se a placa
nos suportes e colocou-se no sequenciador automéatico (IT-SGBF-C-005, 2020).

As amostras séo introduzidas nos capilares através da aplicagdo de uma
voltagem, processo denominado por injecdo eletrocinética. Como os fragmentos de
DNA sdo negativamente carregados num ambiente com pH neutro, devido ao seu grupo
fosfato, uma voltagem positiva provoca a entrada das amostras para o capilar. Por forga
desta voltagem, os fragmentos de DNA deslocam-se no sentido do elétrodo positivo,
afastando-se do elétrodo negativo. Cada capilar é preenchido por um polimero viscoso
gue funciona como um obstaculo para os fragmentos de DNA, separando-os de acordo
com o seu peso molecular. Portanto, as moléculas de menor tamanho tém maior
facilidade em movimentarem-se neste meio, deslocando-se mais rapidamente que os
fragmentos de maior peso molecular.

Na zona terminal do capilar encontra-se embutida uma janela sobre o qual incide
um raio laser que excita os fluorocromos contidos nos primers utilizados na PCR e que
se encontram incorporados nos fragmentos amplificados que por ai passam. Ao excitar
os fluorocromos, ocorre a emissao de fluorescéncia. As diferentes cores dos corantes
sdo separadas pelo 3500 Series HID Data Collection Software v4.0.1 do equipamento,
utilizando a calibracdo espectral que é necessaria e especifica para cada conjunto de
fluorocromos. Os picos resultantes séo identificados e associados a respetiva cor (figura
8). Portanto, gera-se um eletroferograma, cujos picos sdo apresentados como
intensidade da fluorescéncia emitida pelos fragmentos em funcao do tempo de migragéo

destes até atingirem a janela de detecao.
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Figura 8. Esquema representativo da separagdo eletroforética e subsequente detecdo dos
fragmentos. Adaptado de (Butler, 2012).

Os fragmentos detetados sdo comparados com a curva de calibracdo do size
standard, permitindo determinar o seu tamanho e a comparag¢do com o ladder alélico
permite identificar os diferentes alelos (figura 9). A andlise dos eletroforegramas foi
realizada utilizando o programa GeneMapper™ ID-X Software v.1.6 (AB) (Butler, 2010,
2012).

Ladder Amostra
ali amplificada
alélico Ssdssd
equipamento de

M Eletroforese Capilar |M l M

Separagao por
core
determinacao
do tamanho

Locus 1 dos picos

MA h A A Alelos (n°repetigoes) A h
M
-
| -

Separagao por cor e
determinagéo do
tamanho dos picos

MMM e
a0

Standard interno Genétipo = 12, 14 Standardinterno

Figura 9. Representacéo ilustrativa da genotipagem, processo realizado através da comparacéo
entre os resultados do ladder alélico e dos fragmentos anteriormente amplificados. Para que esta
comparagdo possa ser feita, tanto os picos do ladder alélico como os da amostra devem medidos em
relagdo ao mesmo standard interno. Adaptado de (Butler, 2012)

41



DNA: transferéncia e/ou persisténcia

A quantificacdo das amostras recolhidas ao longo deste estudo forneceram
concentracdes baixas de touch DNA, insuficientes para prosseguir para amplificacao.
No entanto, algumas amostras apresentaram hiveis superiores. Como exibiram
resultados tdo discrepantes dos restantes, deu-se seguimento ao procedimento
laboratorial com o objetivo de obter perfis genéticos destas amostras e, assim, tentar
determinar o que provocou as diferengas observadas. Portanto, pretende-se verificar a
existéncia de perfis singulares pertencentes apenas a uma pessoa, 0 que seria de
esperar, ou perfis de mistura pertencentes a mais do que um individuo. Isto é
conseguido através da analise do nimero de alelos presentes em cada marcador, assim
como a observacédo da proporcao dos picos (Butler, 2010).

Os eletroferogramas obtidos a partir destas amostras foram avaliados de acordo
com o procedimento de interpretacdo e validacdo de perfis genéticos seguido pelo
SBGF-C (PO-SGBF-001, 2020). A andlise foi realizada com um limiar de analise de 70
RFU (unidades de fluorescéncia relativa).

Um perfil, para ser considerado de mistura, deve cumprir, obrigatoriamente, dois
requisitos, revelando a presenca de dois contribuintes como minimo, depois de
eliminada a presenca de eventuais contaminacgdes (através da analise, por exemplo, de
controlos negativos) e/ou artefactos (por exemplo, stutters, drop-ins, pull-ups):

i. presenca de mais do que dois alelos em dois ou mais loci;

ii. significativo desequilibrio alélico em, pelo menos, um locus heterozigético.

O desequilibrio na altura dos picos X e Y (Amelogenina) pode também ser um
indicador da presenga de uma mistura (hnomeadamente no caso de misturas constituidas
por contribuintes masculinos e femininos).

Os perfis genéticos das amostras amplificadas foram confrontados com os perfis
de referéncia dos supostos contribuintes. Enfatiza-se que os perfis de referéncia ja se
encontravam disponiveis na base de dados do SBGF-C. Os alelos STR néo
concordantes com o perfil do voluntario que contribui para a amostra em questéo foram

considerados alelos non-self (exdgenos), ou seja, pertencentes a um outro individuo.

4. Analise estatistica

Numa primeira abordagem mais superficial, as concentracbes de DNA
inicialmente libertadas foram comparadas com os valores verificados apos utilizagédo da

solucdo alcoodlica nas maos, recorrendo a percentagens como forma de tentar definir
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uma tendéncia relativamente ao comportamento do individuo no que toca a deposicao
de DNA. Para que os resultados fossem mais percetiveis, apresentaram-se as médias
de concentracdo de DNA depositado de cada individuo juntamente com o seu desvio
padréo.

Para entender a relevancia das observac¢fes realizadas anteriormente e, assim,
efetuar uma andlise estatistica avancada, utilizou-se o IMB® SPSS® 28.0.1 software.
Aplicou-se o teste de variancia simples (one-way ANOVA) de medidas repetidas
comparando os niveis de DNA depositados entre os quatros time points estudados. A
hipétese nula a testar é a de que ndo existem variagBes significativas entre as
concentracdes de DNA, o que significaria que a higienizacdo das méos com solugbes

alcodlicas ndo exerce influéncia na transferéncia de touch DNA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Escolha do substrato secundario e do método de

recuperacao de DNA

1.1. Substrato

Uma vez que, geralmente, apenas € possivel recolher uma pequena quantidade
de DNA a partir de amostras touch, achou-se necessario realizar um ensaio que
envolvesse dois substratos disponiveis no laboratério (lAmina de vidro e espatula de
madeira) para verificar onde se conseguiria recuperar niveis superiores de DNA e, de
acordo com os resultados, escolher a melhor superficie para executar posteriores

cenarios de transferéncia.

Tabela 7. Niveis de touch DNA (ng/uL) detetados nas amostras depositadas pelos voluntarios A e
G em dois substratos secundarios distintos: lamina de vidro e espéatula de madeira. Depois de uma primeira
transferéncia de DNA (AT), os individuos desinfetaram as méaos e repetiram o processo de deposicdo (0
min).

Amostra AT 0 min
A Madeira 0.0001 0.0001
G Madeira 0.0012 0.0002
A vidro 0.0007 0.0004
G vidro 0.0010 0.0028

Na deposicao de touch DNA previamente a higienizacdo das maos, obtiveram-se
valores de quantificagdo compreendidos entre 0.0001 e 0.0012 ng/pL, ambos os
extremos obtidos em madeira. ApOs desinfetarem as maos, os voluntarios transferiram
entre 0.0001 e 0.0028 ng/uL de DNA, em que o limite inferior corresponde a deposicdo
na espatula de madeira e o superior, na lamina de vidro (tabela 7).

O participante G parece transferir uma maior quantidade de DNA em ambos 0s

substratos, o que pode ser devido ao seu shedder status. Todavia, como este ensaio €
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realizado com dois voluntarios e apenas uma vez para cada substrato, ndo é possivel
verificar uma tendéncia em depositar consistentemente maior ou menor quantidade de
DNA. Adicionalmente, nenhuma das amostras apresenta DNA suficiente para
prosseguir para amplificacédo e, por conseguinte, ndo permite avaliar o perfil genético.

Como ndo se observou resultados que permitissem concluir que existem
diferencas na transferéncia de touch DNA dependentes da superficie onde é depositado,
decidiu-se prosseguir o estudo com a lamina de vidro como substrato, uma vez que ha
uma maior disponibilidade deste material no laboratério. Neste caso, 0 substrato
secundéario parece ndo influenciar a transferéncia de DNA, o que é incompativel com a
observacdo de outros autores (Daly et al., 2012; Fonnelgp et al., 2015). Contudo, o
reduzido tamanho da amostra ndo permite fazer generalizacdes quanto a relacdo entre
a quantidade de DNA recuperado e a superficie onde é depositado.

1.2. Método de recuperacao

Pelos mesmos motivos explicados anteriormente, efetuou-se um outro ensaio
para tentar concluir qual o melhor método para que a recuperagcédo do DNA depositado

na lamina de vidro fosse o0 mais eficiente possivel.

Tabela 8. Niveis de touch DNA (ng/uL) detetados nas amostras depositadas em laminas de vidro
pelos voluntarios A e B. Individuo A utilizou apenas a médo dominante, enquanto que o individuo B utilizou
a mao dominante (B#1) e ndo dominante (B#2). Os individuos transferiram o seu DNA antes de
desinfetarem as méos (AT), assim como 0 e 15 minutos apos utilizacéo de solucdes alcodlicas.

Amostra AT 0 min 15 min
A 0.0004 0.0002 0.0003
B#1 0.0014 0.0007 0.0066
B#2 0.0005 0.0003 0.0004

As amostras B#1 apresentaram melhores resultados em todos os tempos
estudados. J& no segundo conjunto de amostras do participante B (B#2) detetou-se

quantidades semelhantes as amostras do individuo A. Assim, neste ensaio, a deposicao
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de uma maior quantidade de DNA em B#1 pode n&o estar relacionada apenas com o
shedder status do individuo B (tabela 8).

Um fator que poderia explicar as variacées entre o primeiro e o segundo conjunto
de valores do voluntario B é a utilizacdo de méaos diferentes na transferéncia de DNA
(dominante e ndo dominante, respetivamente). Contrariamente ao que Phipps e
Petricevic observaram, a mao dominante do individuo B libertou maior quantidade de
DNA, mesmo apos desinfetar as méos (Phipps et al., 2007). Portanto, decidiu-se pedir
aos voluntarios que realizassem as transferéncias de DNA com a mao dominante,
também como forma de estandardizar o design do préximo ensaio. Porém, o individuo
A libertou quantidades exiguas de DNA, tal como as amostras B#2, mesmo colocando
os dedos da mao dominante na lamina de vidro, o que levanta davidas relativamente a
influéncia da méo utilizada na transferéncia de DNA.

As amostras depositadas no primeiro (tabela 7) e segundo ensaio (tabela 8)
exibem niveis de DNA semelhantes entre si, 0 que podera indicar que o método de
recuperacdo ndo influencia a quantidade de DNA detetada na superficie ou,
alternativamente, a existéncia de um método mais eficiente que a zaragatoa humida e
a fita-cola. Esta dificuldade em encontrar a melhor técnica de recolha que recupere a
maioria do touch DNA transferido estende-se a comunidade cientifica, apresentando
resultados discordantes, devendo-se ter em consideragéo variabilidade inter-laboratorial
e, até mesmo, inter-individual (Gosch et al., 2019).

O valor mais elevado foi detetado no segundo ensaio, sendo aproximadamente
duas vezes superior a quantidade maxima de DNA detetada no primeiro experimento,
demonstrando ser uma técnica promissora para o subsequente ensaio. Portanto,

decidiu-se utilizar fita-cola para recolher o material biol6gico transferido.

2. Higienizagao das maos

2.1 Efeito imediato da higienizacdo das maos na
libertacdo de touch DNA
Na primeira experiéncia (tabela 7), ao comparar com os resultados obtido numa

primeira deposicao (AT), tanto o individuo G como o A depositaram menos DNA na

espatula de madeira e na lamina, respetivamente, apos desinfetarem as maos. Nos
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restantes cenérios de transferéncia ndo se observou diferencas entre o antes (AT) e
depois (0 minutos) da utilizacdo da solucédo alcodlica (Amadeira) OU €Ntd0 ocorreu um
aumento do DNA depositado (Gvigro). J& o segundo ensaio (tabela 8), os resultados sédo
mais uniformes, detetando-se sempre uma diminuicdo de DNA depositado apés
desinfecdo das maos, sendo mais notavel nas amostras B#1. Portanto, na maioria das
amostras depositadas nos primeiros dois ensaios ja € possivel observar uma tendéncia
que é explorada neste experimento, numa escala superior, com um maior nimero de
participantes e aplicando os conhecimentos retirados das experiéncias anteriores.

No primeiro evento de transferéncia deste terceiro ensaio (tabela 9),
correspondente a deposicdo de DNA antes de desinfetar as maos (AT), 0s niveis
detetados variaram entre 0.0005 e 0.0118 ng/uL (média — 0.0031 ng/uL), o que
corresponde a um intervalo de 0.025 a 0.59 ng nos 50 uL de volume final de amostra
extraida. Este Gltimo valor mencionado, apresentado pela amostra A#3, € muito superior
aos restantes, demonstrando ser cerca de 2 vezes superior ao segundo valor mais
elevado. E de notar que, previamente ao inicio de cada sequéncia de eventos de
transferéncia, a dltima vez que os individuos lavaram ou desinfetaram as méos é
desconhecida. Devido ao estado de pandemia, é normal que os participantes tenham
mais cuidados higiénicos, havendo uma grande probabilidade de lavarem as maos com
mais frequéncia. Portanto, os valores iniciais podem ja estar influenciados. As
quantidades depositadas no momento AT podem também estar condicionadas por
outras atividades, tal como o uso de luvas que diminui os niveis de DNA presentes nas
MAaos.

Imediatamente apos utilizagdo de solucdo alcoodlica na desinfecdo das méaos (0
min), os voluntarios depositaram quantidades de DNA compreendidas entre 0.0005 e
0.0289 ng/pL (média — 0.0029 ng/uL), ou seja, um intervalo de 0.025 a 1,45 ng em 50
ML de amostra. O DNA quantificado na amostra F#3 (0.0289 ng/uL) foi o valor mais
elevado de todas as amostras e de todos 0s ensaios, sendo 6 vezes superior ao

segundo valor mais elevado deste time point.
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Tabela 9. Niveis de touch DNA (ng/uL) detetados nas amostras depositadas em laminas de vidro
pelos voluntarios A-F. Os individuos transferiram o seu DNA antes de desinfetarem as méaos (AT), assim
como 0, 15 e 60 minutos apods utilizagdo de solugBes alcodlicas. Cada individuo realizou o mesmo
procedimento em 3 dias diferentes, nas mesmas condi¢Bes. Por apresentarem valores discrepantes, as
amostras assinaladas seguiram para amplificagdo.

Amostra AT 0 min 15 min 60 min
A #1 0.0016 0.0018 0.0024 0.0036
A #2 0.0032 0.0005 0.0019 0.0004
A #3 0.0118 0.0011 0.0053 0.0020
B #1 0.0014 0.0013 0.0005 0.0001
B #2 0.0005 0.0014 0.0039 0.0017
B #3 0.0022 0.0012 0.0096 0.0031
C#1 0.0019 0.0008 0.0014 0.0012
C#2 0.0015 0.0010 0.0007 0.0015
C#3 0.0019 0.0021 0.0019 0.0027
D #1 0.0010 0.0006 0.0007 0.0008
D #2 0.0017 0.0006 0.0042 0.0014
D #3 0.0009 0.0003 0.0018 0.0034
E #1 0.0047 0.0021 0.0013 0.0002
E #2 0.0052 0.0046 0.0018 0.0017
E #3 0.0048 0.0025 0.0041 0.0006
F#1 0.0015 0.0015 0.0008 0.0016
F #2 0.0017 0.0005 0.0006 0.0040
F #3 0.0075 0.0289 0.0014 0.0080

O individuo E destaca-se nestes dois momentos, depositando consistentemente
maiores quantidades de touch DNA nos 3 replicados. Isto pode estar relacionado com
a sua tendéncia individual de libertar DNA. No entanto, uma vez que liberta menores
guantidades nos restantes tempos, € possivel que estes valores iniciais reflitam uma
atividade extrema em que o individuo recolheu mais material genético.

Examinando os resultados da quantificacdo constatou-se que em 13 das 18
amostras (72.22%) ocorreu uma diminuigao da libertacdo de DNA depois dos voluntarios

desinfetarem as maos. Este decréscimo também pode ser interpretado a partir da
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comparacao entre a média obtida no tempo AT (0.0031 ng/uL) e a média calculada apés
desinfecao das maos (0.0029 ng/uL).

Apenas os participantes D e E manifestaram decréscimo entre os dois momentos
de transferéncia, nos trés replicados. O individuo F foi o mais inconstante, ndo exibindo
diferencas na quantidade de DNA transferida para a lamina no primeiro dia,
apresentando um decréscimo no segundo dia e um aumento no terceiro dia. Os
restantes depositaram menos DNA em dois dos replicados, aumentando a sua
transferéncia num dos dias. Assim, a facto de ocorrer diminuicdo da libertacédo de touch
DNA com a higienizagdo das méaos é inconsistente tanto de individuo para individuo
como entre os depdsitos de cada voluntario.

Algumas das amostras, como a B#1, apresentam uma diminuicdo de transferéncia
de DNA apos higienizagdo das maos, mas esta diferengca demonstrou ser minima. Tal
como era de esperar de amostras depositadas pelas méaos, detetaram-se niveis baixos
de DNA, comparativamente a outros materiais biol6gicos analisados no laboratorio. Este
facto dificulta também a andlise da disparidade entre os dois momentos de transferéncia
de DNA, e consequentemente, a capacidade de chegar a uma conclusédo definitiva
guanto a influéncia das solugdes alcoolicas na deposicdo de touch DNA.

Calculando a média da concentragdo de DNA determinada pelo RT-PCR, dos trés
dias em que se realizou as experiéncias, para cada individuo, verificou-se que B, C e D
sao os participantes que libertam, em média, menos DNA, tanto antes como depois de
desinfetarem as maos. No entanto, o individuo A transfere uma quantidade semelhante
de DNA, relativamente aos voluntarios referidos anteriormente, quando higieniza as
maos. O individuo F é o que deposita, em média, a maior quantidade de DNA, devido a

amostra cedida no terceiro dia, apds desinfetar as maos (figura 10).

W Antes Depois

0.0120
0.0100
0.0080
0.0060
0.0040 [
0.0020 i I

: B i
0.0000

A B C

D E F

CONCENTRACAO DE TOUCH DNA

Figura 10. Concentracdo de touch DNA (ng/uL) calculada através da média dos resultados da
quantificagdo dos 3 dias, juntamente com o desvio padrao. Este valor é determinado para cada voluntario,
antes (AT) e depois (Omin) da desinfe¢cdo das maos.
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Com excecao do individuo F, os voluntarios transferem, em média, uma menor
guantidade de DNA apdés higienizacdo das maos. O decréscimo de DNA transferido
mais acentuado € visualizavel no individuo A (A#3) o que poderd indicar que € mais
influenciado pela desinfecdo das maos. Uma vez que os individuos B, C e D libertam
uma menor quantidade de DNA, as diferencas entre o antes e depois também sao
menos percetiveis que os restantes, especialmente no caso do voluntario B.

Apesar da tendéncia observada na figura 10 relativa a higienizacdo das méaos,
pode-se concluir que, em geral, todos os voluntarios apresentaram uma certa
variabilidade intra-individual relativamente aos niveis de DNA transferidos para a
superficie, sendo mais proeminente nos individuos A e F. Portanto, os voluntarios que
apresentaram diferengas mais marcantes entre o antes e depois de utilizagdo de
solucao alcodlica, sdo também os que libertaram niveis muitos dispares de DNA num
dos dias. Para se tentar determinar uma explicacdo para a sua quantificacdo e,
consequentemente, perceber a relevancia da desinfecdo das maos nestes casos, as

amostras A#3 (AT) e F#3 (0 min) seguiram para amplificacéo.

2.2. Influéncia do tempo entre higienizacao das maos

e evento de transferéncia de touch DNA

No segundo ensaio (tabela 8), para além de se verificar a quantidade de DNA
depositado imediatamente apés desinfetar as maos, aplicou-se um intervalo de tempo
de 15 minutos para que o individuo transferisse novamente o seu DNA, detetando-se
uma maior quantidade deste, relativamente as amostras no time point O minutos. No
entanto, esta diferenca € muito reduzida em A e B#2, ndo permitindo fazer
generalizacdes quanto a evolugao do DNA libertado. Assim, analisou-se os resultados
do terceiro ensaio (tabela 9).

Ap6s 15 minutos da higienizagdo das maos, os voluntarios resumiram um novo
momento de transferéncia de touch DNA. As quantificagcfes resultantes deste evento
apresentaram valores entre 0.0005 e 0.0096 ng/puL (média — 0.0025 ng/upL), que
coincidem com um intervalo de 0.025 a 0.48 ng em 50 pL de amostra extraida.

Em 11 amostras (61.11%) observou-se um aumento da deposicdo de DNA
guando existiu um intervalo de tempo de 15 minutos entre a higienizagcdo das méos e o
momento de transferéncia, relativamente aos valores detetados imediatamente apds

desinfeta-las. No entanto, este aumento € minimo nas amostras D#1 e F#2.
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Analisando os resultados de cada individuo, consegue-se realizar algumas
observacdes interessantes. Apesar da maioria das amostras exibirem um aumento de
DNA, apenas os voluntarios A e D depositaram maiores quantidades nos trés replicados,
enguanto B apenas demonstrou este aumento em dois dos dias. C, E e F apresentaram
decréscimo dos niveis de DNA detetados em dois dias. Assim, existe uma variabilidade
entre voluntarios, assim como entre as deposicbes de cada individuo. Também ao
apresentar os resultados num gréfico (figura 11), discriminando-os por voluntério, é
possivel concluir que o tipo de evolucdo que a concentracdo de DNA depositada exibe
15 minutos apds utilizacdo de desinfetante é inconstante.

Enquanto os individuos A, B e D libertaram, em média, uma maior quantidade de
DNA passados 15 minutos comparado com os valores detetados imediatamente apés
desinfetarem as maos, observou-se uma reducéo desta quantidade nos participantes E
e F, sendo que este Ultimo apresenta um decréscimo bastante acentuado. Ja o individuo

C, em média, ndo apresentou diferencas assinalaveis.
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Tempo relativo a higienizagdo das maos

Figura 11. Concentragdo de DNA (ng/uL) calculada através da média dos resultados da
guantificagcdo dos 3 dias, depositada por cada voluntario nos time points AT, 0, 15 e 60 minutos.

Seguindo a classificagdo do tipo de shedder de Lowe e colaboradores (Lowe et
al., 2002), comparou-se os resultados entre os voluntarios aos 15 minutos apos
higienizac@o das méos (tabela 9). No momento analisado, os individuos C e F parecem
libertar consistentemente baixos niveis de DNA, contrariamente ao voluntario A que, ao
longo dos 3 dias, transfere maiores quantidades de DNA relativamente aos outros

individuos. Porém, os restantes voluntarios demonstraram ser menos coerentes, como
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€, por exemplo, o caso do individuo B que no segundo e terceiro dia transfere uma
grande quantidade de DNA, mas no depoésito do primeiro dia detetaram-se dos valores
mais baixos para este tempo. Esta inconsisténcia evidencia a dificuldade de dividir as
pessoas em good, intermediate ou poor shedders e que esta categorizacao podera ser
demasiado elementar, corroborando as conclusdes realizadas noutros trabalhos
(Phipps et al., 2007).

Passados 60 minutos da utilizagdo da solugédo alcodlica, os valores de DNA
variaram entre 0.0001 e 0.0080 ng/pL (média — 0.0021 ng/uL), que corresponde a um
intervalo de 0.005 a 0.4 ng em 50 pL de amostra (tabela 9). Neste time point observou-
-se uma reducédo da quantidade de DNA detetada na superficie em 10 das 18 amostras
(55.56%), relativamente aos valores determinados 15 minutos apos desinfecdo das
maos. Quando comparado com as concentracdes de touch DNA detetadas aos O
minutos, observou-se um aumento em 12 das amostras (66.67%). Em contraste com os
valores iniciais, o comportamento dos individuos quanto a transferéncia de DNA aos 60
minutos € menos conclusivo, uma vez que cerca de metade das amostras exibiu valores
superiores e outra metade, valores inferiores a quantidade apresentada antes da
higienizagéo das méos.

Examinando a figura 11, 4 dos 6 participantes (A, B, D e E) exibiram, em média,
uma reducdo de DNA transferido para a lamina de vidro no time point 60 minutos. Os
restantes depositam mais material biolégico, relativamente & deposicdo anterior. O
voluntario F é o que deposita, em média, maior quantidade de touch DNA, tanto aos 60
minutos como aos 0 minutos. No entanto, é o que liberta menos DNA 15 minutos apés
desinfetar as méaos. O participante C é constante na quantidade de DNA transferida,
apresentando apenas uma pequena variagdo ao minuto 60. Os individuos A, B e C
apresentam médias muito semelhantes no minuto 0, o que também ocorre no minuto
60, com a adicao do voluntario D.

Tal como acontece nos tempos anteriormente analisados, existe uma certa
variabilidade inter e intra-individual. Assim, levanta-se a hipétese da impossibilidade de
prever o comportamento do individuo relativamente a quantidade de DNA transferido,

independentemente do tempo entre a utilizacédo de solugbes alcodlicas.

52



DNA: transferéncia e/ou persisténcia

2.3. Relevancia dos resultados

Realizou-se um teste de variancia simples (one-way ANOVA) de medidas
repetidas com o objetivo de testar a hipotese nula de que ndo existem diferencas entre
as concentracdes de DNA transferidas pelos individuos entre os time points estudados,
avaliando assim a influéncia da higienizacdo das maos na libertacdo de DNA. Os
resultados da ANOVA: Lambda de Wilks=0.885, F (3,15)=0.650, p=0.595, permitem
aceitar a hipotese nula.

As primeiras investigacdes que incidem neste tema, sugerem que a lavagem das
ma&os tem um impacto na transferéncia de DNA (Lowe et al., 2002; Phipps et al., 2007).
Em oposicdo a estes autores e em concordancia com os resultados gerados neste
trabalho, Goray e colaboradores, assim como Szkuta e colaboradores ndo observaram
diferengas significativas na quantidade de touch DNA libertado, independentemente do
intervalo de tempo entre a utilizacdo de solugbes alcodlicas e a transferéncia de DNA
(Goray et al., 2016; Szkuta et al., 2017). Assim, as diferencas descritas anteriormente
podem néo estar necessariamente relacionadas com o desinfetante. Como existe uma
diversidade de fatores capazes de afetar o processo de transferéncia, torna-se
impossivel apontar uma variavel em especifico, neste estudo, que influencie a
deposicdo de material genético, até porque pode ser afetada por véarios fatores em
simultdneo. Um dos fatores mais provaveis sao as atividades realizadas pelos
voluntarios. Como foi referido anteriormente, no intervalo de tempo entre cada
transferéncia, as tarefas executadas pelos individuos ndo sédo controladas, podendo
certas atividades resultar no aumento e outras na reducdo de DNA nas maos, afetando

a quantidade de DNA depositado na superficie em cada time point.

3. Niveis de DNA

Algo comum a todas as amostras s&o 0s baixos niveis de touch DNA recuperados,
observacao que estd em concordancia com a maioria dos trabalhos que incidem neste
tipo de amostras.

A quantidade 6tima de DNA para obter perfis analisaveis encontra-se entre 0s 0.5-
1 ng nos 15 pL adicionados na reagdo. Num estudo de validacdo interna concluiu-se

que uma concentracao de DNA de 0.04734 ng/uL € o valor minimo capaz de gerar perfis
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completos, excluindo assim todas as amostras recolhidas. Independentemente da
concluséo efetuada neste estudo sobre a higienizacdo das maos, a sua influéncia na
deposicado de DNA parece ndo ser o maior problema na recuperacéo de touch DNA.

Existem varias explicacbes possiveis para a detecdo de valores tdo reduzidos.
Primeiramente, é necesséario entender que existem diversos fatores que afetam a
transferéncia de DNA, aos quais se adiciona os diferentes designs experimentais e
métodos de processamentos das amostras seguidos em cada laboratério, explicando
as variagdes que sdo detetadas entre estudos. O proprio método de quantificagdo do
DNA néo oferece valores reproduziveis, ou seja, repetindo RT-PCR para a mesma
amostra, ndo se obteriam exatamente os mesmos valores apresentados na primeira
quantificacdo. Para além disso, os niveis detetados podem nao representar os valores
reais recolhidos, uma vez que existe a possibilidade de ocorrer uma perda de DNA
durante o processo de extracao.

Pensado apenas no processo de transferéncia, os resultados obtidos podem
serem justificados pela realizacdo de apenas um contacto com a superficie, o que vai
de encontro com a teoria de que um contacto unico provoca a libertagdo de um reduzido
namero de células, traduzindo-se na recuperacdo de baixos niveis de touch DNA
(Meakin et al., 2013). Portanto, o contacto multiplo com os itens pode ser um critério
essencial para detetar niveis superiores de DNA, ocorrendo um aumento de DNA
depositado na superficie apds cada contacto, como previamente descrito (Gosch et al.,
2019). Alternativamente, os baixos niveis de DNA podem indicar o manuseamento de
varios itens previamente ao momento da transferéncia, uma vez que é possivel que os
voluntarios tenham tocado noutras superficies antes de depositar o seu material no
substrato utilizado no estudo, tendo menos DNA disponivel nas maos. Sendo o estudo
desenvolvido num laboratério forense, é bastante provavel que os voluntarios tenham
utilizado luvas antes de iniciarem as experiéncias, assim como nos intervalos de tempo
aplicados, tendo transferido o seu DNA para o lado interior deste material, estando de
acordo com as observacfes de Goray e colaboradores (Goray et al., 2016). Portanto, a
recuperacao de baixos niveis de DNA pode estar relacionado com contacto limitado com
a superficie ou com o contacto prévio com outros objetos.

Para além disso, tal como referido anteriormente, a presenca de DNA nas maos
ja pode estar condicionada pela frequente higienizacdo das maos (Burrill et al., 2019;
van Oorschot et al., 2019). Também o reduzido tamanho da amostra pode nao ser
representativo da populagdo, uma vez ha a possibilidade de todos individuos que
participaram neste estudo serem poor shedders, libertando quantidades reduzidas de
touch DNA.
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Como se pode observar, os valores apresentados podem depender de diversas
variaveis, sendo muito dificil orquestrar o ambiente perfeito para que se consiga obter
niveis razoaveis de touch DNA. Esta dificuldade aumentarda drasticamente num
ambiente ndo controlado, em contexto forense. Isto leva a questionar a verdadeira
utilidade da recuperacdo do DNA presente em objetos manuseados. Talvez a tentativa
de recolher touch DNA seja mais rentavel quando ndo existem outros vestigios visiveis,

tal como defenderam certos investigadores (Ostojic et al., 2017; Sessa et al., 2019).

4. Niveis de degradacao e IPC

A avaliagdo do nivel de degradagdo das amostras de touch DNA foi possivel
através da utilizacdo do kit Quantifiler™ Trio. Como referido anteriormente, este kit
deteta e amplifica dois alvos autossémicos denominados de Small Autossomal (SA) e
Large Autosomal (LA) targets.

O alvo LA é utilizado para analisar a qualidade do DNA, uma vez que a
degradacao do DNA dificulta a andalise de fragmentos maiores, provocando uma
diminuicdo do resultado de quantificagdo do alvo LA. Como o indice de degradacao (DI
— do inglés Degradation index) é obtido através da raz&o entre os resultados de
guantificacéo do alvo SA e alvo LA, o valor de DI pode ser influenciado pela degradacéo
do DNA.

Quando se analisa os resultados da quantificacdo deve-se ndo sO observar a
concentracdo de DNA, mas também o nivel de degradacdo das amostras. Isto porque,
para amostras com a mesma concentra¢do, um aumento de DI corresponde a uma
diminuicdo da qualidade do num perfil genético. Tendo esta ideia em mente, pode-se
escolher uma quantidade de DNA apropriada para aplicar na amplificagdo e, assim,
tentar ultrapassar o efeito da degradacéo.

Para além da degradagdo do DNA, o DI pode também refletir a existéncia de
inibidores da reacdo PCR, uma vez que a presenca de impurezas no extrato de DNA
afeta primeiro o alvo LA. Uma vez que os fragmentos maiores ndo conseguem amplificar
com a mesma facilidade que os fragmentos de menor tamanho devido aos inibidores, a

inibicdo podera ser confundida pela degradacdo. Assim, para avaliar a qualidade do
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DNA de interesse € necessario estudar simultaneamente o indice de degradacédo e o
valor de IPC.

Neste caso em concreto, um dos inibidores possiveis seria a propria fita-cola
utilizada para recolher o material depositado na superficie. Ao longo de todos os
ensaios, o IPC apresentou valores rondando os 27 ciclos, encontrando-se dentro da
margem expectavel para as concentracdes de DNA detetadas. Assim, confirmou-se a
auséncia deste ou outros inibidores da reagao de PCR no conjunto de amostras, assim
como a correta funcionalidade de todos os componentes da reacao.

Focando no indice de degradacdo das amostras recolhidas no terceiro ensaio
(tabela 10), as que exibem um valor inferior a 1 tém uma concentragdo de sonda de
maior tamanho semelhante a mais pequena, o que significa que ndo estdo degradadas
nem inibidas. No entanto, a maioria das amostras quantificadas neste trabalho
apresentam um valor de DI compreendido entre 1 e 10, indicando que o DNA apresenta
um nivel de degradacdo moderado. Neste caso, a inibicdo de PCR ¢é possivel, mas ndo
o suficiente para afetar a amplificacdo do IPC. Nas amostras em que o indice de
degradagédo é superior a 10 ou esta representado pelo simbolo 111, o DNA esta
significativamente degradado. Novamente, € possivel que tenha ocorrido inibicdo da

reacdo, o que ndo impediu a amplificagéo do IPC.

Tabela 10. indices de degradagéo obtidos durante o processo de quantificacdo do DNA, calculados
a partir da razdo entre a concentracdo de DNA do alvo SA e a concentracdo do alvo LA. Estes valores
podem refletir a degradacdo do DNA analisado ou a presenga de inibidores da reacdo PCR.

Amostra AT 0 min 15 min 60 min
A #1 1.8328 1.3185 3.1043 2.1690
A #2 9.3229 1.1548 4.4253 1.7261
A #3 1.0798 0.8183 1.6884 1.3847
B #1 3.2033 82.6215 1.4941 1.0070
B #2 9 2.9509 1.2917 1.6229
B #3 1.4659 0.9821 2.1006 2.1715
C#l 2.8341 1.0899 1.9983 1.1728
C#2 5.7984 1.8557 1.0658 4.1558
C#3 1.3282 3.2130 2.2559 1.1979
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(continuacgao da tabela 10)

Amostra AT 0 min 15 min 60 min
D #1 1.3162 1.0196 0.5812 0.8429
D #2 0.9267 3.7483 0.8238 2.5662
D #3 1.0242 3.7810 0.5631 1.3116
E#1 1.0660 1.3836 4.5005 "
E #2 1.1048 1.9628 1.2555 1.8657
E #3 1.2627 1.5411 1.3515 3.0496
F#1 1.7994 2.6199 2.0965 2.1690
F #2 1.7749 0.9173 1.5314 2.6296
F #3 0.9249 2.0127 2.1207 2.7499

Uma grande porcao das amostras apresentou um indice de degradacgédo superior
a 1, confirmando as observacdes de touch DNA degradado de algumas investigacdes
(Oleiwi et al., 2015). Esta degradacao foi também observada em depdsitos produzidos
imediatamente depois da higienizacdo das maos o que poderd indicar que o DNA é
fragmentado no corpo, como é o caso de cfDNA, tal como conjeturaram Burrill e
colaboradores (Burrill et al., 2019).

Contudo, os valores de degradacdo apresentados na quantificacdo podem né&o
estar necessariamente relacionados com a degradacéo do touch DNA em si, mas sim
com os niveis de DNA detetados. Isto é, como é recuperado uma quantidade téo baixa
de DNA, a sonda de maior tamanho pode néo conseguir ligar tdo eficazmente ao
segmento alvo, afetando assim o DI.

Sendo este um estudo realizado num ambiente controlado ndo é necessario ter
certas preocupacgdes que se tem num caso criminal real. Enquanto que a degradagéo
verificada nas amostras devera estar relacionada com fatores intrinsecos ao individuo,
os vestigios depositados pelo perpetrador num local do crime estdo também sob a
influéncia das condi¢cdes ambientais, tais como a humidade, temperatura, exposi¢do a
luz UV, chuva e vento, capazes de degradar o DNA.

Ao confrontar os indices de degradacdo do DNA depositado antes (AT) e depois
(0 minutos) dos individuos desinfetarem as maos, néo se verificou uma relagéo entre
diminuicdo/aumento da quantidade de DNA transferido e o seu nivel de degradagéo. O
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mesmo se observou com o passar do tempo entre a utilizacdo da solucéo alcodlica e a
transferéncia. Para além de se detetar variacao de degradacéo do DNA entre individuos,
também se averiguou diferencas na evolugéo da degradacéo entre os depdsitos de cada
individuo, com excecéo do voluntario E que demonstrou transferir DNA com maior nivel
de degradacédo apoés desinfecdo das maos, que coincidiu com uma diminuicdo de DNA
depositado. As amostras que apresentaram hiveis discrepantes de DNA né&o exibiram
um indice de degradacdo superior a outras amostras com menores quantidades de
DNA. Todas as observacdes referidas indicam que as solugfes alcodlicas parecem nao
afetar a qualidade do DNA libertado.

Para retirar conclusbes mais concretas relativamente a degradacdo, seria
necessario analisar os perfis genéticos associados, uma vez que a sua qualidade

diminui com o0 aumento da degradacdo.

5. Amostras amplificadas

E comum as amostras constituidas por touch DNA ndo possuirem quantidades
que atinjam o valor minimo requerido por cada laboratério para realizar a amplificacédo
O mesmo problema ocorre ao longo deste trabalho. Todavia, duas das amostras
exibiram concentracdes discrepantes relativamente as restantes, optando-se por
prosseguir com o procedimento laboratorial com o intuito de entender se este aumento
de DNA deve-se apenas a contribuicao do voluntario responséavel pela transferéncia ou
se se detetam alelos non-self provenientes de outros individuos.

Ao examinar o perfil genético gerado a partir da amostra do individuo A (tabela
11), observou-se que certos loci estudados sdo compostos apenas pelos alelos do
voluntario em questdo. No entanto, também se detetou a presenca de alelos non-self
em 8 dos 21 marcadores. Destes 8, apenas 1 locus exibiu um dos alelos do voluntario
A como minoritario. Nos restantes, o alelo non-self foi categorizado como minoritério, a
excecdo do marcador D1S1656 em que os picos dos alelos self e non-self
demonstraram ser de altura semelhante. Assim, concluiu-se que o perfil da amostra A#3

(AT) tem como contribuinte maioritario o voluntario A.
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Tabela 11. Comparagdo dos alelos detetados na amostra A#3 (AT) com o perfil genético de
referéncia do individuo que participou no estudo — voluntario A. O sinal “<” é utilizado para expressar o

desequilibrio alélico observado em determinado locus.

Locus Alelos observados Alelos esperados
D3SS1358 14,16< 14,16
VWA 16<, 17 17
D16S539 9,11 9,11
CSF1PO 11 11
TPOX 8 8
AMEL X X
D8S1179 10,13 10,13
D21S11 29<, 30, 31 30,31
D18S51 13<,14,16 14,16
D2S441 11,14 11,14
D19S433 12<,13,15< 13,15

THO1 8,9<,9.3 8,9.3

FGA 20,22 20,22
D22S1045 14,15<,16 14,16
D5S818 11,13 11,13
D13S317 10,11<,13 10,13
D7S820 8,9 8,9
D10S1248 12,15 12,15
D1S1656 14,16.3,17.3 14,17.3
D12S391 17,21 17,21
D2S1338 17,20 17,20

Estudando o perfil obtido da amostra F#3 (0 min), dos marcadores disponiveis
para comparacao, apenas um é constituido exclusivamente por alelos do individuo F
(tabela 12). Os restantes possuem um ou mais alelos non-self, sendo que em 11 dos 22
marcadores comparados, pelo menos um dos alelos do voluntério F foi considerado
minoritario. Em alguns dos marcadores, os picos dos alelos non-self apresentaram
altura semelhante aos alelos pertencentes ao voluntario, sugerindo que os individuos
contribuiram na mesma proporc¢éo. Adicionalmente, o0 marcador da amelogenina exibiu

um desequilibrio marcante relativamente a altura dos picos X e Y, que indica a presenca

59



DNA: transferéncia e/ou persisténcia

de componente feminino e masculino, confirmando a existéncia de mais do que um

contribuinte para a amostra.

Tabela 12. Comparacéo dos alelos detetados na amostra F#3 (0 minutos) com o perfil genético de
referéncia do individuo que participou no estudo — voluntario F. O sinal “<” é utilizado para expressar o
desequilibrio alélico observado em determinado locus.

Locus Alelos observados Alelos esperados
D3SS1358 14,16< 15,16
VWA 16,17 14,17
D16S539 11,12 9,11
CSF1PO 10,11,12 10,11
TPOX 8 8,11
AMEL X, Y< XY
D8S1179 12<,13,15< 12,14
D21S11 27,30<,30.2 28,30
D18S51 13,14 14,16
D2S441 11, 11.3<, 13<, 14, 15< 11.3,13
D19S433 12, 13<, 14, 15< 13
THO1 9,9.3 9,93
FGA 19, 21<, 24<, 26 19,24
D22S1045 15<, 16 16
D5S818 11,12 11
D13S317 11, 12<, 13< 13
D7S820 9,11< 11
SE33 13<,20,28.2 13,18
D10S1248 14<,15 13,16
D1S1656 12,15<,15.3<,16.3 15
D12S391 20,21 21
D2S1338 19,23 17,24

Portanto, apesar de ter sido o voluntario F a participar nos cenarios de

transferéncia realizados ao longo deste estudo, ndo se apresentou como o contribuinte

maioritario na amostra. Tal como defendiam Szkuta e colaboradores, numa mistura, o
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shedder status pode influenciar o perfil genético gerado (Szkuta et al., 2017). Portanto,
os restantes individuos que contribuiram para amostra podem ser melhores shedders
gue o participante, mascarando o perfil deste.

Conclui-se que as amostras A#3 (AT) e F#3 (0 min) apresentam perfis de misturas,
visto que em muitos dos loci estavam presentes mais do que 2 alelos. Para além disso,
exibem um desequilibrio alélico superior a 50% em pelo menos 1 locus heterozigético.
Neste tipo de perfis, quanto maior o numero de individuos que contribuem para a
amostras depositada, maior é a complexidade da andlise dos eletroferogramas.

Para estimar o nimero minimo de contribuintes de ambos os perfis de mistura,
analisou-se o marcador com o maior numero de alelos. No locus D2S441, a amostra do
individuo F tem 5 alelos, logo pelo menos 3 individuos contribuiram para a mistura. Esta
conclusao é também suportada pela visualizacdo de um desequilibrio significativo entre
os alelos X e Y. Quanto a amostra depositada pelo voluntario A, varios STRs exibem 3
alelos, ou seja, pelo menos 2 individuos participaram na formacao da amostra. Contudo,
ao amplificar amostras com baixos niveis de DNA, € normal o aparecimento de certos
fendmenos nos perfis genéticos derivados de efeitos estocasticos, dificultando assim a
avaliacdo do numero de contribuintes do perfil.

Neste tipo de amostras, o efeito estocastico ocorre uma vez que 0s primers
utilizados na amplificagdo de uma determinada sequéncia podem n&o encontrar e
hibridizar consistentemente todo o conjunto de moléculas de DNA presentes na reacao.
Num locus heterozig6tico pode manifestar-se na perda de um (allele drop-out) ou ambos
os alelos (locus drop-out). Em perfis de mistura, cada contribuinte da amostra apresenta
ainda uma menor quantidade, sendo os efeitos estocasticos ainda mais severos,
tornando a analise do perfil mais desafiante (Butler, 2012). Portanto, o efeito estocastico
com allele drop-out pode explicar o perfil do individuo F, em que em alguns dos
marcadores, apenas se deteta um dos alelos deste voluntario, especialmente por ser
componente minoritario da amostra. Em ambos os perfis € também possivel observar
varios picos, geralmente denominados por stutter, também derivados de efeitos
estocasticos.

Sendo este um estudo controlado, na medida em que se sabe que apenas 0s
voluntarios indicados anteriormente tocaram na superficie e que se seguiu todas as
normas do laboratério para evitar contaminacdes das amostras, a presenca de alelos
non-self levanta a questdo de como este DNA foi depositado na lamina de vidro.

A primeira anotacdo que deve ser feita é o desconhecimento das atividades
realizadas pelos voluntarios, quer previamente ao inicio dos ensaios, quer nos intervalos
de tempo entre cada transferéncia. Assim, ndo podemos descartar a possibilidade dos

participantes terem interagido com outros individuos ou manuseado outros objetos com
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DNA exogeno, funcionando como um intermediario na deposicdo de non-self DNA,
ocorrendo um evento de transferéncia indireta.

No entanto, existe a possibilidade de ter ocorrido contaminacao destas amostras.
Apesar de serem expostas a luz UV antes de iniciar os ensaios, as laminas utilizadas
nao sofrem qualquer tipo de tratamento especial de limpeza. Para além disso, este
material encontra-se numa embalagem com varias outras laminas que séo utilizadas
pelos colaboradores do servico para o procedimento laboratorial de rotina, sendo
possivel que estes tenham tocado nas laminas, consequentemente transferindo o seu
DNA. Logo, a superficie de contacto poderia ter background DNA depositado. A
contaminacao podera ter ocorrido noutros momentos, como na prépria recolha das
amostras, durante o processo de extracdo ou durante a quantificacdo. Os controlos
negativos realizados durante a extracdo e quantificacdo destas amostras produziram
resultados apropriados. Portanto, a contamina¢do das amostras ndo é derivada dos
reagentes presentes nos kits.

E impossivel saber quais dos fenémenos foi o responsavel pelos valores
detetados nas amostras amplificadas. No entanto, ha uma maior probabilidade de se
tratar de contaminacao, especialmente no caso do voluntario F, que depositou o seu
material imediatamente apds desinfetar as maos.

Numa situacao real, os itens de onde se recolnem amostras para analise possuem
um historial de manuseamento muito mais rico do que aqueles que sédo utilizados em
cenarios de transferéncia realizados num laboratério, podendo ser constituidos por uma
grande variedade de fontes de DNA. A verdade é gque, mesmo tendo ganho
popularidade devido ao aumento da sensibilidade das técnicas utilizadas em Genética
Forense, a andlise do touch DNA podera também ser dificultada gracas a este progresso
técnico-cientifico, uma vez que facilita a detecdo de DNA de componentes minoritarios
de amostras mistura, quer sejam provenientes de contaminacdo, transferéncia indireta

ou background DNA existente na superficie.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. Conclusoes

A pertinéncia do touch DNA como uma nova ferramenta de identificacdo de
perpetradores implica a investigacdo de todos os aspetos relacionados com este
assunto. Assim, a recente popularidade das solugfes alcodlicas em consequéncia da
pandemia indica que é crucial estudar o seu efeito na deposi¢éo deste tipo de amostras.

Analisando os resultados obtidos no terceiro ensaio conclui-se que as quantidades
de DNA depositadas pelos individuos posteriormente a desinfecdo das mé&os néo
diferiram significativamente dos valores detetados num primeiro momento de
transferéncia. O mesmo se verificou ao comparar com os valores gerados 15 e 60
minutos depois da aplicacdo da solugéo alcodlica nas méos. Portanto, a higienizagéo
das maos parece nao influenciar a transferéncia de touch DNA.

Contudo, as amostras exibiram outros problemas que despertaram curiosidade.
Nos ensaios realizados ao longo deste estudo recuperou-se baixas quantidades de
touch DNA, muitas vezes insuficientes para prosseguir com o procedimento laboratorial
e obter perfis genéticos de boa qualidade, mesmo tentando controlar certos fatores com
o intuito de maximizar as concentragcbes de DNA quantificadas. Portanto, sera mais
escasso 0 numero de amostras com elevada quantidade de DNA, num contexto forense.

Para além da quantidade exigua de DNA presente, verificou-se que algumas das
amostras analisadas apresentavam um indice de degradacdo aumentado. Contudo,
este mesmo indice ndo sofreu alteracdes notaveis relacionadas com a utilizacdo da
solucdo alcodlica. Estando num ambiente controlando, esta degradacao sera derivada
de processos que ocorrem no proprio DNA. Numa situacao real de crime, a degradacéo
natural do touch DNA junta-se a degradacdo provocada pelas condicdes ambientais
desfavoraveis para a qualidade do DNA recuperado.

Ao longo deste estudo, procurou-se ter sempre os cuidados maximos para
prevenir a inser¢do de DNA exdgeno, utilizando-se material protetor e descontaminando
0 ambiente e os materiais com luz UV. Apesar dessa preocupacao, detetaram-se alelos
non-self nas amostras amplificadas, possivelmente derivados de contaminacgéo. Isto
porque, com o aumento da sensibilidade das técnicas utilizadas atualmente em
Genética Forense é muito mais facil detetar DNA de outras origens ndo relacionadas
com o crime, especialmente quando se analisa touch DNA.

Todas estas observacdes levam a questionar a relevancia da recolha de amostras

de touch DNA no contexto forense, uma vez que € necessario ter um cuidado redobrado
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e aplicar certas ferramentas para obter perfis genéticos que podem nem ter valor

probatério no caso das amostras serem depositadas inocentemente.

2. Perspetivas futuras

Apesar de ter sido descoberto no final dos anos 90, ainda muito se desconhece
sobre o touch DNA. Mesmo certos topicos que sdo explorados mais frequentemente,
como o shedder status, ainda apresentam resultados contraditérios. Portanto, €&
essencial o continuo e aprofundado estudo de todos os temas que envolvem este tipo
de amostras.

O primeiro passo no desenvolvimento de futuros estudos sera a determinagéo de
metodologias de recuperacdo, armazenamento e analise mais indicadas para amostras
constituidas por touch DNA. A uniformizagdo da utilizagdo destes métodos em
investigacdes deste género podera facilitar a comparagdo dos seus resultados,
permitindo adquirir respostas mais conclusivas.

O reduzido namero de voluntarios que participam neste estudo pode nao ser uma
representacéo fiel da populagéo, limitando assim a andlise dos resultados obtidos. Por
isso, sugere-se a realizacdo de novos estudos que possuam condi¢cdes e utilizem
métodos de colheita e processamento semelhantes a este, mas com um ndmero
superior de participantes.

Uma vez que os estudos que incidem no efeito da higienizacdo das maos na
transferéncia de DNA, incluindo o trabalho em questdo, apresentam conclusdes
discordantes, é necessario um melhor entendimento deste tema, tanto no que toca a
quantidade como qualidade de touch DNA libertado para a superficie. Outros fatores
deverdo ser investigados, tais como a acumulacédo natural de DNA nas maos apés
lavagem, os diversos métodos de higienizacdo, as diferentes rotinas dos individuos e

como estas podem afetar a acumulacéo de self ou non-self DNA nas maos.
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ANEXOS

Anexo | — Eletroferograma obtido para a amostra A#3 (AT) no ensaio relativo ao efeito da desinfe¢céo
das maos na transferéncia de touch DNA. Os alelos que coincidem com o perfil genético de referéncia do
voluntario A, individuo responsavel pela deposigdo da amostra em questédo, apresentam-se rodeados a
azul. O marcador SE33 ndo se encontra assinalado, uma vez que o perfil de referéncia ndo apresenta este
locus.

appliedbiosystems Projoct: 3500(A) 2022.06.14 - vestigios
GeneMapper™ ID-X 1.6

Sample File | Zample Hame [ Panel [soo  [sa
o .15 = Py - balFilar hid P-A-0F-3 -SAMBAT A1 P - GlobalFile ok E!
| Diessxs || csmeo | | TPOX |
20 240 400 g0
S04
3004
190+
oL Ak H A
9
24387
53
1
252.04
\IB5

[:| s21s11 [ ouss DYSs61

a0 160 240 320 400 480
saof
aoo]l
200l

0195433 THO1 [ FGA ]
160 240 3za 400 480

- e . SRR MR

P-A-06-2022-015-NEG_13_065.A1.P1: OK

Tue Jun 14,2022 02:50PM, BST Printed by: Virginia Lopas Page 1 of 2

75



DNA: transferéncia e/ou persisténcia

(continuagdo do Anexo 1)
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Anexo lI- Eletroferograma obtido para a amostra F#3 (0 min) no ensaio relativo ao efeito da desinfecdo das méos na
transferéncia de touch DNA. Os alelos que coincidem com o perfil genético de referéncia do voluntdrio F, individuo
responsadvel pela deposi¢io da amostra em questdo, apresentam-se rodeados a laranja.
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( continuagdo do Anexo Il)
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