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Resumo

A colheita de evidéncias forenses e a extragdo do material genético nestas contido sdo os

passos mais relevantes do processo de determinacgéo do perfil genético de um individuo.

Com este trabalho, pretendeu-se verificar a rentabilidade de extracao do Kit Casework Direct
(PROMEGA), comparativamente ao Kit PrepFiler’™ Forensic DNA Extraction (AB), verificar a
compatibilidade com a quimica dos reagentes envolvidos nos diversos passos da obtencao
de um perfil genético, como a extracao diferencial, testes de orientagao e confirmacgao para
sémen, quantificacao, amplificacédo, separagao e deteg¢ao de produtos amplificados e otimizar
protocolos para adaptacao deste kit a rotina de laboratérios forenses. Teve ainda por objetivo
verificar o desempenho da zaragatoa de nylon, como dispositivo de colheita para evidéncias
forenses de natureza sexual, em comparacao a zaragatoa viscose utilizada para recolha pelo
INMLCF.

O Kit Casework Direct demostrou ser compativel com o teste de orientacdo (SERATEC PSA
Semiquant) e confirmacao (Técnica de Coloragao Christmas Tree) para sémen e com 0s
sistemas PrepFiler™ Forensic DNA Extraction, Quantifiler Trio DNA Quantification e
Powerplex Fusion 6C System. Todavia, demostrou ser incompativel com o kit de extragao
diferencial /-sep. Embora utilize um protocolo mais simplificado e menos duradouro, o Kit
Casework Direct nao é adequado para amostras forenses com reduzida quantidade de

material genético. O Kit PrepFiler™

Forensic DNA Extraction mostrou ser mais adequado para
este tipo de amostras, apresentando um rendimento muito superior. A introdu¢do de agua
destilada otimizou o processo de extracao, e o percurso da amostra na cassete de SERATEC.
Além disso, a mistura de Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen apresentou testes

preliminares viaveis até duas semanas de armazenamento.

Relativamente as zaragatoas testadas, a zaragatoa de nylon apresentou uma maior eficacia

na eluicdo do material genético para a solugdo, em comparagao a zaragatoa de viscose.

PALAVRAS-CHAVE: Kit Casework Direct; Kit PrepFiler™ Forensic DNA Extraction; Zaragatoa

de nylon; Zaragatoa de viscose; Sémen; Agressao sexual.
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Abstract

The collection of forensic evidence and the extraction of the genetic material contained therein

are the most relevant steps in the process of determining the genetic profile of an individual.

This work aimed to verify the extraction effectiveness of the Casework Direct Kit (PROMEGA),
compared to the PrepFiler™ Forensic DNA Extraction (AB) Kit, to verify the compatibility with
the chemistry of the reagents involved in the various steps of obtaining a genetic profile, such
as differential extraction, orientation and confirmation tests for semen, quantification,
amplification, separation and detection of amplified products and optimize protocols for
adapting this kit to the routine of forensic laboratories. It also aimed to verify the performance
of the nylon swab as a collection device for forensic evidence of a sexual nature, in comparison

to the viscose swab used for collection by the INMLCF.

The Casework Direct kit proved to be compatible with the orientation (SERATEC PSA
Semiquant) and confirmation (Christmas Tree Coloring Technique) tests for semen with the
PrepFiler™ Forensic DNA Extraction (the Automate Express Forensic DNA Extraction),
Quantifiler Trio DNA Quantification and Powerplex Fusion 6C System. However, it proved to
be incompatible with the |-sep differential extraction kit. Although using a simplified and less
durable protocol, the Casework Direct Kit is not suitable for forensic samples with a reduced
amount of genetic material. The PrepFiler™ Forensic DNA Extraction kit proved to be more
suitable for this type of samples, presenting a much higher yield. The introduction of distilled
water optimized the extraction process and the run on the SERATEC cassette. In addition, the
mixture of Casework Direct Reagent, distilled water and semen showed viable preliminary

tests up to two weeks of storage.

Regarding the swabs tested, the nylon swab showed greater efficiency in eluting the genetic

material into the solution, compared to the viscose swab.

KEYWORDS: Casework Direct Kit; PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit; Nylon swab;

Viscose swab; Semen; Sexual assault.
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1 Introducao

1.1 Principios da Genética Forense

1.1.1 Introducao a tipagem de DNA

A Genética Forense € um ramo relativamente recente das ciéncias forenses, que confere
resultados mais confiaveis, precisos e fidedignos do que os métodos morfométricos
anteriormente utilizados. A introducao de DNA fingerprinting, pelo geneticista inglés Alec
Jeffreys e colaboradores, demonstrou a sua enorme potencialidade forense na identificacao
individual, tendo sido utilizada, pela primeira vez, na associacédo de perpetuadores a cena de

crime, possibilitando a identificagdo positiva de um individuo.'?

A informacdo genética responsavel pelo funcionamento e reprodu¢do de um individuo
encontra-se presente no nucleo celular (DNA nuclear), mas também nas mitocondrias (DNA
mitocondrial). A estrutura base da molécula de DNA é o nucleétido trifosfato, composto por um
grupo fosfato, uma pentose e uma base azotada nitrogenada, que varia entre adenina, timina,
citocina e guanina.®> Em 1953, Watson e Crick descreveram pela primeira vez o arranjo

tridimensional de dupla hélice da molécula de DNA.*

Dentro de cada célula existem duas copias completas do genoma, organizada em 23 pares
de cromossomas homodlogos, herdados de ambos os progenitores. Embora o genoma
humano diploide seja constituido por mais de 6 bilhdes de nucleotideos,® apenas 1,5% do
genoma esta diretamente envolvido na codificagdo de proteinas.® A maior parte do genoma
eucaridtico, aproximadamente 75%, é de origem extragénica, sendo maioritariamente

composto por regides de DNA repetitivo, intercaladas de forma dispersa entre genes.®

Cerca de 99,7% do material genético € igual para todos os individuos e a discriminagao ao
nivel genético apenas pode ser realizada com base em 0,3% do genoma. Esta percentagem
consiste em regides hipervariaveis de diferentes comprimentos, néo descritivas e isentas de
genes, sendo mais frequentemente encontradas junto do centrémero cromossémico.®
Atualmente, os marcadores Short Tandem Repeats (STRs), de 100 a 400 pb, introduzidos nos
anos 90, sao os mais frequentemente utilizados em aplicagdes forenses, pelo facto de serem
facilmente amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com baixa probabilidade
de ocorrer a amplificagéao preferencial do alelo menor, sendo 0 mais indicado para amostras
de DNA degradadas.>® Os marcadores STRs mais comumente aplicados nos laboratorios

forenses sdo os tetranucledtidos, cujo motivo de repeticdo compreende 4 pares de bases.>?



O principal objetivo da analise genética forense para fins de identificagdo humana, é conceber
um perfil de DNA com elevado poder discriminatério, permitindo a sua comparagao a um
individuo com um elevado grau de confianga, tornando a evidéncia forense mais fidedigna e

forte perante o tribunal.>3

A Applied Biosystems e a Promega Corporation sao dois fornecedores principais que
conferem kits de marcadores de STR que atendem as necessidades da comunidade de
tipagem de DNA e abrangem um conjunto comum de loci STR, que permitem amplificacéo

multiplex robusta de marcadores STR.

Os testes de identificacdo humana obtidos através da analise de marcadores STR especificos
para o DNA humano nao permitiram apenas a exclusdo, mas também a identificagcao positiva
do individuo.® De entre as mais variadas aplicabilidades dos testes de identificagdo humana,
encontram-se os testes de identificacdo em investigagcdes criminais, principalmente nos casos
de homicidios e de agressdes sexuais, testes de parentesco, testes de identificacdo de vitimas
de desastres em massa, testes de genealogia genética e de ancestralidade e testes de

identidade em caso de disputas de imigracéo e investigagdes historicas.

1.2 Determinacgao de perfis de DNA

1.2.1 Fluxo de trabalho laboratorial das amostras

Apos a colheita de amostras bioldgicas, estas passam por diferentes processos sequenciais:
1) a extragdo de DNA da amostra bioldgica; 2) quantificagdo do DNA extraido; 3) amplificagao
simultanea de varios STR, dependendo do kit de amplificagao e 4) separagao por tamanho,
através da eletroforese capilar e atribuicdo do tamanho exato dos alelos STR, com base num
software de analise de dados e consequente obtencdo de um perfil genético (Figura 1).” O
perfil obtido pode ainda ser analisado estatisticamente dependendo do objetivo pretendido,
sendo comparado com as frequéncias alélicas existentes na populagao, de forma excluir a
hipétese de existir um outro perfil igual na populagdo ou até mesmo para garantir o nivel de

confianga e certeza do resultado obtido.”
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Figura 1 Visdo geral da biologia, tecnologia e componentes genéticos utilizados na tipagem de DNA usando
marcadores de repetigdo curta em tandem (STR).2

1.2.2 Extracao de DNA de amostras problema

1.2.2.1 Extracdo de DNA com o Kit PrepFiler™ Forensic DNA Extraction

A extragcao do DNA é o passo primordial na analise do DNA e o mais relevante. O principal
objetivo do método de extracdo de DNA é a obtengdo de um volume maximo de DNA de
elevada qualidade, isento de impurezas e inibidores, a partir de uma dada amostra biologica,

com a finalidade de obter um perfil de DNA ndo ambiguo e inequivoco.

Cada célula contém no seu interior varios componentes celulares, incluindo a molécula de
DNA. Neste sentido, a extragdo do DNA aborda dois objetivos principais: a libertagdo do DNA
do interior da célula através do processo de lise celular e a separagao do DNA dos restantes

constituintes celulares, de forma a evitar que estes interfiram ou inviabilizem a sua andlise.’

No SGBF-C, as amostras problema sao extraidas através do Kit PrepFilerTM Forensic DNA
Extraction e automatizadas no equipamento Automate ExpressTM Forensic DNA Extraction
System, que abrange o passo da concentragdo e purificagdo do DNA, imprescindivel para
amostras com reduzida quantidade de DNA, muito degradadas (devido ao calor ou humidade,
por exemplo) ou contendo um elevado grau de contaminacao (inibidores da PCR, tais como,
a hemoglobina ou o corante azul das calgas de ganga).® Este processo, embora reduza com
efetividade os inibidores de PCR presentes em solugéo, possui a enorme desvantagem de
perda nao recuperavel de moléculas de DNA da amostra, néo ligadas as esferas magnéticas,
que tém como fungao agarrar as moléculas de DNA as paredes dos capilares, no passo de

lavagem.® Esta perda de material genético, em amostras problema que apresentam uma



quantidade extremamente reduzida de DNA, tais como as amostras colhidas nos casos de
agressdes sexuais, pode levar a obtengdo de um perfil incompleto e, por conseguinte, a um

resultado inconclusivo.

1.2.2.2 Extracdo de DNA com o Kit Casework Direct

Em 2016, a PROMEGA comercializou um novo kit de extracdo de DNA, o Kit Casework Direct,
de forma a obter perfis genéticos de amostras problema que tenham bastante material
genetico, sem necessidade prévia de purificacdo, a menos que os resultados da quantificacéo,
através dos sistemas Quanitifiler Trio, PowerQuant® ou Plexor® HY indiquem a presencga de

inibidores em solug&o. 1213

2. Adicionar a solucé@o

Casework Direct 1. Adicionar a
100-400u amostra 4. Centrifugar
- m 3.Incubar a  por 5 min
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1 ou ool [eleiele
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.
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Figura 2 Protocolo de extragéo usando o kit Casework Direct.'

A implementacao deste kit no fluxo laboratorial € uma rapida solugdo para o aumento do
numero de amostras de casos de crimes sexuais, pois permite a obtenc&o de lisados prontos
para amplificar, em aproximadamente 35 minutos, sendo apenas necessario uma breve etapa

de incubacgéo seguida de centrifugagao (Figura 2)."

Este método simples, econdmico e menos duradouro nao envolve lavagens adicionais, o que
reduz a perda de DNA durante o processo de extragdo, aumentando o rendimento na
obtengao de perfis de STR. As inUmeras vantagens deste kit, dentro dos quais a facilidade de

extragdo, o tempo reduzido para a execugado do procedimento e facilidade de seleg¢ao das
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amostras para testar em STR, torna-o um kit de interesse a ser implementado em laboratdrios

forenses.”1®

1.2.3 Extracgao diferencial de DNA

1.2.3.1 Kit Sampletype i-sep® DL, BIOTYPE

A extracao diferencial foi primeiramente descrita por Peter Gill, em 1985, e é responsavel pela
separacgao dos perfis de DNA masculino, apartadamente do feminino, em amostras obtidas
nos casos de agressoes sexuais.'® Atualmente, no INMLCF, o kit Sampletype i-sep® DL, da
BIOTYPE, é o método validado para a extragao diferencial. Esta consiste na separacao da
fracdo de células epiteliais da fracao de células espermaticas, por intermédio de uma mini
spin-column, que contém um filtro auto-vedante exclusivo que impede o fluxo de diferentes
tipos de solugbes, quando néo esta sujeita a nenhuma forga centrifuga.'” A preparagédo do
lisado celular efetua-se na mesma coluna, com a adicdo dos tampodes de lise especificos para
cada fracdo a obter, ndo existindo etapas extras de manipulagdo da amostra. O tampéo de
lise para a fracéo epitelial consiste numa mistura de Buffer DL-MB e Proteinase K, enquanto
que o tampao de lise da fragdo espermatica consiste numa mistura de Buffer DL-MB,
Proteinase K e Dithiothreitol (DTT).'” Este ultimo é essencial na quebra das pontes dissulfeto
das proteinas que se encontram na membrana nuclear da célula espermatica.” Apos a
centrifugacao, a solugao contida na coluna passa para o tubo de colheita. Este protocolo de

extracao diferencial é seguido pela purificacdo no robd das fragcdes obtidas.

1.2.4 Quantificagao DNA extraido

Em cada célula humana, esta presente 6x10-'2 g de DNA gendémico contendo uma Unica copia
diploide do genoma humano e é com base na quantificacdo do DNA que se tem conhecimento
da quantidade de material genético amplificavel existente na amostra a analisar.” Este passo
é fundamental para saber se existe material suficiente para se proceder a analise de STR e
com que quantidade de amostra se deve proceder a essa amplificagdo. A presenga de DNA
em excesso numa amostra pode resultar em eletroferogramas de dificil e demorada
interpretacao e, a reduzida quantidade de DNA pode resultar na perda de alelos, levando a
amplificagdo estocastica e a falha na obtengdo de um perfil de STR conclusivo.” Por esta
razao, o objetivo do processo de quantificagdo do DNA reside na obtenc¢ao da concentragao
exata de DNA da amostra, o que servird de complemento para ajustar a sua concentracao

conforme a faixa estrita de concentragdes requeridas pelas diversas técnicas utilizadas no



laboratério, onde normalmente se requer cerca de 0,5 a 2,0ng de input human DNA.” O ajuste
da quantidade de DNA pode incluir a diluicdo da amostra até ao valor pretendido ou a adi¢cao

de mais quantidade de amostra, de forma a concentra-la.

Existe uma grande diversidade de métodos de quantificacdo de DNA que incluem Slot Blof,
PicoGreen, AluQuant e Real-Time PCR (RT-PCR).” Atualmente, no Servico de Genética
Forense do INMLCEF, recorre-se ao equipamento 7500 Real-Time PCR System (AB) que
permite a quantificacdo absoluta de DNA nuclear e/ou mitocondrial humano, com base em
curvas padrao, ou a quantificagao relativa por comparagao a uma amostra controlo, utilizando
para tal o Quantifiler Trio DNA Quantification Kit (AB).

A RT-PCR baseia-se na existéncia de sondas singulares e de primers especificos para DNA
humano ou DNA masculino, consoante o kit utilizado. Estas sondas, complementares com
uma sequéncia localizada entre as regides de acoplamento dos primers, contém um
fluorocromo reporter (R), ligado a extremidade 5 da sonda, € um quencher (Q) ligado a

extremidade 3’ da sonda, ambos de diferentes comprimentos de onda (Figura 3).'®

e Sonda e
5 primer 5y TagMan
3 5= mmmmemmmma » PY

5
5 = m—3
3’ primer

Figura 3 Esquema representativo da quantificagdo em tempo real com o Quantifiler Tio DNA Quantification Kit
(AB).

Em solugéo ou durante a PCR, enquanto a sonda permanecer intacta e ligada a regido alvo,
a proximidade do quencher suprime a emissao de fluorescéncia do fluoréforo reporter, devido
a transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET) entre ambos.'® Durante a

polimerizagao, a TagMan DNA Polimerase promove a clivagem da sonda (esta enzima possui



atividade de exonuclease 5°) o que resulta na separacgéo fisica entre o reporter e o quencher
e a inibigdo de FRET, com emiss&o de fluorescéncia por parte do fluoréforo.'® Assim, a
fluorescéncia medida pelo equipamento, para cada amostra, € proporcional a quantidade de

DNA presente na amostra.®

A técnica PCR em tempo real com o kit Quantifiler Trio DNA Quantification permite quantificar
o0 DNA humano total e o DNA masculino numa so6 reagao, usando apenas 2ul da amostra
origem, sendo vantajoso em amostras com limitada concentragdo de DNA.'® Esta técnica,
confere informacéao pertinente relativamente a qualidade, a presenca de inibidores de PCR

co-extraidos e ao indice de degradagdo do DNA.™

Para avaliar a eficiéncia da quantificacdo de cada amostra é introduzido um controlo interno
da PCR (IPC) e para avaliar o nivel de degradacao do DNA utilizam-se sequéncias longas e
sequéncias curtas de DNA humano, de comprimentos diferentes, que permitem saber se, e

em que grau, o DNA molde é degradado através da quantidade de fluorescéncia emitida.'®

Durante o processo de RT-PCR, é produzido um grafico de fluorescéncia emitida versus
numero de ciclos de PCR, onde se distinguem 3 fases: a fase da amplificacdo geométrica ou

exponencial, a fase de amplificagéo linear e a fase plateau (Figura 4).”
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Figura 4 Grafico representativo das trés fases da quantificagdo por PCR em tempo real, a fase da amplificagéo
geométrica ou exponencial, a fase de amplificagéo linear e a fase plateau, que tem como variaveis, a fluorescéncia
e o numero de ciclos.?

A quantificagdo do DNA presente na amostra realiza-se com base na fase de amplificagcao
exponencial, uma vez que existe um maior grau de precisao e consisténcia entre a quantidade
de produtos de PCR obtidos e o input DNA.” E nesta fase que a eficiéncia da reagdo é

aproximadamente 100%, existindo a duplicacéo de cada fragmento de DNA. A fase linear néo



€ tao precisa para inferir acerca da quantidade de DNA presente na amostra, dado que os
componentes da reacdo de PCR, tais como os desoxinucledtidos trifosfatos (dNTPs) ou
primers podem ser utilizados a taxas ligeiramente diferentes na reacao, podendo variar de
amostra para amostra.” A fase de plateau corresponde a diminuigdo dos produtos de PCR
obtidos, que geralmente cessa quando se obtém uma concentragdo de 10'mol/L, uma vez
que varios componentes atingiram o limite maximo da sua eficacia no ensaio, dai nao ser

recomendado uséa-la para fins de comparagao.’

Para o calculo da concentracdo de DNA presente na amostra, o equipamento 7500 Real-Time
PCR System (AB) baseia-se no valor do limite de ciclo (CT). Este corresponde ao ponto a
partir do qual o nivel de fluorescéncia excede um limite arbitrario (no SBGF-C, definido como
0.2), definido pelo software de RT-PCR, de forma a permanecer acima do ruido da linha de
base observado nos estagios iniciais da PCR. Sendo assim, quanto menor for o nimero de
ciclos necessarios para que seja detetada fluorescéncia, maior sera o niumero de moléculas

de DNA iniciais da amostra.

1.2.5 Amplificagcao de DNA por PCR

A reacdo de amplificagdo em cadeia pela polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction),
primeiramente descrita por Kary Mullis e colaboradores, em 1985, € um processo enzimatico
a partir do qual uma sequéncia especifica de DNA é replicada inUmeras vezes, originando

milhdes de copias dessa mesma regido, num curto espaco de tempo.?°

Os componentes base desta técnica consistem em 1) dois iniciadores oligonucléicos sintéticos
(primers), que flanqueiam a sequéncia alvo por complementaridade nas extremidades 3’, 2)
sequéncia de DNA molde a ser amplificada, 3) dNTPs, que fornecem os quatro tipos de
nucleotidos (adenina, timina, guanina e citocina) necessarios para complementar a sequéncia
de interesse, 4) magnésio, essencial para ativar a DNA polimerase e 5) a polimerase
termoestavel, mais comummente a Taq polimerase, que provém da bactéria Thermus
aquaticus, sendo a enzima responsavel pela adicdo de nucledtidos a cadeia, copia da
sequéncia alvo.® A reagdo da PCR pode amplificar apenas uma sequéncia alvo isolada, ou

varias sequéncias alvo em simultanea, designando-se por reagdo de PCR em multiplex.®

A reacao de amplificacdo compreende ciclos de aquecimento e arrefecimento que envolvem
1) a fase de desnaturagéo, onde a temperatura atinge aproximadamente os 94°C, permitindo
a separagao das duas cadeias de DNA da sequéncia molde, 2) a fase de annealing,
caracterizada pela diminuigdo da temperatura da reagéo até aos + 60°C, responsavel pela

ligagdo dos primers as sequéncias moldes, e 3) a fase da extensdo, acompanhada de um



aumento da temperatura da reagao até + 72°C, o que permite a ligacao da Taq polimerase e

a adigdo de dNTPs a cadeia em formagao (Figura 5).°
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Figura 5 Variagbes da temperatura durante os ciclos de PCR. O ciclo de PCR compreende 3 fases: 1. A fase de
desnaturacao, 94°C; 2. A fase de annealing, 60°C e 3. A fase da extensdo, 72°C. Cada ciclo é repetido de 25 a 35
vezes.®

Muitas vezes, as amostras forenses contém uma quantidade reduzida de DNA, que pode ser
afetada pelo efeito estocastico. Este fendmeno ocorre quando existe uma amplificacao
desigual de um dos alelos da amostra, num individuo heterozigético, uma vez que apenas
algumas das moléculas de DNA foram usadas para iniciar a PCR. O resultado da amplificagéo

pode causar a perda de um dos alelos, indicando uma falsa homozigotia.®

No INMLCF, a amplificacdo de STR realiza-se maioritariamente com recurso a dois kits de
casas comerciais diferentes: PowerPlex Fusion 6C System, da PROMEGA Corporation
(detecao de 27 loci) e GlobalFiler, da Thermo Fisher Scientific (detecdo de 24 loci). A
importancia da existéncia de duas casas comercias diferentes, da-se pelo facto de
apresentarem primers diferentes, regides distintas de annealing, bem como menor

probabilidade de ocorréncia de alelos silenciosos.

1.2.6 Separacao e detecao de produtos amplificados

Os STR amplificados séo posteriormente separados por tamanho, por eletroforese capilar,
num sequenciador automatico. A separagao realiza-se com base na aplicacdo de um campo
elétrico sobre as cadeias de DNA, que migram do polo negativo, o catodo, para o polo positivo,
0 anodo, devido ao facto de possuirem grupos fosfato que, na presenga de uma solugao

tampéao, libertam o ido H* e conferem carga negativa as moléculas de DNA.®> Quanto maior for



0 campo elétrico aplicado, maior € a forca que faz movimentar as moléculas de DNA em

direcdo ao anodo.®

O sequenciador automatico contém no seu interior uma fonte de excitagéo a laser, um detetor
de fluorescéncia e um computador que controla a inje¢cdo da amostra e a detegcédo da
fluorescéncia emitida.® Através da incidéncia de um laser de argon, fixo ao final do capilar, os
fluorocromos sdo excitados e emitem fluorescéncia, que é detetada por um detetor de
fluorescéncia, responsavel por quantificar o sinal captado.® A fluorescéncia emitida é
transformada num sinal elétrico, em unidades relativas de fluorescéncia (RFU), por um
software apropriado, sendo proporcional a quantidade de fluorocromos presentes na amostra
e a quantidade de luz emitida por estes.® Os dados recolhidos da intensidade da fluorescéncia
emitida pelos fluorocromos ligados aos fragmentos de DNA sdo comparados a um standard
interno (conjunto de fragmentos de DNA de tamanho conhecido, em pares de bases, e
marcados com um fluorocromo), mede o tamanho dos fragmentos de DNA amplificados, em
pares de base, e organiza em painéis de cor, consoante a fluorescéncia emitida.® Por sua vez,
este sinal elétrico € comparado com um LADDER alélico, que corresponde a uma mistura
artificial de alelos comuns para cada STR na populagao, de forma a designar cada alelo em

cada marcador e realizar assim a genotipagem da amostra (Figura 6).°
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Figura 6 Esquema representativo de multiplex PCR, onde se utiliza dois ou mais conjuntos de primers na mesma
mistura de reagdo. No esquema estdo representados trés conjuntos de primers, representados por setas,
responsaveis por amplificar trés loci diferentes (A, B e C). Os primers foram desenhados de forma a que os
produtos de PCR dos /oci A, B e C fossem de tamanhos diferentes, de forma a serem possiveis de separar com
base no seu tamanho.?

No final, o resultado obtido consiste num eletroferograma. Para a sua analise, é definido um
limiar analitico (LA), em unidades relativas de fluorescéncia (RFU), a partir do qual os picos
detetados sdo considerados alelos. Todos os sinais detetados abaixo do limiar sdo

considerados “ruido” da prépria eletroforese.
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1.3 Amostras em contexto forense

1.3.1 Contextualizagao

A agresséao sexual inclui um amplo espectro de atividade sexual ndo consensual, envolvendo
0 Uso ou a ameaca do uso da forga e variando desde a coercéo sexual, ao abuso sexual € a
penetragdo real ou tentada da vagina, reto ou boca da vitima.?'?22% As situagdes em que as
vitimas s&o incapazes de consentir incluem aquelas em que a vitima se encontra mentalmente
ou fisicamente incapaz de demonstrar consentimento, como, por exemplo, em situacdes de
embriaguez, de intoxicagdo por medicamentos ou drogas, ou quando a vitima é bastante

jovem.

A agresséao sexual é considerada um problema humano de emergéncia médica, com elevada
prevaléncia no mundo, que afeta negativamente a sociedade e a saude publica, incidindo
sobre ambos o0s sexo0s.?4?>26 A resposta para o crime de agressdo sexual envolve a
colaboragao coordenada e multidisciplinar de equipas especializadas, que abrangem diversos
servigos forenses (como, por exemplo, clinica forense, toxicologia forense e biologia e
genética forense),?”?82° bem como de outros profissionais de outras areas, como, por
exemplo, policias, advogados, juizes e psicologos, que tém como objetivo conjunto a
obtengdo de evidéncias forenses, com o intuito de poder identificar o agressor, eliminar o(s)

suspeito(s) e auxiliar como prova na tomada da decis&o final pelo tribunal.30:31:32.33.34

Atualmente, as evidéncias bioldgicas para analise de DNA s&o consideradas provas legais de
maior relevancia e consisténcia apresentadas ao tribunal para a resolugdo do caso.3>3® Desta
forma, a existéncia de diretrizes para a selecio, colheita, acondicionamento, identificacao,
armazenamento e transporte de evidéncias para um laboratério forense é fundamental para
a preservagao e protecdo das mesmas de possiveis perdas ou contaminacbes e para a
manutenc¢ao da cadeia de custddia, que valida e torna os resultados crediveis e fidedignos
quando apresentados ao tribunal como provas.?*¢ Contudo, a presenga de DNA do
perpetuador na vitima ou no local do crime e a obtencédo de um perfil completo do individuo
nao prova o facto do crime ter ocorrido, havendo a necessidade de associar outras provas
forenses, como, por exemplo, a entrevista forense, o historial médico da vitima, a

documentacéo fotografica e, principalmente o exame médico-legal fisico a vitima.*’

1.3.2 Evidéncias forenses: sémen

O conceito de evidéncia forense abrange qualquer informagao, objeto ou material bioldgico
ou nao-biolégico relacionado com o crime em questdo e relevante para a investigacao
criminal. As evidéncias forenses sdo essenciais para comprovar a ocorréncia do crime;

orientar a investigacao do crime; excluir suspeito(s) e identificar o(s) perpetuador(es);
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confirmar ou refutar o relato de testemunhas da vitima ou dos suspeitos e reconstruir a cena

do crime, para melhor compreenséo dos factos ocorridos.3238:3%

As evidéncias da cena do crime podem estar presentes no local do crime (por exemplo nos
lengbis, preservativos), no corpo ou nas roupas da vitima ou do perpetuador, ou associado a
qualquer objeto ou material que é transportado por quaisquer individuos que interagiram com
a cena do crime.3?404142 Por consequéncia, torna-se imprescindivel o isolamento e a protegéo
do local do crime e das evidéncias neste contidas pelos érgéos de policia criminal, de forma
a impedir qualquer modificagao, perda ou contaminagao do local, conservando a integridade

das evidéncias encontradas.324042

Embora nos outros tipos de ofensa a cena do crime seja o palco de atencao dos
investigadores forenses, no caso de uma agressao sexual, a vitima em si consiste na “cena”

primaria do crime.3243

No local de crime, podem identificar-se 2 tipos de evidéncias: as diretas, relacionadas
diretamente com o facto em si, sem precisar de investiga¢des adicionais e as indiretas, que
necessitam de ser identificadas e comparadas com amostras de referéncias obtidas da vitima,
do(s) suspeito(s), do local de crime ou de uma base de dados.*? Estas ultimas incluem
evidéncias fisicas de origem nao bioldgica (por exemplo impressdes digitais de dedos e/ou
pés ou ferimentos graves visiveis do corpo da vitima) e de origem bioldgica, que englobam
todo o material obtido da vitima e/ou do perpetuador, sendo mais frequente encontrar fluidos
corporais, como sémen, sangue e saliva, cabelos, células epiteliais do perpetuador
encontradas debaixo das unhas da vitima ou células epiteliais da vitima presentes no pénis

do perpetuador,3244:4542.46

Atualmente, a evidéncia mais importante num caso de agressdo sexual € a presenca de
sémen, por ser uma excelente fonte de DNA a partir do qual se consegue determinar o perfil

do perpetuador. 324337

As amostras biologicas sdo normalmente obtidas com recurso a zaragatoas colhidas na vitima
durante o exame fisico forense, das cavidades oral, anorretal e vaginal, mas também podem
estar presentes nas roupas e outros pertences da vitima e/ou do suspeito (por exemplo, 0s

lengois da cama).32:27:47:48.49

A avaliacao fisica medico-forense deve ser realizada com maxima urgéncia no tempo
recomendado maximo de 72h apds a agressao sexual, de forma a evitar a perda de evidéncias

forenses, essenciais para a resolugdo do caso pelo tribunal.32:27:90.51,52,53,54.23

Estudos confirmam que o tempo limite de detegdo do sémen depende da idade da vitima (pré

ou pos-puberdade) e da sua localizagdo.3°4% As secrecdes secas em roupa ou houtro tipo
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de tecido, como panos ou lengéis, permanecem bastante estaveis, de modo que o sémen
pode ser detetado por mais de um ano.%*2% Contudo, é importante ter em atengdo que,
quanto maior o tempo decorrido entre a agressao sexual e a colheita de amostras forenses,
menor ¢ a probabilidade de encontrar provas de que tal facto ocorreu,5”%837:59.606162 yma vez
que, no caso das evidéncias forenses corporais das cavidades internas, como a vagina, o pH
acido da vagina e as respostas imunolégicas do corpo da vitima rapidamente degradam o

sémen do perpetuador.®?

No caso das agressdes sexuais em criangas, principalmente as que apresentam idade igual
ou inferior a 10 anos, o tempo limite de colheita de evidéncias corporais de sémen e sangue
€ mais reduzido do que nos casos de agressodes sexuais em adolescente e adultos, podendo
variar entre as 13h e 48h apds a agressdo.6460.61.6251 Dgdos afirmam que a maior proporgéo
de evidéncias forenses obtidas advém de objetos, como, por exemplo, roupa e revestimento

da cama e nao das proprias criangas.®'6062

1.3.3 Testes de orientagao e de confirmagao do sémen

Da perspetiva laboratorial, as evidéncias forenses passam por duas analises distintas: testes
presuntivos e a obtencao de perfil de STR de amostras biolégicas provenientes da cena do
crime ou de um suspeito. Os testes presuntivos sao utilizados para identificar fluidos
biolégicos como sangue, saliva e sémen, através de dois tipos de provas: os testes de
orientagdo, que normalmente sao realizados em primeiro lugar com o objetivo de verificar a
possivel presenca de um fluido bioldgico, e os testes de certeza, que confirmam a presenca

desse fluido na amostra.?”

O teste de detegao do antigénio especifico da préstata (PSA) € o método de rastreamento do
fluido seminal por imunoensaio utilizado na rotina no SGBF-C, para detetar a presenca de
sémen. Esta é uma das proteinas mais abundantes no fluido seminal, produzida pelas células
epiteliais prostaticas a uma concentragao de 0.5 — 3,0mg/ml, podendo estar presente até 48h
na vagina ou no colo do Utero.%®* Embora este método seja muito sensivel, ndo é especifico
do fluido seminal, podendo ser detetado também no soro masculino, urina masculina, nas

glandulas sudoriparas apdcrinas e no leite materno.*?

Por sua vez, os testes de confirmagao baseiam-se na observacao de espermatozoides ao
microscopio 6tico, sendo a técnica de coloragdo de Kernechtrot Picroindigocarmine, também
conhecida por Chirstmas Tree, a utilizada no SGBF-C. A auséncia de espermatozoides pode
ocorrer nos casos em que ndo houve contacto sexual, o perpetuador ter utilizado preservativo

e, em casos mais especificos, o perpetuador ser azoospermico ou vasectomizado.*
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1.4 Zaragatoas de nylon vs zaragatoas de viscose

No contexto forense, observa-se frequentemente que a contribuicio masculina é um
componente minoritario de um perfil de mistura, existindo uma desproporgcédo consideravel
entre os alelos do perfil masculino e feminino detetados, o que dificulta a interpretagcdo do

perfil resultante na maioria das agressdes sexuais.®®

A eficiéncia da extracao e da recuperacéo de material genético contido em zaragatoas obtidas
do local do crime, da vitima e dos suspeitos é geralmente inferior a 50%, sendo uma
percentagem ainda muito reduzida, o que significa que uma parte substancial do DNA pode

ainda permanecer agarrado as zaragatoas.®”6%9

Atualmente, o método de colheita de amostras por meio de zaragatoas é o sistema mais
versatil e usado pelas unidades forenses, quer para investigagdes criminais quer para exames
laboratoriais.®® O sucesso de uma colheita forense eficiente reside na excelente capacidade
de absor¢do da amostra pela zaragatoa aquando da sua colheita e na libertacao eficaz da
amostra no processo de extracdo, bem como na imensa praticabilidade e adaptabilidade da

zaragatoa para todas as técnicas comumente aplicadas na rotina laboratorial.67:68.66

A eficacia de uma zaragatoa esta dependente de iniUmeras variaveis: da forma e disposicao
das fibras no suporte de armazenamento do material bioldgico, da espessura e do
comprimento da cabega, do modo de articulagéo da cabega ao eixo fisico da zaragatoa, tipo
de material do suporte, presenca ou ndo de respiradouros para melhorar a secagem da
zaragatoa, um solvente para umedecer a zaragatoa e dessecantes ou produtos

antibacterianos, de forma a preservar o DNA.5%68

De entre todas as variaveis mencionadas, a forma e a disposicédo das fibras do suporte de
armazenamento da amostra forense é a propriedade mais importante numa zaragatoa, pois
influencia diretamente na eficiéncia da absorgao, extragao e recuperagao do material biolégico

nela contido.®®

Tradicionalmente, os laboratérios forenses e as entidades policiais utilizam as zaragatoas de
algodao na colheita de evidencias forenses, pois estas foram consideradas os dispositivos
mais efetivos e praticos para serem implementados na rotina dos laboratdrios. Atualmente, no
quotidiano laboratorial do SGBF, sao utilizadas zaragatoas de viscose (rayon), com a textura
€ a absorvéncia semelhante a do tipo algodao e que apresentam uma fibra de celulose fina,

produzida a partir de polpa de madeira (Figura 7.A).%"
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No entanto, varios estudos apontam para o facto de as zaragatoas de algodao e viscose nao
serem as mais eficazes na recuperacgédo’® e eluigdo posterior de material celular,”" mesmo
apos as amostras terem sido agitadas num agitador.”? Adicionalmente, as zaragatoas do tipo
algodao podem deixar fibras de algodao ou outras impurezas na mistura da reacao, podendo

inibir a reagdo de PCR.”®

Em alternativa a este problema, varios modelos de zaragatoas foram desenvolvidos, incluindo
as zaragatoas de nylon, compostas por fibras mais curtas de nylon dispostas

perpendicularmente, presas a um suporte, que normalmente é de plastico.”46.67

Figura 7 Imagens obtidas com o microscopio eletrénico de varrimento (MEV) das fibras das zaragatoas testadas:
(A) zaragatoa de viscose (B) zaragatoa de nylon. Varredura de microscopio eletronico®”.

A morfologia hidrofilica de fibra aberta nao forma um nucleo absorvente interno, o que permite
alcancar uma capacidade superior de absorgao por agao capilar e uma menor taxa de
aprisionamento da amostra colhida, obrigando a que esta se mantenha proxima da superficie
da zaragatoa, tornando mais eficiente eluicdo e extracdo do material genético (Figura
7.B).745867. Além disso, verifica-se a obtengdo de um maior nimero de células intactas, sendo

benéfico para a visualizagdo ao microscopio.®®

Estudos comparativos entre a zaragatoa convencional de algodao e a zaragatoa de nylon,
confirmam uma eluigdo das células contidas nas zaragatoas de nylon 6 vezes superior,®® e
uma recuperagcdo do material genético até 3 vezes superior que nas zaragatoas
convencionais.”® O estudo mais recente na literatura cientifica publicado por Zasada e
colaboradores sao consistentes com o estudo anterior, onde a eficiéncia de extragdo de DNA
para as zaragatoas de nylon foi 3,5 vezes superior do que para as zaragatoas do tipo
algodado.”® Estes resultados estdo em concordancia com os estudos realizados por outros

cientistas que também sustentam o facto de as zaragatoas de nylon possuirem maior
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eficiéncia e um maior desempenho, quando comparadas com os outros modelos de

zaragatoas existentes comercialmente.®”:77.78:68

No artigo de Warnke e colaboradores, verificou-se que as zaragatoas convencionais do tipo
algodao apresentam melhor desempenho em ambientes onde existe uma abundéancia de
amostra liquida (por exemplo, feridas cirurgicas) enquanto que as zaragatoas de nylon sao

mais indicadas para situagbes em que a presenga de amostra liquida é limitada.”

Em 2012, no artigo publicado por Brownlow e colaboradores inerente a comparacédo da
colheita e da recuperacdo de DNA de zaragatoas de tipo algoddo e de nylon, estes
observaram que ambas as zaragatoas sao capazes de recuperar elevada quantidade de DNA
(>50%), porém, curiosamente, estes resultados foram influenciados pelas diferentes

combinagdes entre o método de extragao e o tipo de zaragatoa.”™

Do ponto de vista pratico, a zaragatoa de nylon é muito versatil pelo facto de apresentar uma
boa combinacado de flexibilidade e rigidez, visto que as cabecas das zaragatoas ndo se
rompem durante a colheita de amostras pelo ponto de rutura, além de facilitar a sua introdug¢ao

em tubos para manuseamento posterior da amostra.®®

Embora a zaragatoa de nylon tenha apresentado um melhor desempenho quando comparada
com as restantes, o DNA extraido desta zaragatoa demostrou estar severamente degradado
apoés um periodo de armazenamento superior a 3 meses enquanto que as demais zaragatoas
apresentaram uma forte estabilidade do material genético superior a um ano.®® Pensa-se que
a acumulacado de humidade no interior da embalagem da zaragatoa e a auséncia de um
agente antimicrobiano sao dois fatores que poderiam afetar de forma negativa a preservagao
do material genético, o que resulta na obtencéo de perfis parciais de DNA.%8% No estudo de
Benschop e colaboradores, a secagem das zaragatoas de nylon foi muito mais lenta do que
nas zaragatoas de algodao, o que levou ao crescimento microbiano nalgumas das zaragatoas

analisadas.®
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2 Justificacao e Objetivos

A evidéncia mais relevante num caso de agressao sexual € a presenca de sémen nas
amostras forenses colhidas. Este fluido biolégico é a principal fonte de DNA utilizada para a
determinagdo do perfil genético do perpetuador. Dos varios procedimentos a realizar para
obter o perfil genético do individuo, o mais importante é a extracdo do DNA das amostras
forenses. Atualmente, diferentes casas comerciais apostam na criacdo de kits de extragao
cada vez mais rapidos, como é o caso da PROMEGA, que comercializou um novo Kit de
Extragcdo, o kit Casework Direct, com a vantagem de ser econdémico, de rapida execugéo,
baseado num protocolo simples e sem necessidade de recorrer a purificagdo da amostra, com

recurso a equipamentos muito mais dispendiosos.

No contexto das agressbes sexuais, outro assunto pertinente consiste no sucesso e na
eficacia da colheita forense. Usualmente, os laboratérios forenses utilizam uma zaragatoa
como o principal método de colheita das amostras bioldgicas. Estudos indicam que a
eficiéncia da extragdo e da recuperacdo do material genético contido nas zaragatoas é
geralmente inferior a 50%.67 Neste sentido, é fulcral o desenvolvimento de uma zaragatoa
que apresente uma excelente capacidade de absorcdo e de libertagdo da amostra no

processo de extragdo, como € o caso da zaragatoa de nylon.

Em suma, um excelente meio de colheita das amostras forenses, e um método eficaz e
robusto de extracdo dessas amostras facilitam a obtencao do perfil de perpetuador, auxiliando

na resolugdo dos casos de agressao sexual.

2.1 Objetivo Geral

= Comparar a rentabilidade de extracdo de um novo kit; verificar a compatibilidade de
quimicas de reagentes envolvidos nos diversos passos de obtengdo de um perfil

genético; comparagao de dispositivos de colheita de amostras forenses.

2.2 Objetivos Especificos

= Verificar a compatibilidade do kit de extracdo Casework Direct com as diferentes
quimicas dos reagentes presentes nos diversos kits, utilizados para a realizagao dos
testes preliminares, extragao diferencial de DNA, quantificagdo por PCR em Tempo
Real (RT-PCR), amplificacdo de DNA, aplicagdo do produto amplificado num
sequenciador automatico de capilares, obtengdo de perfil genético, anadlise e

comparagao dos resultados obtidos;
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Estudar a rentabilidade do kit de extracao Casework Direct, em comparagao ao kit

M

PrepFiler™ Forensic DNA Extraction, validado no laboratdrio;

Estudar a compatibilidade com a quimica do PrepFilerTM Forensic DNA Extraction

para purificacdo no Automate Express Forensic DNA Extraction System;

Otimizacao de protocolos para adaptacao do kit Casework Direct a rotina de

laboratérios forenses;

Testar e avaliar a zaragatoa de nylon, como dispositivo de colheita de amostras
forenses, ao nivel do seu desempenho na eluigdo do material genético para a solugao,
em comparag¢ao com a zaragatoa de viscose utilizada na rotina no laboratério SGBF-
C.



3 Material e Métodos

3.1 Preparacao de amostras

Para a realizacdo do presente projeto, recorreu-se a amostras de sémen e amostras mistura
(sémen e saliva), preparadas no laboratério do Servico de Genética e Biologia Forense, da
delegacao do Centro do INMLCF. Para a preparagdo destas amostras recorreu-se a uma
aliquota de sémen obtida a partir de um dador anénimo e a voluntarios do laboratério, que
deram o seu consentimento prévio para a realizagdo de zaragatoas bucais para a obtencao
de saliva. As amostras de sémen foram preparadas utilizando dois tipos de zaragatoas

distintas (Figura 8):

1) Zaragatoa estérii com haste em plastico e ponta em viscose descartavel, da
Goodwood Medical Care Ltd. (Ref.:GW-1237R);

2) Zaragatoa estérii com haste em plastico e ponta de nylon descartavel
(4N6FLOQSWABS™REGULAR), da COPAN Flock Technologies (Ref.:4473979).

Para a preparagao das amostras mistura, recorreu-se apenas a zaragatoa de nylon.

Figura 8 Zaragatoas de viscose e nylon. (A) Zaragatoa estéril com haste em plastico e ponta em viscose
descartavel, da Goodwood Medical Care Ltd. (Ref..GW-1237R). (B) Zaragatoa estéril com haste em plastico e
ponta de nylon descartavel (4AN6FLOQSWABSTMREGULARY), da COPAN Flock Technologies (Ref.:4473979).

3.1.1 Preparagao das amostras de sémen

1. Descongelou-se a aliquota de sémen e agitou-se de forma a homogeneizar a amostra.
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3.1.2

Colocaram-se as zaragatoas de nylon necessarias num suporte de esferovite e
colocou-se a identificagdo correspondente a cada uma.

Pipetou-se a concentracdo desejada de sémen na ponta de cada zaragatoa. Para
amostras diluidas (1:2; 1:5), utilizou-se agua destilada como solvente.

Deixou-se secar a temperatura ambiente, 24h.

Preparagao das amostras mistura, contendo saliva e sémen

Com zaragatoa de nylon, escovou-se a parte interna da(s) bochecha(s) pelo menos 6
vezes nos sentidos ascendente e descendente.

Colocou-se as zaragatoas de nylon num suporte de esferovite com a respetiva
identificagao.

Deixou-se secar a temperatura ambiente.

Pipetou-se 1ul de sémen na ponta das zaragatoas.

Deixou-se secar a temperatura ambiente, 24h.

3.2 Metodologias de extracao

3.21

Extragao com o Kit Casework Direct

O Kit Casework Direct da PROMEGA é uma metodologia de extracao simples, capaz de obter

lisados de DNA prontos a amplificar, a partir de amostras de referéncia ou problema que

tenham bastante material genético e poucos inibidores em solugédo, sem necessidade prévia

de purificagao, em aproximadamente 35 minutos. Este kit foi desenhado com o objetivo de ser

integrado no fluxo de trabalho de um laboratério forense, pelo facto de ser um meio rapido e

econdémico para a obtencdo de perfis STR de elevada qualidade. A extragdo com o kit

Casework Direct realizou-se com base no protocolo recomendado pelo fabricante.® Os

reagentes do Kit encontram-se expressos na Tabela I.

Tabela | Constuintes do Kit Casework Direct

Reagentes do Kit Casework Direct
Reagente Casework Direct
1-Thioglycerol
5x AmpSolution Reagent

Water, Amplification Grade

Protocolo original recomendado pelo fabricante (PROMEGA):
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Preparou-se a solugao de Casework Direct, utilizando, por cada amostra, 400ul do

Casework Direct Reagent e 24l de 1-Thioglycerol.

. Adicionou-se a amostra (cabeca da zaragatoa contendo o sémen) no cesto de

centrifugacao colocado num eppendorf de 1,5ml e 400ul da solugdo de Casework
Direct.

Agitaram-se os tubos de 5 — 10s.

Incubou-se a 70°C durante 30min, de forma a promover a lise celular.

Agitaram-se os tubos, novamente, de 5 — 10s.

Centrifugaram-se os tubos por 5min, a velocidade maxima (14000rpm), de forma a
obter o lisado celular separado do suporte fisico, a zaragatoa.

Descartou-se o cesto de centrifugagéo dos tubos.

Fecharam-se os eppendorfs.

Protocolos modificados

Os protocolos abaixo mencionados foram modificados em relagdo ao protocolo original, de

acordo com os objetivos de cada experiéncia realizada, com o intuito de ensaiar e avaliar a

aplicabilidade do kit de extragao Casework Direct na rotina laboratorial.

b)

b)

Protocolo modificado (i): 1) Eluicdo do material contido nas amostras: protocolo igual
ao original, exceto os passos 1) e 2), em que apenas se adicionou 400ul de Casework
Direct Reagent, sem a presenca de 2ul de 1-Thioglycerol. 2) Extracao do material
genético do interior das células: adicionou-se 2ul de 1-thioglycerol as amostras
anteriormente eluidas e seguiu-se o protocolo original, a partir do passo 3.
Protocolo modificado (ii):
Prepararam-se 6 amostras:

v' 400ul de CWD e 1pl de sémen em 2 tubos;

v" 400ul de H20 e 1ul de sémen em 2 tubos;

v' 200ul de CWD, 200ul de H20 e 1ul de sémen em 2 tubos.
Incubaram-se os tubos a 70°C, durante 30min, com agitagéo constante 400rpm

Centrifugaram-se a 14000rpm, 5 minutos.
Protocolo modificado (iii):

Prepararam-se 4 amostras:
v Tubo 1 e 2 contendo CWD+SEMEN: 150ul CWD + 1ul SEMEN
v Tubo 1 e 2 contendo CWD+SEMEN-+H0: 75ul CWD + 75ul H,0 + 1yl SEMEN

Agitaram-se os tubos e incubaram-se a 30min a temperatura ambiente (24°C)
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c)

3.2.2

Centrifugou-se a 14000rpm, 5 minutos.

Protocolo modificado (iv): 1) Eluicdo do material contido nas amostras: adicionou-se
200ul H20 + 200l CWD a zaragatoa com sémen, sem 1-Thioglycerol, Agitaram-se os
tubos, incubaram-se a temperatura ambiente durante 30 minutos, sob agitacao
constante (400rpm) e centrifugou-se durante 3 minutos, a 9000 rpm; 2) Extracdo do
material genético do interior das células: adicionou-se 2ul de 1-Thioglycerol por cada
amostra, sendo estas novamente agitados, incubadas a 70°C e centrifugadas a 9000

rpom, durante 3 minutos.
Protocolo modificado (v):

Eluicdo do material contido nas amostras: protocolo igual ao recomendado pelo
fabricante, exceto o passo em que inicialmente adiciona-se 200ul H,O + 200ul CWD
e, noutro tubo, 200ul de solugédo tampao SERATEC + 200yl CWD a zaragatoa com
sémen; no passo da incubagdo, os tubos s&o colocados a temperatura ambiente
(24°C) durante 30 minutos, com agitagcdo constante (400rpm) e a centrifugacao

realizou-se durante 5 minutos, a 14000rpm.

Protocolo modificado (vi): protocolo igual ao original, acrescentando o passo de
purificacdo e concentracdo do DNA, com a adicdo de 100ul de Lysis Buffer as
amostras, agitacao e centrifugagédo a 10000rpm, durante 2 minutos e colocagao destas

no extrator de DNA, Automate Express Forensic DNA Extraction System.

Extracao com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, no Automate

Express Forensic DNA Extraction System, Applied Biosystem

A extracao realizada com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction e finalizada no Automate

Express Forensic DNA Extraction System, da Applied Biosystem, € uma técnica desenhada

para melhorar a concentragao e pureza do DNA isolado a partir de amostras forenses de

referéncia ou problema. Esta metodologia baseia-se na lise dos componentes celulares, na

ligacao das moléculas de DNA a particulas magnéticas, quimicamente otimizadas de forma a

fornecer uma maior superficie de adesao as moléculas de DNA no passo da sua purificagao

e eluicdo, na remocéao de potenciais inibidores da PCR e na eluigcdo das moléculas de DNA

purificadas e concentradas. Apenas a lise celular é efetuada manualmente, sendo que os

restantes procedimentos sdo automatizados no extrator de DNA, Automate Express Forensic

DNA Extraction System.
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A extracdo com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction foi validada no INMLCF, no SBGF-C,
para extracdo de DNA de amostras problema, recorrendo ao protocolo recomendado pelo

fabricante Applied Biosystems.?! Os reagentes do Kit encontram-se expressos na Tabela II.

Tabela Il Constituintes do Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction

Reagentes do Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction
Solucao de dithiothreitol (DTT) 1M
(solugéo comprada ou preparada no laboratorio)

Lysis Buffer

Este protocolo compreendeu as seguintes etapas:

1. Marcaram-se os sample tubes com as colunas (Lysep Filter Column) colocadas nos
tubos.

Transferiram-se as amostras para as respetivas colunas.

3. Preparou-se a PrepFiler Lysis Solution, colocando-se, por cada amostra, 500uL
PrepFiler Lysis Buffer + 5uL DTT (1M).

4. A cada amostra adicionou-se 500uL desta mistura, garantindo que todas as amostras
ficassem completamente submersas.

5. Incubou-se no termomixer a 70°C, durante 40min. Com agitagao (750rpm). Nota: os
40min. Nao deverao ser excedidos uma vez que podera resultar na formagcao de
precipitado que pode interferir com a extragao realizada no equipamento.

6. ldentificaram-se os tubos de elui¢cao (Elution Tubes).

7. Centrifugaram-se as amostras durante 2 minutos, a 10000rpm, de forma a obter o
lisado. Nota: Se ficou precipitado perto da tampa deve ser removido com papel,

limpando a volta da tampa antes de ir para a centrifuga.

NOTA: Se o volume de lisado for inferior a 300uL adicionar Prepfiler Lysis Buffer para atingir
os 300uL, de forma a evitar que o equipamento acumule ar no seu interior, dificultando a

ligac&o entre as moléculas de DNA e as particulas magnéticas.
Purificacao no equipamento Automate Express Forensic DNA Extraction System

8. Colocaram-se os tubos contendo o lisado no robd, no Automate Express™ Forensic
DNA Extraction System, juntamente com os tubos de eluigdo, os cartuchos e as
pipetas apropriadas para o equipamento.

9. Iniciou-se o programa: START > PrepFiler > Volume final 50yl
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10. No final, apés aproximadamente 30 minutos, obteve-se 50uL de DNA purificado e

concentrado respetivos a cada amostra.

3.3 Metodologia de extragao diferencial

3.3.1 Protocolo controlo: Extragao diferencial /-sep, da Biotype, a partir de um

meio sélido (zaragatoa com sémen e saliva)
Este protocolo compreendeu as seguintes etapas’’:
Obtencao da fase epitelial

Colocou-se o termomixer a 56°C com agitagédo ocasional.
2. Preparou-se a mistura, sendo que, por cada amostra, utilizou-se:
a. 480ul Buffer DL-MB
b. 20ul de 20mg/ml Proteinase K
3. As zaragatoas foram colocadas nos respetivos tubos designados ao Protocolo /-sep
da rotina.
Na coluna de cada tubo colocou-se 500ul da mistura anteriormente preparada.
Incubaram-se os tubos a 56°C, durante 30min, com agitagcao ocasional.

Centrifugaram-se os tubos 2 minutos, a 7000rpm.

O

Nos tubos obteve-se o lisado da fragao epitelial.
Passo de lavagem

8. ldentificaram-se novos tubos.
9. Colocou-se a coluna da fase anterior para os novos respetivos tubos.
10. Colocou-se 500ul do Buffer DL-MB nos tubos e centrifugou-se 2 minutos, a 7000 rpm.

11. Descartaram-se os tubos.
Obtencao da fase espermatica

12. Identificaram-se novos tubos.
13. Colocou-se as colunas nos respetivos tubos.
14. Preparar a mistura e, por cada amostra, colocou-se:
a. 460yl Buffer DL-MB
b. 20yl de 20mg/ml Proteinase K
c. 20ulde DTT
15. Colocou-se 500ul da mistura recém preparada em cada um dos tubos.

16. Incubaram-se os tubos 1 hora, a 56°C, sem agitagéo.
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17. De seguida, os tubos foram centrifugados 2 minutos, a 7000 rpm.

18. Descartaram-se as colunas e nos tubos obteve-se o lisado da fragao espermatica

Purificacdo no robd Automate Express Forensic DNA Extraction System, da Applied

Biosystem

19. Pipetou-se os 500ul de cada tubo da fragao epitelial e fracao espermatica + Controlo
negativo da fragdo espermatica para os tubos adequados com a respetiva
nomenclatura.

20. Preparou-se o robd, colocando os cartuchos e as pontas na posicao correta assinalada
no equipamento.

21. Transferiram-se os lisados obtidos para os tubos de Prepfiler.

22. Colocou-se um tubo de cada vez no robd, cortou-se a tampa e colocou-se o tubo de
eluigdo correspondente no robd.

23. Iniciou-se o programa: START > PrepFiler > Volume final 50l

24. No final, apds 30 minutos, retiraram-se os tubos do equipamento e armazenados a
-25°C

3.3.2 Protocolo modificado: Extracao diferencial I-sep, da Biotype, + Casework

Direct, da Promega a partir de 50ul da amostra extraida com CWD

As amostras mistura foram extraidas com o Kit Casework Direct, recorrendo ao protocolo

modificado (iv), mencionado no tépico 3.2.1.

Adicionou-se 500ul da mistura de 480ul Buffer DL-MB e 20ul de 20mg/ml Proteinase K e por

ultimo adicionou-se 50ul do lisado obtido das amostras mistura.

Os passos seguintes sao iguais ao protocolo original acima descrito (tépico 3.3.1).

3.4 Testes preliminares

A realizagcao de testes preliminares tem como objetivo a determinagdo da natureza da
amostra, isto é, averiguar se é sémen, saliva ou sangue. Os testes preliminares podem ser de
orientagao ou de certeza. Numa primeira abordagem realizam-se os testes de orientagao, que
permitem averiguar a eventual presenca de um determinado fluido biolégico na amostra e
posteriormente os testes de certeza, que permitem afirmar com seguranga a presenga desse

fluido biolégico em questao na amostra.
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Atualmente, no servigco SBGF-C, o teste preliminar de orientacao utilizado para a detegao de
sémen ¢é o teste SERATEC PSA Semiquant, que consiste num teste rapido
imunocromatografico que deteta a presenca da glicoproteia PSA (antigénio especifico da
préstata), que se encontra em grande quantidade no fluido seminal. Para o teste preliminar
de certeza do sémen, é realizada a coloragdo Christmas Tree que permite a observacao de

espermatozoides ao microscépio otico.

3.4.1 Teste de orientacao para sémen — SERATEC PSA Semiquant

O teste SERATEC PSA Semiquant é um teste imunocromatografico que se realiza em apenas
um passo. E um teste muito sensivel, permitindo a detecdo de PSA até 1ng/mL, sendo que,
para concentracbes elevadas, nao ocorre o risco de falso negativo dado ao excesso de
substancia a detetar na amostra.®? O teste recorre a solugdo tamp3do fornecida pelo
fabricante,® que atua como um solvente da amostra e a cassete de PSA onde se introduz a

amostra (Tabela Ill).

Tabela Ill Contituintes do Kit SERATEC PSA Semiquant

Reagentes do Kit SERATEC PSA Semiquant
Buffer fornecido com o kit

Cassete de teste

Na janela da cassete é possivel visualizar 3 tragos: a linha controlo, que serve de controlo
para eventuais erros durante o procedimento ou para averiguar acerca da integridade dos
componentes da reacgao, a linha standard interno, cuja intensidade de cor reflete uma
concentracao de PSA de aproximadamente 4ng/mL, e, por ultimo a linha do resultado do teste
(T), que reflete a concentragao de PSA presente na amostra, estando visivel apenas nos

testes positivos.8?

Pretendeu-se estudar a compatibilidade entre os componentes do Teste de Orientagao

SERATEC PSA Semiquant e os componentes do o Kit Casework Direct.
Este teste preliminar compreendeu as seguintes etapas (modificagao ao protocolo):

1. Retirou-se a cassete do invélucro e identificou-se a cassete.
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2. Retirou-se 120ul (o equivalente a 3 gotas) do produto de extragdo da amostra
contendo CWD e colocou-se diretamente no poco da cassete.

3. Os resultados foram lidos ao fim de 5min a temperatura ambiente. Os resultados
negativos foram confirmados ao fim de 10min.

4. Realizou-se o registo fotografico.
Interpretacéo dos resultados:
Existem 3 tipos de resultados possiveis:

o Teste positivo: Observacao de trés bandas na janela de resultados correspondendo a
banda controlo, banda de standard interno e a banda de teste.

o Teste negativo: Observacao de banda de controlo e de standard interno na janela de
resultados ao fim de 10 minutos, sem que haja qualquer banda na zona de teste.

o Teste invalido: devem ser considerados invalidos os testes que nado apresentem

qualquer banda na regido controlo e/ou regido do standard interno.

3.4.2 Teste de confirmagao — Coloracao Christmas Tree para visualizagao ao

microscopio

A Coloracao Christmas Tree é uma técnica utilizada para a visualizagao dos espermatozoides
ao microscopio. Ao microscopio, os espermatozoides adquirem uma cor rosada, enquanto as
células epiteliais adquirem a cor verde. Os reagentes necessarios para a realizacao desta
técnica encontram-se na Tabela IV. O objetivo principal deste protocolo foi observar se, de
facto, a zaragatoa libertou os espermatozoides para a solugédo, quando utilizado o Kit de
Extracdo Casework Direct. Também se pretende testar a compatibilidade dos reagentes da

Técnica Christmas Tree com o Kit Casework Direct.
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Tabela IV Reagentes para a realizagao da Técnica de Coloragao Christmas Tree

Reagentes da Técnica de Coloragao Christmas Tree
Solugéo de Nuclear Fast Red — Sulfato de aluminio a 0.1% - Solugdo comercial pronta a usar
Solucéo de Picro-Indigo-Carmim
Etanol 90%

Entellan (meio de 28uantif)

O protocolo abrangeu as seguintes etapas:

1.

10.

Centrifugou-se o remanescente do produto de extragao utilizado para a prova de PSA
a 9000rpm, durante 3 min.

Pipetou-se 20ul do sedimento da amostra para uma ladmina de microscopia
devidamente identificada.

Fixou-se a amostra com o auxilio do calor numa placa de aquecimento
(aproximadamente 60°C) até verificar que a amostra ficou completamente seca.
Passou-se a lamina a chamada da lamparina e deixou-se arrefecer.

Colocou-se a lamina numa camara humida, e primeiramente, cobriu-se a amostra com
a solucéo Nuclear Fast Red. Esperou-se 15 minutos.

Lavou-se cuidadosamente com agua destilada.

Cobriu-se a amostra com a solugéo Picro-indigo-Carmim e aguardou-se 15 a 30
segundos.

Lavou-se a lamina recorrendo ao Etanol a 90% e deixou-se secar ao ar livre.
Montou-se a lamela com uma gota de Entellan, que serve de meio de montagem.
Visualizou-se as lIaminas ao microscépio 6ético com objetiva de 40x. Fez-se o registo

fotografico das amostras positivas.

Interpretacéo do teste de certeza:
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Teste positivo: Observagao de pelo menos 1 espermatozoide completo ou 5 ou mais
cabecas.
Teste negativo: Auséncia de espermatozoides ou cabecas ou menos de 5 cabecas na

lamina observada.



3.5 Metodologia de quantificagao

3.5.1 Quantificagao com o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification

A quantificag&do absoluta de DNA foi realizada com o kit Quantifiler Trio DNA Quantification, de

Applied Biosystems, no equipamento 7500 Real-Time PCR System.® Esta metodologia tem

por objetivo determinar a quantidade e qualidade de DNA amplificado e se existem inibidores

da reacgéo de PCR (Polymerase Chain Reaction) presentes em soluc¢do. Os reagentes do Kit

Quantifiler Trio DNA Quantification encontram-se descritos na Tabela V.

Tabela V Constituintes do Quantifiler Trio DNA Quantification Kit

Reagentes do Kit Quantifiler Trio DNA Quantification
Quantifiler THP PCR Reaction Mix
Quantifiler Trio Primer Mix
Quantifiler THP DNA Dilution Buffer
Quantifiler THP DNA Standard

O protocolo compreendeu as seguintes etapas®®:

1.

Agitou-se e centrifugou-se brevemente o tubo de Quanitifiler Trio Primer Mix. Agitou-se
suavemente o tubo de Quantifiler THP PCR Reaction Mix.
Colocou no tubo, para cada amostra a quantificar:

a. Quantifiler THP PCR Reaction Mix — 10uL

b. Quantifiler THP Trio Primer Mix — 8L

c. Fez-se o calculo para n+2, para prevenir perdas durante a pipetagem.

3. Agitou-se em vortex e centrifugou-se brevemente.

© N o »

Dispensou-se 18uL da mistura por cada um dos pogos correspondentes a placa
(Optical 96-Well Reaction Plate) para a quantificagao.

Adicionou-se 2L da amostra, controlo positivo e controlo negativo no pogo respetivo.
Selou-se a placa com Optical Adhesive Film.

Centrifugou-se a placa de forma a remover quaisquer bolhas de ar.

A placa foi colocada no equipamento 7500 Real-Time PCR System, durante

aproximadamente 1 hora.

Nota: utilizou-se uma curva de calibragao realizada anterior, para a qual se realizaram 5

diluigdes: 50ng/pl, 5ng/pl, 0,5ng/ul; 0,05ng/ul;0,005ng/ul, em que o R? foi superior a 0,99.
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3.6 Metodologia de amplificagao

3.6.1 Kit Powerplex Fusion 6C System

O Kit Powerplex Fusion 6C System permite a amplificacdo de 23 STR autossomicos
(D1S1656, D2S1338, D2S441, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391,
D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D22S1045, CSF1PO, FGA, THO1, vWA,
TPOX, SE33, Penta D e Penta E), 3 STR do cromossoma Y (DYS391, DYS570 e DYS56) e
Amelogenina. Este Kit utiliza um sistema de 6 fluorocromos (FL-6C, JOE-6C, CXR-6C, TOM-
6C, WEN-6C) para a detecado automatica de fragmentos de DNA.

A amplificagdo do DNA das amostras de algumas amostras previamente extraidas foi
realizada com o kit Powerplex Fusion 6C System, PROMEGA, de acordo com as

recomendacdes do fabricante. Os reagentes do Kit estdo descritos na Tabela VI.

Tabela VI Constituintes do kit PowerPlex® Fusion 6C System (Promega).

Reagentes do Kit Powerplex Fusion 6C System

Reagentes de Pré-Amplificagao Reagentes de Pés-Amplificagao
e PowerPlex® Fusion 6C 5X Master Mix e PowerPlex® Fusion 6C Allelic Ladder Mix
e  PowerPlex® Fusion 6C 5X Primer Pair Mix e  WEN Internal Lane Standard 500

e  2800M Control DNA, 10ng/uL
o  Water, Amplification Grade

O protocolo compreendeu as seguintes etapas:

1. Preparou-se a mistura dos reagentes PowerPlex Fusion 6C 5X Master Mix, PowerPlex
Fusion 6C 5X Primer Pair Mix, amostra (DNA) e Water, Amplification Grade, de acordo
com a Tabela VII. De forma a minimizar eventuais erros de pipetagem, a mistura foi
preparada para n+2 amostras. A mistura foi agitada e centrifugada.

Distribuiram-se 10uL da mistura por tubos de PCR previamente identificados.
3. Adicionou-se, por cada tubo, um volume variavel de DNA, até 15ul, dependendo dos
resultados da quantificagao.
a. Perfez-se até 15pL.
b. Pelo facto de a concentragdo de DNA adequada para a amplificacao ser
aproximadamente 1ng/pL, algumas das amostras foram diluidas previamente.
c. Sempre que o volume da amostra nao atingiu os 15uL perfez-se o volume
necessario com agua (Water, Amplification Grade), de forma a manter o volume
final de 25pL.
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Tabela VII Preparagéo das amostras para reacdo de amplificagéo por PCR.

PowerPlex Fusion 6C 5X Master Mix 5 L

PowerPlex Fusion 6C 5X Primer Pair Mix 5L

Amostra (DNA) Até 15 uL

Water, Amplification Grade Ajustar até perfazer o volume final
Volume Final 25 pL

4. Prepararam-se os controlos positivos e negativos para amostras problema:

a. Controlo Negativo — 10uL da mistura + 15uL de agua;

b. Controlo Positivo — 10uL da mistura + 1uL de 2800M Control DNA, 10ng/uL +

14puL de agua.

5. Areacdo de amplificacdo por PCR das amostras realizou-se no termociclador, Veriti®

96-well Thermal Cycler (AB). O respetivo programa de amplificacdo utilizado

corresponde ao de 29 ciclos, e esta descrito na Tabela VIII.

Tabela VIII Programa de amplificacdo das amostras por PCR.

Incubacao Inicial Desnaturacao Hibridagao Extensao Final
96°C 96°C 60°C 60°C
1 minuto 5 segundos 1 minuto 10 minutos

3.7 Separagao dos fragmentos amplificados

Hold
4°C

1. Prepararam-se as amostras para serem aplicadas no sequenciador automatico 3500

Genetic Analyzer (AB), conforme descrito na Tabela IX: fez-se uma mistura de WEN

ILS 500 e Hi-Di Formamide e distribuiram-se 10uL desta mistura pelos pocgos

designados de uma placa de 96 pocos.

Tabela IX Preparagédo de amostras para aplicagdo em sequenciador automatico.

WEN Internal Lane Standard 500 0,5 uL
Hi-Di™ Formamide 9,5 uL
Amostra (produto amplificado) 1L

Volume Final 11 uL
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2. Adicionou-se 1uL de amostra amplificada no respetivo pogo e colocou-se no pogo pos
amostras, 1uL de PowerPlex® Fusion 6C Allelic Ladder Mix.
Selou-se a placa e centrifugou-se de forma a remover quaisquer bolhas de ar.
Colocou-se a placa a desnaturar num equipamento préprio, durante 3 minutos, a 95°C.
De seguida, colocou-se a placa no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer,
com um tempo de inje¢do das amostras de 15 segundos.

6. No final, analisaram-se os eletroferogramas obtidos através do software

GeneMapper® ID-X v1.4 (Applied Biosystems).

3.8 Parametros estudados

3.8.1 Metodologia dos processos experimentais para a implementacao do kit

Casework Direct na rotina laboratorial

3.8.1.1 Experiéncia 1: Testar a compatibilidade do kit Casework Direct com o teste de
orientacdo SERATEC PSA Semiquant, Técnica Christmas Tree e com o kit

Quantifiler Trio.

Preparou-se 8 amostras de sémen, em zaragatoas de nylon: 4 destas com 1ul de sémen e as

restantes com 1pl de sémen diluido 1:5 (Tabela XXI, Anexos).

Pretendeu-se fazer uma primeira extragao na auséncia de thioglycerol (protocolo modificado
(i), passo 1), do ponto 3.2.1) com o intuito de obtermos os espermatozoides contidos na

zaragatoa eluidos em solugdo, preservando a sua morfologia e integridade celular.

Apods a obtencado do sémen eluido na solugdo de Casework Direct, foi usado 120yl para a
realizagao do Teste de Orientagdo SERATEC PSA Semiquant (protocolo modificado, 3.4.1) e
20l para a Técnica de Coloragao Christmas Tree (protocolo 3.4.2), momento em que foi

testada a compatibilidade do kit de extragdao com estas duas metodologias.

De seguida foi realizada a extragdo do material genético do interior das células, das amostras
Z1 a Z8 (protocolo modificado (i), passo 2), do ponto 3.2.1), na presenga de thioglycerol, com
o objetivo de quantificar o material genético obtido para cada amostra (Tabela XXI, Anexos).
O lisado obtido de DNA foi quantificado com o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification, para
testar a sua compatibilidade com Kit Casework Direct; saber a quantidade de material genético
extraido; a qualidade do material obtido e se existem inibidores da reagdo de PCR

(Polymerase Chain Reaction) presentes em solugdo. Por conseguinte, foi realizado
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novamente o Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant para as mesmas amostras, de

forma a testar o efeito de thioglycerol na positividade do teste.

3.8.1.2 Experiéncia 2: Influéncia da temperatura de incubag¢ao na realizacao do Teste
de Orientagcdo SERATEC PSA Semiquant

e Incubacgdo a temperatura de 70°C

O primeiro teste de compatibilidade realizado teve como objetivo averiguar se a temperatura
de incubacao de 70°C influenciava na positividade do Teste de Orientacdo SERATEC PSA
Semiquant. Para esta experiéncia foram preparadas e extraidas 6 amostras conforme
indicado no protocolo modificado (ii), do ponto 3.2.1 (Tabela XXII, Anexos). Foi realizado o
Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant, recorrendo a 3 gotas dos lisados obtidos das

amostras (protocolo modificado 3.4.1).
e Incubacgao a temperatura de 24°C

No segundo teste de compatibilidade realizado, foi testada a temperatura de incubacéo de
24°C. Para esta experiéncia foram preparadas e extraidas 4 amostras conforme indicado no
protocolo modificado (iii) do ponto 3.2.1 (Tabela XXIl, Anexos). Foi realizado novamente o
Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant aos lisados obtidos (protocolo modificado
3.4.1).

3.8.1.3 Experiéncia 3: Testar o protocolo modificado de extragdo usando o kit

Casework Direct, por comparag¢ao ao protocolo recomendado pela PROMEGA

O objetivo desta experiéncia é comparar o protocolo modificado do Kit Casework Direct para
a sua implementacao na rotina, com o protocolo recomendado pela PROMEGA. Desta forma,
prepararam-se as zaragatoas ZA_PF e ZB_PF, cada uma contendo 1ul de sémen, de forma
a seguir o protocolo recomendado pelo fabricante e preparam-se as zaragatoas de Z1_PM a
Z8 PM, em que as zaragatoas de Z1_PM a Z4 PM foram preparadas com 1ul de sémen e
as zaragatoas de Z5_PM a Z8 PM com 1ul de sémen diluido 1:5, que seguiram o protocolo
modificado (iv) do ponto 3.2.1 (Tabela XXIII, Anexos).

Ap6s serem centrifugadas e antes de incubar as amostras novamente a 70°C, foi retirado um
volume de 20ul das amostras Z1_PM e Z2 PM e Z5 PM e Z6_PM para a realizagdo da
Christmas Tree, de forma a confirmar a presencga de espermatozoides inteiros ao microscopio
e para verificar através dos resultados da quantificacdo se o facto de centrifugarmos e
retirarmos 20ul do sedimento para a técnica de Christmas Tree diminui a quantidade de DNA
da amostra total. As amostras foram quantificadas usando o Quantifiler Trio DNA

Quantification Kit.
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3.8.1.4 Experiéncia 4: Testar a compatibilidade do kit de extracao diferencial I-sep, da

Biotype, com o kit de extragdo Casework Direct, da PROMEGA

O objetivo deste estudo ¢é testar a compatibilidade do Kit Casework Direct com o Kit I-Sep
DNA Extraction Set DL-MB. Este ultimo kit de extracdo diferencial utilizado no laboratério é
aplicado diretamente em amostras forenses de suporte sélido, como, por exemplo, cortes de
tecido, lascas de unhas e zaragatoas. Nesta experiéncia pretende-se recorrer a 50ul do lisado

obtido com o Kit Casework Direct para a realizagdo da extracao diferencial.

Para a realizacao desta experiéncia, foram preparadas 12 amostras mistura, contendo saliva
e semen (protocolo 3.1.2) das quais 6 seguiram o protocolo modificado, usando a combinagao
dos dois kits (protocolo 3.3.2) e as restantes 6 seguiram o protocolo controlo 3.3.1 da extracao
diferencial, usando apenas o Kit I-Sep DNA Extraction Set DL-MB, para efeito comparativo
(Tabela XXIV, Anexos). No final, foi obtida a fracao epitelial e a fragao espermatica para cada
amostra que, posteriormente, foram quantificadas, usando o Kit Quantifiler Trio DNA

Quantification.

3.8.1.5 Experiéncia 5: 1) Testar o tipo de armazenamento das zaragatoas de nylon
(congeladas e secas a temperatura ambiente) ao nivel da dete¢cdo da PSA; 2)
Testar a estabilidade da solug¢dao agua+CWD+sémen para a semana 0, 1e 2, ao

nivel da dete¢do da PSA e da integridade dos espermatozoides

Primeiramente foram preparadas 16 zaragatoas contendo 1ul de sémen, sendo que 4 das
zaragatoas foram colocadas na arca para serem congeladas a temperatura de -25°C e as

restantes 12 foram colocadas a secar a temperatura ambiente.

No primeiro ensaio pretendeu-se testar a compatibilidade da solu¢cdo contendo Casework
Direct Reagent e agua e da solugdo Casework Direct Reagent e buffer SERATEC, no préprio
dia, ap6s 24h e ao fim de 48h. A eluicdo do material contido nas zaragatoas foi realizada
segundo o protocolo modificado (v) 3.2.1. Para a detegdo da PSA no proprio dia, apés 24h e

ao fim de 48h, recorreu-se ao Teste de Orientacdo da SERATEC PSA Semiquant.

No proprio dia, 2 zaragatoas de sémen armazenadas a temperatura ambiente foram extraidas
usando a mistura 200ul H2O + 200ul CWD e outras duas foram extraidas usando a mistura
200pl de solugédo tampdo SERATEC + 200ul CWD (protocolo modificado (v) 3.2.1).
Posteriormente foi realizado o Teste de Orientacdo da SERATEC PSA Semiquant. Apos 24h,
a experiéncia foi repetida com outras 4 zaragatoas de sémen armazenadas a temperatura

ambiente, nas mesmas condi¢cdes acima referidas.
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Posteriormente, ao fim de 48h, foram extraidas 2 zaragatoas a temperatura ambiente e 2
zaragatoas congeladas usando o mesmo protocolo. Nesta experiéncia apenas se optou pela
mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, pelo facto de o resultado anterior
indicar bandas mais nitidas na cassete de SERATEC. Além disso a agua, por ser destilada,
nNao possui sais minerais na sua composi¢cao que poderiam interagir com os componentes do
Casework Direct Reagent. De seguida, foi realizado novamente o Teste de Orientacao da
SERATEC PSA Semiquant.

Para a experiéncia 2, realizou-se a extracdo do material genético das restantes 2 zaragatoas
congeladas e das outras 2 zaragatoas armazenadas a temperatura ambiente, nas mesmas
condicbes anteriores. Esta experiéncia teve como intuito realizar o teste da estabilidade da
solucdo Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen, armazenada a temperatura de
—25°C, ao nivel da detecdo da PSA e da integridade dos espermatozéides, na semana 0,
semana 1 e semana 2. Para a concretizacdo desta experiéncia, apds a centrifugagcao das
amostras, posterior a incubagao a temperatura ambiente, foi colocado 120ul de cada amostra
em 3 tubos diferentes de forma a ser testada a sua estabilidade na semana 0, semana 1 e
semana 2, através da realizagao dos testes preliminares: 100ul para o Teste de Orientacao
SERATEC PSA Semiquant e 20l para a técnica de coloracdo Christmas Tree. Este estudo é
importante uma vez que as amostras biolégicas colhidas e/ou o material biolégico de natureza
diversa recebidos no laboratério podem tardar em serem analisadas, pelo facto de serem
muitas amostras ou de os procedimentos serem duradouros. Desta forma, a confirmacéao da
estabilidade da solugdo Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen seria
extremamente util para saber se os testes preliminares poderéo ser realizados até 2 semanas

apos o processo de extracao.

3.8.2 Estudo comparativo entre o Kit Prepfiler Forensic DNA Extraction usado

na rotina laboratorial de SGBF-C e a extragao com o Kit Casework Direct

Pretendeu-se realizar um estudo comparativo entre 0 método de extracao pelo Kit PrepFiler
Forensic DNA Extraction, no Automate Express Forensic DNA Extraction System, Applied
Biosystem, implementado na rotina do Servico SGBF-C, com o novo kit presente do mercado,
o Kit Casework Direct, da PROMEGA.

Foram preparadas 4 zaragatoas de nylon e 4 zaragatoas de viscose para cada uma das
seguintes concentragdes: 1ul de sémen diluido 1:2, 1pl, 2ul, 5ul e 10ul de sémen (Tabela XXV,
Anexos), usando o protocolo 3.1.1. Duas zaragatoas de cada tipo, viscose e nylon, para cada

concentracao definida, foram selecionadas para serem extraidas com o Kit PrepFiler Forensic
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DNA Extraction (Tabela XXV, Anexos), no Automate Express Forensic DNA Extraction System
(protocolo 3.2.2). As restantes 20 foram extraidas com o Kit Casework Direct (Tabela XXV,
Anexos), através do protocolo recomendado da PROMEGA (protocolo 3.2.1). As 40 amostras

foram quantificadas, utilizando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification.

As amostras extraidas com o Kit Casework Direct foram purificadas e concentradas no
Automate Express Forensic DNA Extraction System (protocolo (vi) do ponto 3.2.1) e
novamente quantificadas. Neste estudo pretendeu-se verificar se existe compatibilidade entre
este kit e o robb e se, de facto, o processo de purificacdo e concentracdo das amostras
extraidas com o Kit Casework Direct permitiria obter uma maior quantidade de DNA, isenta

de inibidores.

3.8.3 Estudo comparativo entre as zaragatoas de nylon e as zaragatoas de

viscose usando o sémen, como fluido biolégico

Realizou-se um estudo comparativo entre as zaragatoas de nylon e as zaragatoas de viscose
(usadas na rotina laboratorial), com base nos dados de quantificagdo das amostras, obtidos
na experiéncia anterior. Os dados foram analisados através de graficos em que se comparou
a quantidade de DNA obtida nas zaragatoas extraidas com o mesmo kit, para a mesma

concentracao.

3.8.4 Estudo da compatibilidade entre o kit Casework Direct e o kit de

amplificagcao PowerPlex Fusion 6C System

Apods o passo de extragao e quantificagcao, foram selecionadas 10 amostras extraidas com o
Kit Casework Direct, purificadas e concentradas no Automate Express Forensic DNA
Extraction System, incluindo amostras preparadas com base nos dois tipos de zaragatoas,
para serem amplificadas com o Kit Powerplex Fusion 6C System (protocolo 3.6.1). As
amostras selecionadas foram as seguintes: AS(1pl_1:2)_CWD+PrepF(1);
NS(1ul_1:2) CWD+PrepF(1); AS(1ul)_CWD+PrepF(1); NS(1ul)_CWD+PrepF(1);
AS(2ul)_CWD+PrepF(1); NS(2ul)_CWD+PrepF(2); AS(5ul)_CWD+PrepF(2);
NS(5ul)_CWD+PrepF(1); AS(10ul)_CWD+PrepF(1) e NS(10ul)_CWD+PrepF(1).

Posteriormente, as amostras foram aplicadas e detetadas no sequenciador automatico 3500
Genetic Analyzer (AB) para a obtencéo dos respetivos eletroferogramas (protocolo 3.6 e 3.7).
Esta experiéncia teve por objetivo estudar a compatibilidade do Kit Casework Direct com o Kit

de amplificacdo Powerplex Fusion 6C System para a obtencao de perfis de DNA.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Metodologia dos processos experimentais para a

implementacgao do Kit Casework Direct na rotina laboratorial

4.1.1 Experiéncia 1: Testar a compatibilidade do Kit Casework Direct com o
teste de orientagao SERATEC PSA Semiquant, Técnica Christmas Tree e

com o Kit Quantifiler Trio.

Os resultados inerentes ao Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant das 8 amostras
de sémen foram negativos, estando visiveis da Figura 9. Além disso, a solugdo contendo o
Casework Direct Reagent e o sémen eluido apresentou um percurso irregular e demorado na

cassete, para todas as amostras analisadas.

SERATEC® PSA
c ¥

Figura 9 Resultados do teste de orientacdo SERATEC PSA Semiquant das amostras de Z1 a Z8, extraidas com o
Kit Casework Direct, usando 400ul de Reagente Casework Direct, sem a presenga de thioglycerol.

Para explicar estes resultados, colocam-se as seguintes hipéteses: 1) O Antigénio Especifico
da Prostata (PSA), sendo uma proteina muito sensivel, pode ter-se degradado durante o
procedimento devido a fatores como temperatura elevada (70°C), uma vez que, no protocolo
recomendado, a amostra é incubada duas horas a agitagao contante de 400rpm a 24°C; 2) O
Antigénio Especifico da Préstata (PSA) pode ter sido degradada por protéases que possam

estar presentes no Casework Direct Reagent; 3) O pH do Casework Direct Reagent pode ser
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diferente do pH do tampao usado no Teste de Orientagcdo SERATEC PSA Semiquant, pelo
que dificulta a reagao antigénio-anticorpo da PSA; 4) O Casework Direct Reagent pode conter
inibidores da reacao antigénio-anticorpo da PSA e 5) A solugédo tampéo do teste de PSA da
SERATEC pode conter componentes necessarios para que a reagao antigénio-anticorpo

possa ocorrer na cassete.

Embora o Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant tenha negativado em todas as
amostras, prosseguiu-se com a Tecnica de Coloragdo Christmas Tree para a visualizagdo ao

microscopio, com o objetivo de confirmar a presenca de espermatozoides nas amostras.

Os resultados obtidos estado representados na Figura 10. De acordo com o registo fotografico,
em todas as laminas foram visualizadas cabecas inteiras de espermatozoides, coradas de
vermelho, e as restantes células epiteliais visiveis, coradas de verde. Nas laminas Z1, Z2 e
Z3, contendo 1ul de sémen, foram visualizados cabecas de espermatozoides em maior
quantidade, com excegao da lamina Z4, onde foi visualizado um nimero mais reduzido dos
mesmos. Este resultado pode ser justificado com base em erros de pipetagem que possam
ter ocorrido durante o manuseamento da amostra de sémen no processo de extracdo ou na
perda de amostra aquando da aplicacdo do sedimento na lamina e como consequéncia das

lavagens efetuadas durante a realizagao da Técnica de Coloragao Christmas Tree.

Por sua vez, nas amostras Z5 a Z8, contendo 1ul de sémen diluido 1:5, foram visualizados
um numero mais reduzido de cabecas de espermatozoides, estando em concordancia com a

concentracgao inferior da amostra.

Nao foram visualizadas caudas de espermatozoides em nenhuma lamina, uma vez que o
sémen utilizado nao é fresco e a cauda € a primeira parte da célula a desintegrar-se. Além
disso, estudos realizados no SGBF-C apontam para o facto de velocidades de centrifugacéo
superiores a 9000rpm serem responsaveis pela desintegracdo das caudas dos
espermatozoides, dai a velocidade maxima de 14000 rpm, durante 5 minutos, poder ser

responsavel pela ndo visualizagado de caudas de espermatozoides ao microscopio.
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Figura 10 Visualizagdo de cabegas de espermatozoides das amostras Z1 a Z8, extraidas com o Kit Casework
Direct, utilizando a Técnica de Coloragdo Christmas Tree. As setas apontam para cabegas de espermatozoides
presentes em cada amostra. Microscépio 6tico, ampliagao 400x.
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Os resultados da quantificagdo das amostras Z1' a Z8 com o Kit Quantifiler Trio DNA
Quantification, apds a extracdo do material genético usando o Kit Casework Direct na
presenca de thioglycerol, foram representados na Tabela X. Através da visualizagdo dos
valores da quantificagao dos controlos 0,1ng, 10ng e 40ng, podemos validar os resultados
obtidos das amostras, o que significa que a amplificagdo das mesmas por PCR em Tempo
Real ocorreu dentro da normalidade, sem erros de processamento, uma vez que as
concentragdes finais obtidas dos controlos sdo muito parecidas as suas concentragbes

iniciais.

Tabela X Resultados da quantificagdo das amostras Z1’a Z8’, extraidas com o Kit Casework Direct e quantificadas
com o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification.

1ul zr 0,0927 0,0727 1:0,2700 Elevado  Indeterminado
Sémen z2 0,0864 0,0507 1:0,7000 Elevado 29,9352
z3’ Indeterminado
4 0,0019 Elevado Indeterminado
1ul z5 0,0166 0,0099 1:0,6700 Elevado 29,3099
Sémen diluido z6’ 0,0173 0,0098 1:0,7600 20,4310 29,1674
15 7 0,0029 0,0004 1:5,6600 Elevado Indeterminado
z8’ 0,0161 0,0077 1:1,1000 Elevado 31,6981
CTRL (-) 28,6881
NTC 27,9516
Controlos 0,1ng 0,1136 0,0863 1:0,3200 1,0861 28,4653
Internos 0,1ng 0,1307 0,0977 1:0,3400 1,1640 28,1162
10ng 16,1641 12,8609 1:0,2600 1,1516 29,2988
10ng 19,0892 14,0892 1:0,3500 1,2371 29,2062
40ng 59,4068 46,1948 1:0,2900 1,1729 29,5182
40ng 59,6523 48,4117 1:0,2300 1,1264 29,7872

Os resultados descritos na Tabela X revelam um indice elevado de degradacdo em todas as
amostras. Além disso, nas amostras Z1’, Z3’, Z4' e Z7’, o IPC apresentou um valor
indeterminado, e na amostra Z8’ foi aproximadamente 32, que é superior ao limite de ciclos
considerado normal (28-30). Os valores indeterminados e elevado de IPC afirmam a presenca
de inibidores na reagao de PCR, pelo que o valor da quantificagao obtido apenas pode ser

considerado indicativo. Uma das solugdes para contornar este resultado seria diluir a amostra
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ou purifica-la e novamente quantifica-la. Nas restantes amostras, Z2’, Z5 e Z6’, o IPC foi

inferior a 30.

Esta quantificagdo ndo nos permitiu tirar conclusdes consistentes acerca da quantidade de

DNA contido nas amostras de sémen.

Os resultados do Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant das amostras Z1’a Z8' sao
apresentados na Figura 11. Segundo os resultados obtidos, pode-se afirmar que thioglycerol
nao influencia na positividade do teste, uma vez que o teste foi negativo para todas as
amostras analisadas, porém houve uma melhoria ao nivel do percurso do fluido na cassete
da SERATEC.

Figura 11 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das amostras de Z1’ a Z8’, extraidas com
o Kit Casework Direct, usando 400ul de Reagente Casework Direct e 2ul de Thioglycerol.

4.1.2 Experiéncia 2: Influéncia da temperatura de incubagao na realizagao do
Teste de Orientagao SERATEC PSA Semiquant
4.1.2.1 Incubagao a temperatura de 70°C

Os resultados do Teste de Orientagcdo SERATEC PSA Semiquant das 6 amostras analisadas

constam na Figura 12.

Através destes resultados da Figura 12, pode-se afirmar que a proteina PSA néo degrada a
temperatura de 70°C, uma vez que, embora nos tubos contendo Casework Direct Reagent,
agua destilada e sémen eluido em solugdo o resultado tenha sido negativo, nos tubos
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contendo apenas agua destilada e sémen, o resultado foi positivo. Desta forma existem duas
hipoteses: 1) no Casework Direct Reagent pode existir componentes que sao responsaveis
por reagir com a PSA a 70°C, impossibilitando-a de participar na reacao antigénio-anticorpo e
2) Casework Direct Reagent pode interferir com os componentes da cassete, dificultando a

reacao anticorpo-antigénio da PSA.
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Figura 12 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das amostras incubadas a 70°C, durante
30 minutos, contendo 400ul de Casework Direct Reagent e 1l de sémen (T1CWD+SEMEN e T2CWD+SEMEN),
400ul de H20 e 1pl de sémen (T1H20+SEMEN e T2H20+SEMEN) e 200ul de CWD, 200l de H20 e 1ul de sémen
(T1CWD+ H20+SEMEN e T2CWD+ H20+SEMEN).

4.1.2.2 Incubacgao a temperatura de 24°C

Os resultados do Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant para as 2 amostras
contendo CWD e sémen, e para as outras 2 amostras contendo CWD, sémen e agua,
incubadas a temperatura de 24°C, com agitacdo constante, durante 30 minutos, estdo
apresentados na Figura 13. Os resultados do teste foram positivos em todas as amostras. As
amostras do tubo 1 e 2 contendo Casework Direct Reagent e sémen correram mais
lentamente e de forma irregular enquanto que as amostras do tubo 1 e 2 contendo Casework
Direct Reagent, agua destilada e sémen correram mais rapido e de forma regular na cassete.
Esta experiéncia pode indicar que, de facto, a incubagéo a 70°C, afeta a positividade do Teste
de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant, uma vez que interfere, de certa forma, com os

componentes do Casework Direct Reagent, impedindo a detegcao da PSA.
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Figura 13 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das amostras contendo 150ul Casework
Direct Reagent + 1ul sémen (1CWD+SEMEN e 2CWD+SEMEN), 75ul Casework Direct Reagent + 75ul agua
destilada + 1ul sémen (1CWD +H20+SEMEN e 2CWD +H20+SEMEN), incubadas a 24°C, com agitagdo constante,
durante 30 minutos.

4.1.3 Experiéncia 3: Testar o protocolo modificado de extracao usando o Kit
Casework Direct, por comparagao ao protocolo recomendado pela
PROMEGA

Os resultados da visualizacdo ao microscopio das amostras Z1_PM, Z2 PM, Z5 PMe Z6 PM
estdo representados na Figura 14. Pela andlise da Figura 14, afirma-se a presenca de
inumeras cabecas de espermatozoides ao microscopio, embora nas laminas Z1_PMe Z2 PM
tenham sido observadas em maior quantidade do que nas laminas Z5 PM e Z6_PM, tal como
esperado, visto que as ultimas foram feitas com base na solugédo contendo sémen diluido 1:5.
Aquando do processo de centrifugagao, observou-se que a centrifugagéo a 9000rpm, durante
3 minutos, nao foi suficiente para que a solugéo de Casework Direct descesse da coluna para
o tubo nalgumas das amostras, o que levou a que estas fossem novamente centrifugadas a

velocidade de 14000, durante 5 minutos.

Na Tabela XII estdo representados os resultados da quantificagado usando o Kit Quantifiler Trio
DNA Quantification das amostras ZA_PF, ZB_PF e Z1_PM a Z8_PM. Os resultados foram
validados através da analise dos controlos 0,1ng, 10ng e 40ng, cujas concentragdes finais
sdo muito parecidas as concentragdes iniciais, 0 que significa que a quantificagdo ocorreu
dentro da normalidade. Nos controlos negativos nao foi detetado material genético, o que
significa que nao houve contaminagao dos reagentes envolvidos na reagao. Foi obtido um
IPC indeterminado em duas amostras ZB_PF e Z4 PM e um IPC superior a 30 na amostra
ZA_PF, pelo que estas amostras foram diluidas 1:2 e novamente quantificadas. Em relagao
ao nivel de degradacao do DNA, este encontra-se com boa qualidade, em todas as amostras,
pois apresenta um indice de degradacdo baixo. Os valores de concentracdo de DNA

expressos na Tabela Xl, foram comparados através do Grafico |.A.
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Figura 14 Visualizagdo de cabegas de espermatozoides das amostras Z1_PM, Z2_PM, Z5_PM e Z6_PM, extraidas
com o Kit Casework Direct (protocolo modificado (iv) do ponto 3.2.1), utilizando a Técnica de Coloragédo Christmas
Tree. As setas apontam para as cabegas de espermatozoides presentes em cada amostra. Microscopio o6tico,
ampliagao 400x.

Com base no Grafico |I.A, podemos observar que a quantidade de DNA extraido das
zaragatoas Z3_PM e Z4_PM, onde se usou 200ul de Casework Direct Reagent e 200ul de
agua destilada foi superior ao DNA extraido das zaragatoas ZA_PF e ZB_PF, onde foi usado
400ul de Casework Direct Reagent, tal como recomendado pela PROMEGA. A percentagem
de aumento foi calculada a partir das médias dos valores de quantificagdo (Tabela XII) obtidos
para cada amostra, estando representada no Grafico |.B. A percentagem de aumento das
amostras (Z3_PM e Z4 _PM), para a Human DNA, foi de 31,78% e, para Male DNA, foi de

60,59%, quando comparadas com as meédias das amostras (ZA_PF e ZB_PF).
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Tabela XI Resultados da quantificacdo das amostras ZA_PF e ZB_PF (1ul de sémen), extraidas com o Kit
Casework Direct, protocolo recomendado pelo fabricante e das amostras Z1_PM a Z4_PM (1ul de sémen) e Z5_PM
aZ8 PM (1ul de sémen diluido 1:5), extraidas com o Kit Casework Direct, protocolo modificado (iv) do ponto 3.2.1,
usando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification. O simbolo (*) indicam as amostras que foram diluidas 1:2 e
novamente quantificadas.

fyl  Z1_PM 00491 00939  1:-04800 07411 30,1581
Sémen Z2_PM 0,0906 0,1649 1:-0,4500 0,5910 29,5001
Z3_PM 0,4386 0,6652 1:-0,3400 0,7044 29,2872
Z4_PM* 0,3666 0,4496 1:-0,1800 0,5870 29,3597
1ul Z5_PM 0,0056 0,0117 1:-0,5200 0,5696 29,3189
Sémen diluido Z6_PM 0,0076 0,0159 1:-0,5200 0,4615 29,3346
1:5 Z27_PM 0,0878 0,1315 1:-0,3300 1,1165 29,4515
Z8_PM 0,0561 0,0837 1:-0,3300 0,7200 29,6928
CTRL (1) 1 28,9948
1ul ZA_PF* 0,2402 0,2728 1:-0,1200 0,5670 28,8290
Sémen ZB_PF* 0,3708 0,4214 1:-0,1200 0,6028 28,8495
CTRL (-) 2 29,2117
NTC 28,3054
Controlos 0,1ng 0,1146 0,1177 1:-0,0300 0,8632 28,4343
internos 0,1ng 0,1062 0,1115 1:-0,0500 0,7473 28,2163
10ng 12,2563 @ 15,2416 1:-0,2000 0,7704 29,2676
10ng 13,8500 16,8570 1:-0,1800 0,8037 29,0319
40ng 40,0478 = 54,5808 1:-0,2700 0,7595 29,1211
40ng Indeterminado
(A) (B)
m HUMAN (ng/ul) ®m MALE (ng/ul) H Média HUMAN (ng/ul) m Média MALE (ng/pl)
08 __06
%'0 III 11l I B | %8? II
I SO IS 0 S0 O 0 0 0 SIS B
g WD DL DA g ZA_PF+ZB_PF 73_PM+Z4_PM
§ Amostras § Médias

Grafico | (A) Comparacéo da quantidade de DNA das amostras ZA_PF e ZB_PF (1ul de sémen), extraidas com o
Kit Casework Direct, protocolo recomendado pelo fabricante e das amostras Z1_PM a Z4_PM (1ul de sémen) e
Z5 PM a Z8 PM (1ul de sémen diluido 1:5), extraidas com o Kit Casework Direct, protocolo modificado (iv) do
ponto 3.2.1, usando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification. (B) Comparagao das médias dos valores obtidos na
quantificagdo das amostras (ZA_PF+ZB_PF) com a média dos valores das amostras (Z3_PM+Z4_PM).

45



Tabela XlI Célculo da percentagem de aumento a partir das médias (X) dos valores de quantificagéo das amostras
(Z3_PM e Z4_PM) e (ZA_PF e ZB_PF) para a Human DNA e Male DNA, segundo a féormula:

Xz3pyzapy — XzAprZBpp

Percentagem de aumento = — X 100%
XzAprzBpr
iZAPFZBPF 0,3055 0,3471
XZ3PMZ4’PM 0,4026 0,5574
Percentagem de Aumento 31,78% 60,59%

Nos resultados da quantificacdo pretendeu-se verificar se as amostras Z1_PM, Z2 PM,
Z5_PM e Z6_PM, ao serem centrifugadas na sua totalidade e ao retirar-se 20ul do fundo do
tubo, perdem muito material genético para a realizagdo da Técnica de Christmas Tree. Tal
como se pode observar no Grafico I.A, para as amostras contendo 1ul de sémen, Z1_PM e
Z2_PM apresentam uma menor concentracao ao nivel de Human DNA e de Male DNA quando
comparadas com as amostras Z3_PM e Z4 PM. O mesmo facto pode ser notado para as
amostras contento 1ul sémen diluido 1:5, em que Z5 PM e Z6 PM apresentam uma menor
concentracao ao nivel de Human DNA e de Male DNA quando comparadas com as amostras
Z7_PMe Z8_PM.

Tabela XIIl Célculo da percentagem de diminuigdo a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das
amostras (Z1_PM+Z2_PM); (Z3_PM +Z4_PM) e (Z5_PM +Z26_PM); (Z7_PM +Z8_PM) para a Human DNA e Male
DNA, segundo as formulas:

|X21PMZZPM — XZ3PMZ4PM |

Percentagem de diminuigdo = = X 100%
XZ3PMZ4PM
L |YZSPMZ6PM _YZ7PMZBPM|
Percentagem de diminuicdo = = X 100%
XZ7PMZBPM
iupMzsz 0,06985 0,1294
izspMmpM 0,4026 0,5574
Percentagem Diminuigao 82,65% 76,79%
izs 76 0,0066 0,0138
PM4OPM
iZ7mZBpM 0,07195 0,1076
Percentagem Diminuigao 90,83% 87,17%

A percentagem de DNA masculino perdido nas amostras de 1yl sémen para Human DNA é
82,65% e para Male DNA é de 76,79%, sendo que para as amostras contendo 1ul sémen

46



diluido na propor¢ao de 1:5, a percentagem de DNA masculino perdido para Human DNA é
90,83% e para Male DNA é de 87,17% (Tabela XIII).

Estes dados reforcam o facto de, ao centrifugar e ao retirar 20yl do sedimento total da
amostra, para a realizagao da Técnica de Coloragao Christmas Tree, retira-se muito material
genetico da solugdo. Este passo do protocolo pode ser uma desvantagem quando se
manipulam amostras problema, uma vez que estas contém uma reduzida quantidade de DNA,
0 que pode dificultar na obtengdo de um perfil completo do perpetuador, no caso de uma

agressao sexual.

Uma possivel modificagdo ao protocolo seria a de retirar 140ul do lisado extraido para um
novo tubo, centrifugar a 9000rpm, durante 3min e retirar 120ul do sobrenadante para a
realizacao do teste de orientacdo SERATEC PSA Semiquant e 20ul do sedimento para a
técnica de Christmas Tree, de forma a evitar a perda de muito material genético aquando da

realizagao dos testes preliminares.

4.1.4 Experiéncia 4: Testar a compatibilidade do kit de extracao diferencial /-

sep, da Biotype, com o kit de extracao Casework Direct, da PROMEGA

Os resultados da quantificacdo da fracao epitelial e da fragdo espermatica para cada amostra
mistura, obtidas a partir do protocolo original e do protocolo modificado constam na Tabela
XIV. Estes resultados foram analisados com recurso a graficos de comparagdo da
concentracao de DNA detetada nas amostras contendo a fracido epitelial e nas amostras

contendo a fragcédo espermatica (Grafico Il).

Pela analise direta do Grafico Il, observamos uma elevada discrepancia entre a quantidade
de material genético obtido na extragao diferencial usando o protocolo original de extracao
diferencial I-sep, partindo de uma zaragatoa de saliva e sémen e a quantidade de material
genético obtido usando o protocolo modificado /-sep, partindo de 50ul de uma solugédo de
extracao pelo Kit Casework Direct. Comparando os valores de quantificacdo obtidos para as
fragcdes epitelial (Grafico 11.A) e espermatica (Gréfico 11.B) de cada amostra, verifica-se que as
amostras extraidas com o protocolo original apresentam claramente um valor muito superior
e discrepante da concentracdo de DNA, quando comparadas com as amostras extraidas

através do protocolo modificado.
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Tabela XIV Resultados da quantificagdo das 12 amostras mistura, contendo saliva e sémen, extraidas através do
protocolo modificado 3.3.2 e através do protocolo controlo 3.3.1 da extragéo diferencial, usando o Kit Quantifiler
Trio DNA Quantification.

Amostra HUMAN (ng/ul) MALE (ng/ul) M:F Ratio  Degradation IPC
FB_Epit_ISEP 69,8475 0,1666 1:418,1700  0,8196 31,3938
VL_Epit_ISEP 91,2755 0,2411 1:377,6400 @ 0,8312 30,7574
VB_Epit_ISEP 70,1523 0,2312 1:302,4700  0,8334 30,3847
CS_Epit_ISEP 58,0571 0,0375 1:1547,5500 @ 0,8435 30,3814
AMB_Epit_ISEP 53,9647 0,0451 1:1195,2800 0,7959 30,416
PM_Epit_ISEP 39,7468 0,0369 1:1076,6500 @ 0,6309 30,7594
FB_Epit_ISEP + CWD 1,0738 0,0019 1:563,8500  1,0489 28,9872
VL_Epit_ISEP + CWD 0,9595 0,0073 1:130,5200 @ 1,1128 29,234
VB_Epit_ISEP + CWD 0,487 0,0031 1:156,7000  1,1418 28,6508
CS_Epit_ISEP + CWD 1,0461 0,0008 1:1268,9200 0,8818 28,9649
AMB_Epit_ISEP + CWD  1,1606 0,0008 1:1413,7700 0,9086 28,6199
PM_Epit_ISEP + CWD 0,724 0,0012 1:610,8500 @ 0,927 28,483
FB_Esp_ISEP 5,3039 0,2199 1:23,1200 0,6963 29,6113
VL_Esp_ISEP 2,02 0,2803 1:6,2100 0,6852 29,2387
VB_Esp_ISEP 4,0913 0,3709 1:10,0300 0,7488 29,764
CS_Esp_ISEP 5,9893 0,0994 1:59,2500 0,8286 30,4571
AMB_Esp_ISEP 1,5645 0,1002 1:14,6200 0,6237 29,0857
PM_Esp_ISEP 1,8945 0,097 1:18,5300 0,6348 28,8135
FB_Esp_ISEP + CWD 0,0011 1,1434 28,1656
VL_Esp_ISEP + CWD 0,0146 0,0156 1:-0,0700 0,4448 28,2463
VB_Esp_ISEP + CWD 0,0017 0,0024 1:-0,2700 0,7538 28,1251
CS_Esp_ISEP + CWD 0,0114 0,0011 1:9,7300 0,6821 28,1918
AMB_Esp_ISEP + CWD  0,0008 1,0315 28,152
PM_Esp_ISEP + CWD 0,003 0,005 1:-0,4000 0,4624 28,2156
Ctrl(-)_Epit_ISEP + CWD 28,336
Ctrl(-)_Esp_ISEP + CWD 28,2681
NTC 28,1123
0,1 ng 0,1422 0,1385 1:0,0300 0,7965 28,3774
0,1 ng 0,1155 0,155 1:-0,2500 0,6984 28,6741
10 ng 15,5467 17,6661 1:-0,1200 0,7152 30,0209
10 ng 15,7995 18,0436 1:-0,1200 0,7257 29,6224
40 ng 54,3269 56,0079 1:-0,0300 0,835 30,1602
40 ng 50,0355 55,4129 1:-0,1000 0,8146 30,1138
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Adicionalmente, na extracao diferencial com o Kit I-sep, verifica-se que, de facto, o kit nao é
completamente eficiente, uma vez que na fracdo espermatica encontra-se parte da fragcao
epitelial ndo separada de forma eficaz. Por conseguinte, o perfil de STR obtido seria um perfil
mistura e ndo um perfil singular masculino. Este facto também pode ter sido agravado pela
reduzida quantidade de sémen utilizada em relagdo a quantidade de saliva obtida nas

zaragatoas bucais.

(A) (B)

PM_Epit_ISEP + CWD
AMB_Epit_ISEP + CWD
CS_Epit_ISEP + CWD
VB_Epit_ISEP + CWD
VL_Epit_ISEP + CWD
FB_Epit_ISEP + CWD

PM_Esp_ISEP + CWD
AMB_Esp_ISEP + CWD
CS_Esp_ISEP + CWD
VB_Esp_ISEP + CWD
VL_Esp_ISEP + CWD
FB_Esp_ISEP + CWD

PM_Epit_ISEP PM_ESp_ISEP |
AMB_Epit_ISEP AMB_Esp_ISEP |
CS_Epit_ISEP CS_Esp_ISEP
VL_Epit_ISEP VL_Esp_ISEP e
FB_Epit_ISEP FB_Esp_ISEP
0 20 40 60 80 100 0 2 4 6 8
MALE (ng/ul) mHUMAN (ng/ul) MALE (ng/ul) mHUMAN (ng/ul)

Grafico Il Comparagao da quantidade de DNA da fragao epitelial (A) e da fragdo espermatica (B) proveniente das
amostras mistura contendo saliva e sémen extraidas com o protocolo original 3.3.1 e através do protocolo
modificado 3.3.2 da extragéo diferencial. As amostras foram quantificadas através do Kit Quantifiler Trio DNA
Quantification.

4.1.5 Experiéncia 5: 1) Testar o tipo de armazenamento das zaragatoas de nylon
(congeladas a temperatura de -25°C e secas a temperatura ambiente) ao
nivel da detecdo da PSA; 2) Testar a estabilidade da solucao
agua+CWD+sémen para a semana 0, 1 e 2 ao nivel da detegcdo da PSA e

da integridade dos espermatozoides

Os resultados do teste de orientacdo da SERATEC PSA Semiquant das 4 amostras
armazenadas a temperatura ambiente para o dia 0, constam na Figura 15. Tal como se pode
observar, todos os testes de orientagdo SERATEC PSA Semiquant foram positivos para o dia

0, apesar das amostras extraidas através da mistura Casework Direct Reagent, agua
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destilada apresentarem a banda do teste mais intensa e nitida do que as amostras extraidas

através da mistura de Casework Direct Reagent com a solucédo tampao da SERATEC.

Os resultados do teste de orientagcdo da SERATEC PSA Semiquant das outras 4 zaragatoas
de sémen armazenadas a temperatura ambiente, ao fim de 24h constam na Figura 16, sendo
semelhantes aos resultados obtidos anteriormente.
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Figura 15 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das 4 amostras de sémen armazenadas
a temperatura ambiente e extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada e com
base na mistura de Casework Direct Reagent e buffer SERATEC, incubadas a 24°C, 30min (Dia 0).
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Figura 16 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das 4 amostras de sémen armazenadas
a temperatura ambiente e extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada e com
base na mistura de Casework Direct Reagent e buffer SERATEC, incubadas a 24°C, 30min (apds 24h).

Posteriormente, apdés 48h, foram extraidas novamente 2 zaragatoas armazenadas a
temperatura ambiente e 2 zaragatoas congeladas a temperatura de -25°C usando o0 mesmo
protocolo. Devido aos resultados da experiéncia obtidos ao fim de 24h, ao fim de 48h apenas
se optou pela mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, pelas razdes
anteriormente apresentadas. De seguida, foi realizado novamente o Teste de Orientagao,

cujos resultados estdo apresentados na Figura 17.

Através da analise dos resultados, constatamos que, ao fim de 48h, as zaragatoas

armazenadas a temperatura ambiente e as zaragatoas congeladas a temperatura de -25°C
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conferem resultados positivos no Teste de Orientacdo da SERATEC PSA Semiquant, cuja

banda esta nitidamente visualizada na cassete.

Figura 17 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant de 2 amostras de sémen armazenadas a
temperatura ambiente e de 2 amostras de sémen congeladas a temperatura de -25°C e extraidas com base na
mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, incubadas a 24°C, 30min (apds 48h).

Realizou-se a extracdo do material genético das restantes 2 zaragatoas congeladas a
temperatura de -25°C e das outras 2 zaragatoas armazenadas a temperatura ambiente, ao
fim de 48h, nas mesmas condi¢des anteriores.

Os resultados obtidos para a semana 0, do teste de orientacdo SERATEC PSA Semiquant
estéo representados na Figura 18 e da visualizagdo ao microscépio estao presentes na Figura

19 e na Figura 20.

Figura 18 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das zaragatoas de sémen (2 armazenadas
a temperatura ambiente e 2 congeladas a temperatura de -25°C), extraidas com base na mistura de Casework
Direct Reagent e agua destilada, ao fim de 48h.
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Figura 19 Visualizagdo de cabegas de espermatozoides das 2 amostras de sémen congeladas a temperatura de -
25°C, extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, ao fim de 48h, através da
técnica Christmas Tree. As setas assinalam as cabecgas de espermatozoides presentes na amostra. Microscopio
o6tico, ampliagao 400x.
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Figura 20 Visualizagdo de cabecgas de espermatozoides das 2 amostras de sémen armazenadas a temperatura
ambiente, extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, ao fim de 48h, através da
técnica Christmas Tree. As setas assinalam as cabegas de espermatozoides presentes na amostra. Microscépio
otico, ampliagéo 400x.

E possivel observar que em todas as amostras o resultado de orientagdo da SERATEC foi

positivo e em relagao a visualizagao ao microscopio, em todas as amostras foram identificados
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cabecas de espermatozoides. Estes testes realizados permitiram, de facto, afirmar que
ocorreu a eluicao da amostra de sémen para a solugdo de CWD, o que possibilitou a repeticao

dos testes preliminares, para a semana 1 e 2.

Para a 12 semana, os resultados obtidos no teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant
constam na Figura 21 e o registo fotografico da visualizagdo das amostras ao microscopio
consta na Figura 22 e na Figura 23. Para esta semana, obteve-se, de igual forma, resultados
positivos em ambos os testes preliminares. Contudo, numa das zaragatoas armazenadas a
temperatura ambiente (Z2) foi encontrado apenas uma cabecga de espermatozoide, pelo que
tal se pode dever ao facto de o sémen ser uma amostra muito viscosa, tornando a pipetagem
inconsistente, pelo que pode ter ocorrido uma pipetagem ndo homogénea para os 3 tubos
designados para cada semana. Apesar deste resultado em concreto, pode-se afirmar que, a
temperatura de -25°C, a solugao Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen manteve-
se estavel, para a primeira semana, uma vez que o teste de orientacdo SERATEC PSA
Semiquant foi positivo e visualizou-se cabecgas de espermatozoides intactas, o que significa

que mantiveram a sua morfologia e integridade fisica.
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Figura 21 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das zaragatoas de sémen (2 armazenadas
a temperatura ambiente, representadas a esquerda na imagem e 2 congeladas, representados a direita na
imagem), extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, e armazenadas a
temperatura de -25°C (semana 1).
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Figura 22 Visualizagédo de cabegas de espermatozoides das 2 amostras de sémen congeladas, extraidas com base
na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, armazenadas a temperatura de -25°C, na semana 1,
através da técnica Christmas Tree. As setas assinalam as cabegas dos espermatozoides presentes na amostra.
Microscopio 6tico, ampliagdo 400x.
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Figura 23 Visualizacdo de cabecas de espermatozoides das 2 amostras de sémen armazenadas a temperatura
ambiente, extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, armazenadas a
temperatura de -25°C, semana 1, através da técnica Christmas Tree. As setas assinalam as cabegas dos
espermatozoides presentes na amostra. Microscépio 6tico, ampliagdo 400x.

Para a 22 semana, foram realizadas os mesmos testes preliminares, cujos resultados estao

representados na Figura 24, Figura 25 e na Figura 26. Tal como podemos observar, o teste
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de orientacdo SERATEC PSA Semiquant foi positivo em todas as amostras de sémen (Figura
24) e foi observado ao microscopio um elevado niumero de cabecgas de espermatozoides,
incluindo nas zaragatoas armazenadas a temperatura ambiente, onde, anteriormente, na 12

semana, apresentaram um reduzido numero destas células (Figura 26).

SERATEC® PSA SERATEC® PSA
e ok cC T
=~ | 5% = | 3
= o L. |
TiGt 2uus S2 Ta 6t &euny, 2
[#=" SERATEC® PSA SERATEC® PsA

Figura 24 Resultados do teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant das zaragatoas de sémen (2 armazenadas
a temperatura ambiente, representadas a esquerda na imagem e 2 congeladas, representados a direita na
imagem), extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada e armazenadas a
temperatura de -25°C (semana 2).
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Figura 25 Visualizagédo de cabegas de espermatozoides das 2 amostras de sémen congeladas, extraidas com base
na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, armazenadas a temperatura de -25°C, semana 2, através
da técnica Christmas Tree. As setas assinalam os espermatozoides presentes na amostra. Microscépio o6tico,
ampliagcao 400x.

Este resultado corrobora o facto da pipetagem poder nao ter ndo ter sido completamente

homogénea, entre tubos, devido a natureza do sémen.
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Em suma, a solugao de Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen permanece estavel

mesmo apdés duas semanas de armazenamento a temperatura de -25°C (sendo uma

vantagem para a sua implementac¢ao na rotina laboratorial.
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Figura 26 Visualizagdo de cabecgas de espermatozoides das 2 amostras de sémen armazenadas a temperatura
ambiente, extraidas com base na mistura de Casework Direct Reagent e agua destilada, armazenadas a
temperatura de -25°C, semana 2, através da técnica Christmas Tree. As setas assinalam os espermatozoides

presentes na amostra. Microscopio 6tico, ampliagéo 400x.
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4.2 Estudo comparativo entre o Kit Prepfiler Forensic DNA
Extraction usado na rotina laboratorial de SGBF e a extragao

com o Kit Casework Direct

Os resultados de quantificagao de todas as amostras extraidas para este estudo encontram-

se reunidos na Tabela XV.

Tabela XV Resultados obtidos da quantificagdo, usando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification, das amostras
extraidas com o Kit Casework Direct, ndo purificadas, as amostras extraidas com o Kit PrepFiler Forensic DNA
Extraction e as amostras extraidas com CWD e purificadas no Automate Express Forensic DNA Extraction System.
O simbolo (*) indica as amostras que foram diluidas 1:2 e novamente quantificadas; o resultado da quantificagao
expresso € o resultado da quantificagdo multiplicado por 2.

CwWD Prepfiler CWD+Prepfiler
Amostra Human Male(ng/pl) Human Male(ng/ Human Male(ng/pl)

(ng/ul) (ng/ul) pl) (ng/ul)
AS(1ul_1:2) (1) 0,0212 | 0,0741 1,6722 1,610 0,2970 0,2031

3

AS(1ul_1:2)_(2) 0,0375  0,0910 1,56598 1,4596 0,1754 0,1179
NS(1ul_1:2)_(1) 0,1440* 0,2816* 2,2781 2,5885 0,8480 0,6317
NS(1ul_1:2)_(2) 0,0794* 0,2082* 1,6049 1,7991 0,6555 0,4356
AS(1ul)_(1) 0,1168  0,3859 2,3458 2,8530 0,7018 0,4721
AS(1ul)_(2) 0,2514 | 0,6949 2,5135 3,1001 1,3698 1,0389
NS(1ul)_(1) 0,1756* 0,3796* 5,0809 5,7283 1,4871 1,0014
NS(1ul)_(2) 0,2648* 0,4754* 3,2597 3,791 1,9391 1,2578
AS(2ul)_(1) 0,9334  1,5522 5,9024 8,1357 1,3994 0,9771
AS(2ul)_(2) 0,8103  1,9757 6,6532 7,8539 5,3822 3,8426
NS(2ul)_(1) 0,3150*  0,6662* 5,9355 8,7267 2,4238 1,7432
NS(2ul)_(2) 0,5102* 1,0052* 8,1902 11,5013  3,6487 2,7503
AS(5ul)_(1) 0,6829  1,6097 39,1099 38,7761  3,3102 2,3899
AS(5ul)_(2) 1,2453  3,0719 9,4115 13,9712  6,6176 4,9373
NS(5ul)_(1) 2,5812*  4,4160* 13,0580 18,5207 16,0888 10,5981
NS(5ul)_(2) 1,3400* 2,6388* 7,9524 11,9000  9,8371 6,2269
AS(10ul)_(1) 1,6654 | 3,7637 5,2210 13,7280 | 5,4918 5,2471
AS(10ul)_(2) 2,6974  6,3280 21,9880 32,7405 | 10,1528 9,2936
NS(10ul)_(1) 3,56316* | 6,6694+ 33,3728 51,0462 @ 18,3015 13,8710
NS(10ul)_(2) 11,924* | 14,7112* 57,9957 74,1726 | 39,9522 31,4097
Ctri(-) 0,0004  0,0006

Ctri(-)_1_PrepF - -

Ctrl(-)_2_PrepF - -

Ctrl(-)_1_CWD+PrepF 0,0009 0,0010
Ctril(-)_2_PrepF - -
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De forma a facilitar a analise dos resultados obtidos, foram elaborados tabelas e graficos para

comprar a quantidade de DNA obtida de cada amostra com base no kit de extracao utilizado.

Numa primeira analise, compararam-se as amostras extraidas com o Kit Casework Direct ndo
purificadas com as extraidas com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, ao nivel da
concentracdo de DNA contida em cada amostra (Grafico Ill.A-E). Com base na observagao
direta dos graficos, para a mesma concentragéo, verificou-se uma diferenga substancial entre
a concentragcdo de DNA obtida com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, quando
comparado com Kit Casework Direct, em que as amostras extraidas com o primeiro
apresentam valores muito elevados de DNA (ng/ul) em relagdo as amostras extraidas com o

segundo kit. Este facto confirmou-se em todas as concentragbes analisadas.

Tabela XVI Célculo da percentagem de diminuigdo a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das
amostras extraidas com o Kit Casework Direct em relagéo ao Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction para a Human
DNA e Male DNA, segundo a férmula:

|XAmostra,CWD - XAmostra,P‘repF'

Percentagem de diminuicdo = X 100%

X Amostra_PrepF

Percentagem de diminui¢ao

Média Human (ng/ul) Média Male (ng/ul) Human (ng/ul) Male (ng/ul)

AS(1ul_1:2)_CWD 0,0294 0,0826

98,18% 94,62%
AS(1ul_1:2)_PrepF 1,6160 1,5350
NS(1ul_1:2)_CWD 0,117 0,2449

94,25% 88,84%
NS(1ul_1:2)_PrepF 1,9415 2,1938
AS(1ul)_CWD 0,1841 0,5404

92,42% 81,84%
AS(1ul)_PrepF 2,4297 2,9766
NS(1ul)_CWD 0,2202 0,4275

94,72% 91,02%
NS(1ul)_PrepF 41703 4,7597
AS(2ul)_CWD 0,8719 1,7640

86,11% 77,94%
AS(2ul)_PrepF 6,2778 7,9948
NS(2ul)_CWD 0,4126 0,8357

94,16% 91,74%
NS(2ul)_PrepF 7,0629 10,1140
AS(5ul)_CWD 0,9641 2,3408

96,03% 91,12%
AS(5ul)_PrepF 24,261 26,3737
NS(5ul)_CWD 1,9606 3,5274

81,34% 76,81%
NS(5ul)_PrepF 10,5052 15,2104
AS(10ul)_CWD 2,1814 5,0459

83,97% 78,28%
AS(10ul)_PrepF 13,6045 23,2343
NS(10ul)_CWD 7,7278 10,6903

83,08% 82,93%
NS(10ul)_PrepF 45,6843 62,6094
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(A) (D)
® Human (ng/ul) = Male(ng/ul) B Human (ng/ul) = Male(ng/pl)
Concentragdo DNA (ng/ul) Concentragdo DNA (ng/ul)
AS(1ul_1:2) CWD(1) & AS(5ul) CWD(1) &L
AS(1ul_1:2) CWD(2) & AS(5ul) CWD(2) B
@ AS(1ul_1:2) PrepF(1) [E—— o AS(Sul)_PrepF(1)
+ AS(1ul_1:2)_PrepF(2) [ £ AS(5ul)_PrepF(2) FEES
g NS(lul_1:2)_cwD{1) B 2 NS(5u)_CwD(l) M
< NS(1ul_1:2)_CWD(2) B < NS(5ul)_cwD(2) HE.
NS{TUL_1:2) Preph(l) NS(5ul)_PrepF(1)
NS(1ul_1:2)_PrepF(2) I NS(5ul)_PrepF(2) e
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 0 10 20 30 40 50
(B) (E)
mHuman (ng/ul) = Male(ng/ul) ® Human (ng/ul) = Male(ng/ul)
Concentragéo DNA (ng/pl) Concentragéo DNA (ng/ul)
AS(1ul) CWD(1) L AS(10ul) CWD(1) Ky
AS(1ul) CWD(2) M AS(10ul) CWD(2) H_
w AS(1ul)_PrepF(1) ™™ @ AS(10ul)_PrepF(1) |-
£ AS(1ul)_PrepF(2) I & AS(10ul)_PrepF(2) IS
g NS(1ul)_CWD(1) Eg g NS(10ul)_CwD(1) =
< NS(lul)_CwD(2) B < NS(10ul)_CwD(2)
NS LUl PrepH L) s NS LOUl) PrepF ] ey
NS(1ul)_PrepF(2) [EE— N S(10ul)_Pre {2 |
0 1 2 3 4 5 6 7 0 20 10 60 80
(9] (F)
HHuman (ng/ul)  ® Male(ng/ul) B Human (ng/ul)  m Male(ng/ul)
Concentragdo DNA (ng/pl) Percentagem de diminuicdo da quantidade de DNA (%)
AS(2ul) CWD(1) B AS{ 1117152 |
NS(LUI_1:2) e———
AS(2ul)_CWD(2) (K‘sﬁul}
w AS(2ul)_PrepF(1) I @ NS(Lul)
£ As(2ul)_PrepF(2) I, = AS((ZUB S —
8 8 NS(2ul) E—————
g Ns{2ul)_cwp(1) Ea 2 AS(oul)
< Ns(2ul)_CWD(2) M B N —
NS(2ul)_PrepF(1) | ASLOU) ———
NPT — NS(10ul) E—————
0 2 a4 6 8 10 12 14 0 02 04 0,6 0,8 1 1,2

Graéfico 1l (A) Comparagao da quantidade de DNA das amostras extraidas com o Kit Casework Direct e com o Kit
PrepFiler Forensic DNA Extraction para 1ul de sémen diluido 1:2, (B) 1pl, (C) 2ul, (D) 5ul e (E) 10pl de sémen,
usando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification. (F) Percentagem de diminuigdo da quantidade de DNA do Kit
Casework Direct em relagédo ao Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, calculada a partir da férmula expressa na
Tabela XVI.

Pela analise direta da Tabela XVI e do Gréfico Ill.F, em relagéo a percentagem de diminuigéo
da concentragdao de DNA das amostras extraidas com o Kit Casework Direct quando
comparado ao Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, observa-se que esta foi compreendida
entre o intervalo de [81,34%; 98,18%], para a Human DNA e [76,81%; 94,62%] para Male
DNA, o que significa que o método de extragéo pelo Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction

apresenta um rendimento de extragdo muito superior ao novo kit.
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Para o mesmo efeito comparativo, desenharam-se graficos de forma a comparar a quantidade
de DNA das amostras extraidas com o Kit Casework Direct nao purificadas com as amostras
extraidas com o Kit Casework Direct ja purificadas e concentradas no Automate Express
Forensic DNA Extraction System (Grafico IV.A-E).

Tabela XVII Calculo da percentagem de aumento a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das amostras
extraidas com o Kit Casework Direct ndo purificadas em relagdo as amostras extraidas com o Kit Casework Direct
ja purificadas e concentradas no Automate Express Forensic DNA Extraction System, segundo a férmula:

|XAmostra,CWD+PrepF - XAmastra,CWD |

X 100%

Percentagem de aumento = —
XAmostra_CWD

Percentagem de aumento
Média Human (ng/ul) Média Male (ng/ul) Human (ng/ul) Male (ng/ul)

AS(1ul_1:2)_CWD 0,0294 0,0826
AS(1ul_1:2)_CWD+PrepF 0,2362 0,1605 704,77% 94,43%
NS(1ul_1:2)_CWD 0,117 0,2449
NS(1ul_1:2)_CWD+PrepF 0,7518 0,5337 573.01% 17.91%
AS(1ul)_CWD 0,1841 0,5404
AS(1ul)_CWD+PrepF 1,0358 0,7555 462,63% 39.80%
NS(1ul)_CWD 0,2202 0,4275
NS(1ul)_CWD+PrepF 1,7131 1,1296 677.97% 164,23%
AS(2ul)_CWD 0,8719 1,7640
AS(2ul)_CWD+PrepF 3,3908 2,4099 288,92% 36,62%
NS(2ul)_CWD 0,4126 0,8357
NS(2ul)_CWD+PrepF 3,0363 2,2468 635,88% 168,85%
AS(5ul)_CWD 0,9641 2,3408
AS(5ul)_CWD+PrepF 4,9639 3,6636 414.87% 56,51%
NS(5ul)_CWD 1,9606 3,5274
NS(5ul)_CWD+PrepF 12,9630 8,4125 561,17% 138,49%
AS(10ul)_CWD 2,1814 5,0459
AS(10ul)_CWD+PrepF 7,8223 7,2704 258,59% 44,09%
NS(10ul)_CWD 7,7278 10,6903
NS(10ul)_CWD+PrepF 29,1269 22,6404 276.91% 11,78%

Constatou-se que a purificagdo e concentragdo das amostras no robdé teve um aumento
consideravel na concentracdo de DNA detetada, cuja percentagem de aumento varia no
intervalo de [258,59; 704,77%)] para a Human DNA e de [36,62%; 168,85%] para Male DNA,
visivel na Tabela XVII e no Grafico IV.F, sendo estes resultados espectaveis, uma vez que as

amostras foram purificadas e concentradas num volume final de 50ul.
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(A) (D)

o Male(ng/ul) B Human (ng/ul) B Male(ng/ul) B Human (ng/ul)
NS(Tul_1:2)_CWD+PrepF(2) | NS(Sul)_CWD+PrepF(2)
NS(Lul_1:2)_CWD-+PrepF(1) |5 e NS(5ul)_CWD+PrepF(1) |

@ NS(1ul_1:2) CWD(2) === @ NS(5ul)_CWD(2) ==
£ NS(1ul_1:2) CWD(1) | g NS(5ul)_CWD(1) [
£ AS(Lul_1:2)_CWDHPrepF(2) i £ AS(SU_CWD+PrepF(2)
< AS(1ul_1:2)_ CWD+PrepF(1) < AS(5ul)_ CWD+PrepF(1)

AS(1ul_1:2) CWD(2) W™= AS(5ul)_CWD(2)

AS(1ul_1:2) CWD(1) ™= AS(5ul)_CWD(1) =

0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Concentracdo DNA (ng/ul) Concentracdo DNA (ng/ul)
(8) (E)

u Male(ng/ul) @ Human (ng/ul) uMale(ng/ul) = Human (ngful)
NS(Lul)_CWD+PrepF(2) | NS{10ul)_CWD+PrepF{2) |
NS(1ul)_CWD+PrepF(1) | s NS(10ul)_CWD+PrepF(1) ey

p NS(1ul)_CWD(2) [ p NS{10ul)_ CWD[2)
& NS(1ul) CWD(1) [ - NS{10ul) CWD{1) =
£ AS(1ul) CWD+PrepF(2) £ AS(10ul) CWD+PrepF(2) L
< AS(1ul) CWD+PrepF(1) I < AS(10ul) CWD+PrepF(1) |
AS{1ul)_CwD(2) | AS(10ul)_CwD(2) ™=
AS{1ul)_CwD(1) === AS(10ul)_CwD(1) W™
0 05 1 15 2 2,5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentragéo DNA (ng/ul) Concentragéo DNA (ng/ul)
(9] (F)

¥ Male(ng/ul) W Human (ng/ul) B Human (ng/ul) B Male(ng/ul)
NS(2ul)_CWD+PrepF(2) | s Percentagem de aumento da quantidade de DNA (%)
NS(2ul)_CWD+PrepF(1) AS(1ul_1:2)  e—

p NS(2ul) CWD(2) [ NS(IKISé:Zl; I
E NS(2ul)_CWD(1) = ul =
8 Asiu) CWDHPrepH2) e Ry f——
< AS(2ul)_CWD+PrepF(1) i — B NSyl e—
AS{20l_CWDI(2)  — E o oassu) e
AS(2ul)_CWD(1) | NS(Sul) —
AS(10U])  Er—
0 1 2 3 4 5 6 NS(10ul)  E—
Concentracdo DNA (ng/ul)

Grafico IV (A) Comparagao da quantidade de DNA das amostras extraidas com o Kit Casework Direct e com o Kit
Casework Direct ja purificadas e concentradas no Automate Express Forensic DNA Extraction System, para 1pl
de sémen diluido 1:2, (B) 1ul, (C) 2ul, (D) 5ul e (E) 10ul de sémen, usando o Kit Quantifiler Trio DNA Quantification.
(F) Taxa de aumento da quantidade de DNA obtida através do Kit Casework Direct aquando do uso do rob6, em
relagédo ao Kit Casework Direct, antes do uso do robd, calculada a partir da formula expressa na Tabela XVII.
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Posteriormente comparou-se a variagao da quantidade de DNA das amostras extraidas com
o Kit Casework Direct e purificadas e concentradas no robé com as amostras extraidas com
o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction (Grafico V.A-E). Através da analise dos graficos,
embora tenha havido um aumento substancial da quantidade de DNA detetada nas amostras
extraidas com Kit Casework Direct quando purificadas e concentradas no Automate Express
Forensic DNA Extraction System, as amostras extraidas com o kit da rotina, para a mesma
concentracdo, apresentam valores muito superiores, com a exce¢do da amostra
NS(5ul)_PrepF, onde se observou o contrario. A percentagem de diminuicdo da concentragéo
de DNA do Kit Casework Direct para o kit da rotina esta compreendida no intervalo de [36,24%;
85,38%] para a Human DNA e de [63,84%; 89,54%] para Male DNA, visivel na Tabela XVIIl e

no Grafico V.F.

Tabela XVIII Célculo da percentagem de diminuigdo a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das
amostras extraidas com o Kit Casework Direct, purificadas e concentradas no robd, em relagdo as amostras
extraidas com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, segundo a formula:

|XAmostra_CWD+PrepF - XAmostra_PrepFl

X 100%

Percentagem de diminuicdo = —
XAmostra,PrepF

Percentagem de diminuigcéo
Média Human (ng/ul)  Média Male (ng/ul) Human (ng/pl) Male (ng/ul)

AS(lul_1:2) CWD+PrepF 0,2362 0,1605
AS(lul_1:2)_PrepF 1,6160 1,5350 85,38% 89,54%
NS(1ul_1:2) CWD+PrepF 0,7518 0,5337
NS(1ul_1:2)_PrepF 1,9415 2,1938 61,28% 75,67%
AS(1ul)_CWD+PrepF 1,0358 0,7555
AS(1ul)_PrepF 2,4297 2,9767 57,37% 74,62%
NS(1ul)_CWD+PrepF 1,7131 1,1296
NS(2ul)_PrepF 4,1703 4,7597 58,92% 76,27%
AS(2ul)_CWD+PrepF 3,3908 2,4099
AS(2ul)_PrepF 6,2778 7,9948 45,99% 69,86%
NS(2ul)_CWD+PrepF 3,0363 2,2468
NS(2ul)_PrepF 7,0629 10,114 57,01% 77,79%
AS(5ul)_CWD+PrepF 4,9639 3,6636
AS(5ul)_PrepF 24,2607 26,3737 79,54% 86,11%
NS(5ul)_CWD+PrepF 12,9630 8,4125
NS(5ul)_PrepF 10,5052 15,2104 ~23,40% 44,69%
AS(10ul)_CWD+PrepF 7,8223 7,2704
AS(10ul)_PrepF 13,6045 23,2343 42,50% 68,71%
NS(10ul)_CWD+PrepF 29,1269 22,6404
NS(10ul)_PrepF 45,6843 62,6094 36,24% 63,84%
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Grafico V (A) Comparagao da quantidade de DNA das amostras extraidas com o Kit Casework Direct ja purificadas
e concentradas no Automate Express Forensic DNA Extraction System com o Kit PrepFiler Forensic DNA
Extraction para 1l de sémen diluido 1:2, (B) 1pl, (C) 2pl, (D) 5ul e (E) 10ul de sémen, usando o Kit Quantifiler Trio
DNA Quantification. (F) Taxa de diminuigdo da quantidade de DNA do Kit Casework Direct apés purificagao e
concentragao no robd em relagdo as amostras extraidas com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction, calculada a
partir da férmula expressa na Tabela XVIII.
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4.3 Estudo comparativo entre as zaragatoas de nylon e as
zaragatoas de viscose usando o sémen, como fluido

biolégico

A analise dos resultados obtidos do estudo comparativo entre as zaragatoas de nylon e de
viscose estao representados no Grafico VI, para as amostras extraidas com o Kit PrepFiler
Forensic DNA Extraction e no Grafico VII, para as amostras extraidas com o Kit Casework

Direct.

Em relagdo as amostras extraidas com o Kit PrepFiler Forensic DNA Extraction (Gréfico V1),
a concentracdo de DNA eluida das zaragatoas de nylon é consideravelmente superior a
concentracado de DNA obtida das zaragatoas de viscose, para as quantidades de 1ul de sémen
diluido 1:2, 1ul, 2ul (Grafico VI.A - C) e 10ul de sémen (Grafico VI.E). Este resultado varia
para a quantidade de 5ul de sémen, para a qual a zaragatoa de viscose apresentou um melhor

desempenho do que a zaragatoa de nylon.

Tabela XIX Calculo da percentagem de aumento a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das amostras
extraidas da zaragatoa de nylon, em relacdo as zaragatoas de viscose, utilizando o Kit PrepFiler Forensic DNA
Extraction, segundo a férmula:

X -X
| NS_PrepF AS_PrepF| x 100%

Percentagem de aumento = —
XAS_PrepF

Percentagem de aumento
Média Human (ng/ul) =~ Média Male (ng/ul) Human (ng/pl) Male (ng/pl)

AS(lul_1:2) PrepF 1,616 1,5350 20,14% 42,92%
NS(Lul_1:2)_PrepF 1,9415 2,1938
AS(1ul)_PrepF 2,4297 2,9766 71,64% 59,91%
NS(1ul)_PrepF 4,1703 4,7597
AS(2ul)_PrepF 6,2778 7,9948 12,51% 26,51%
NS(2ul)_PrepF 7,0629 10,1140
AS(5ul)_PrepF 24,2607 26,3737 -56,70% -42,33%
NS(5ul)_PrepF 10,5052 15,2104
AS(10ul)_PrepF 13,6045 23,2343 235,80% 169,47%
NS(10ul)_PrepF 45,6843 62,6094
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A percentagem de aumento da concentracdo de DNA da zaragatoa de nylon, em comparagao
a zaragatoa de viscose inclui-se no intervalo de [12,51%; 235,80%] para a Human DNA e de
[26,51%; 169,47%] para Male DNA, visivel na Tabela XIX e no Grafico VI.F. Estes resultados

verificam-se para todas as concentragdes, exceto para a quantidade de 5ul de sémen.
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Grafico VI Comparagao da quantidade de DNA extraidas das zaragatoas de nylon e de viscose com o Kit PrepFiler
Forensic DNA Extraction para 1ul de sémen diluido 1:2, (B) 1yl, (C) 2ul, (D) 5ul e (E) 10ul de sémen, usando o Kit
Quantifiler Trio DNA Quantification. (F) Taxa de aumento da quantidade de DNA obtida com a zaragatoa de nylon
em relagdo a zaragatoa de viscose, calculada a partir da férmula expressa na Tabela XIX.

Analogamente, no Grafico VII verifica-se, em geral, uma maior concentragao de DNA obtida
na extragcdo com o Kit Casework Direct, para cada concentragéo, para a zaragatoa de nylon
(Gréfico VII.LA;D;E), com a excegao das quantidades de 1ul e 2ul de sémen (Grafico VII.B;C),
onde foi eluida uma maior quantidade de DNA na zaragatoa de viscose.
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Ja no que respeita a percentagem de aumento da concentragcido de DNA da zaragatoa de
nylon em relagdo a zaragatoa de viscose, esta esta compreendida no intervalo de [103,36%;
280,58%] para a Human DNA e de [50,69%; 196,67%] para Male DNA, visivel na Tabela XX
e no Grafico VII.F. Contudo, para as quantidades de 1ul e 2ul de sémen, tal ndo se verifica,
Ou seja, zaragatoa de viscose eluiu uma maior concentragdo de DNA do qua a zaragatoa de

viscose.

Tabela XX Calculo da percentagem de aumento a partir das médias (X) dos valores de quantificagdo das amostras
extraidas da zaragatoa de nylon, em relagao as zaragatoas de viscose, utilizando o Kit Casework Direct, segundo
a formula:

|YNS_CWD - YAS_CWD'

Percentagem de aumento = X 100%

XAS,CWD

Média Human (ng/ul) =~ Média Male (ng/ul) Human (ng/pl) Male (ng/ul)

AS(1ul_1:2) CWD 0,0294 0,0826
NS(lul_1:2) CWD 0,1117 0,2449 280,58% 196.,67%
AS(1ul)_CWD 0,1841 0,5404
NS(1ul)_CWD 0,2202 0,4275 19,61% -20,89%
AS(2ul)_CWD 0,87185 1,7640
NS(2ul)_CWD 0,4126 0,8357 ~52,68% -52,62%
AS(5ul)_CWD 0,9641 2,3408
NS(5ul)_CWD 1,9606 3,56274 103,36% 50.69%
AS(10ul)_CWD 2,1814 5,0459
NS(10ul)_CWD 7,7278 10,6903 254,26% 111,86%

Devido a reduzida amostragem, estes resultados ndo podem ser analisados quanto a sua
relevancia estatistica, porém, pode-se considerar que, na maioria das amostras, a zaragatoa
de nylon possibilita uma maior eluigdo do material biolégico para a solu¢ao, o que se reflete
em valores superiores de concentracdo de DNA, quando comparada com a zaragatoa de

viscose, em ambas as extracdes realizadas com os 2 kits.
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Grafico VIl (A) Comparacgao da quantidade de DNA extraidas das zaragatoas de nylon e de viscose com o Kit
Casework Direct para 1ul de sémen diluido 1:2, (B) 1ul, (C) 2ul, (D) 5ul e (E) 10ul de sémen, usando o Kit Quantifiler
Trio DNA Quantification. (F) Taxa de aumento da quantidade de DNA obtida com a zaragatoa de nylon em relagao
a zaragatoa de viscose, calculada a partir da féormula expressa na Tabela XX.

4.4 Estudo da compatibilidade entre o Kit Casework Direct e o kit

de amplificagao PowerPlex Fusion 6C System

Das 10 amostras amplificadas através do Kit Powerplex Fusion 6C System, foram obtidos
perfis genéticos completos para todas as amostras (Figura 28, Anexos). Com base nestes
resultados pode-se afirmar que existe compatibilidade do Kit Casework Direct com o kit de
amplificacdo Powerplex Fusion 6C System e com a metodologia de separagao dos fragmentos
amplificados no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (AB) implementado na rotina

do laboratério.

67



68



5 Conclusoes

1. O produto extraido a temperatura de incubagao de 24°C, com o Kit Casework Direct
demostrou ser compativel com o Teste de Orientacdo SERATEC PSA Semiquant
quando aplicado diretamente na cassete. A temperatura de incubacdo de 70°C,
recomendada no protocolo da PROMEGA, detecao da PSA tornou-se inviavel. (Figura
27)

2. No processo de extracdo, a centrifugacdo a 9000rpm, durante 3 minutos, demostrou
ser insuficiente para que a solucdo de Casework Direct descesse da coluna para o
tubo. (Figura 27)

3. O percurso na cassete de SERATEC da mistura do Casework Direct Reagent, agua
destilada e sémen mostrou-se mais fluido e regular, com bandas de teste mais nitidas,
quando comparada com o percurso da solucdo contendo apenas Casework Direct
Reagent.

4. A mistura de Casework Direct Reagent, agua destilada e sémen apresentou testes
preliminares exequiveis e viaveis até duas semanas de armazenamento.

5. O teste de confirmagdo ao microscépio usando a Técnica de Coloragdo Christmas
Tree é compativel com o Kit Casework Direct, uma vez que foram visualizas cabecas
de espermatozoides nas amostras de sémen.

6. Para a realizagao dos testes preliminares, estes ndo devem ser realizados no tubo
contendo amostra de sémen eluida na solucdo de extragdo, devido a perdas
consideraveis de material genético. Estes testes devem ser realizados num tubo em
separado contendo 120yl da solugao.

7. O Kit Casework Direct € compativel com a quimica do kit de quantificacao Quantifiler
Trio DNA Quantification (Figura 27).":8413 A introdugdo de agua destilada otimizou o
processo de extracdo, aumentando o rendimento da extracdo. Além disso, permitiu
obter DNA em 6tima quantidade e qualidade, para além de diluir os inibidores da
reacdo de PCR.

8. A extracao diferencial utilizando o Kit I-sep, da Biotype, partindo-se de 50ul do lisado
obtido com o Kit Casework Direct, nao foi viavel ao nivel da separagéo eficaz das
fracOes espermatica e epitelial das amostras, uma vez que a quantidade de DNA
detetada em cada amostra foi extremamente inferior quando comparada com as
amostras extraidas diretamente da zaragatoa de nylon (Figura 27).

9. O Kit Prepfiler Forensic DNA Extraction apresentou um rendimento de extragao muito
superior ao kit Casework Direct, mesmo apods a purificagdo e concentragao das
amostras no Automate Express Forensic DNA Extraction System, onde se obteve uma

concentracao de DNA superior as amostras extraidas apenas com o kit. O novo kit de
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10.

11.

extragao nao é recomendado para amostras que apresentem uma limitada quantidade
de DNA.

O Kit Casework Direct demostrou ser compativel e viavel na obtencao de perfis
genéticos completos com o uso do Kit Powerplex Fusion 6C System (Figura 27)"8413
para a amplificacdo das amostras e com a metodologia de separag¢ao dos fragmentos
amplificados no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (AB).

Em geral, a zaragatoa de nylon apresenta uma eluicdo e desempenho superior do
material biolégico para a solugdo em comparagdo com a zaragatoa de viscose. Estes
resultados corroboram com os estudos realizados por Daley (2006)""; Benschop
(2010)%® e Zasada (2020)7°. Contudo, a zaragatoa de viscose apresenta uma maior
adaptabilidade e flexibilidade a metodologia implementada nos casos de agressao

sexual, no SGBF-C, do que a zaragatoa de nylon.
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Figura 27 Esquematizagdo da tentativa de implementagéo do Kit Casework Direct, na rotina laboratorial.
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6 Consideracoes Finais

A incompatibilidade do kit de extracdo Casework Direct e o kit de extracao diferencial /-sep,
dificulta a implementagdo do kit na rotina laboratorial. Por conseguinte, sdo necessarios
estudos adicionais de forma a alterar o protocolo, tornando possivel a jungdo das duas

metodologias.

Para a aplicagdo da Técnica de Coloracdo Christmas Tree recomenda-se que sejam
estudados os parametros da velocidade e do tempo 6timo de centrifugagdo em sémen fresco,
que devam ser aplicados especificamente para o uso do kit Casework Direct na rotina
laboratorial, tendo em conta que o ideal seria observar espermatozoides inteiros ao

microscopio.

O kit Casework Direct pode ser implementado na rotina aquando da extragcdo de amostras
problema com bastante quantidade de DNA e de amostras de referéncia, com a vantagem de
ser um protocolo simples e reduzir o tempo de extracdo. Nao é recomendado para amostras

problema com reduzida quantidade de DNA.

Em geral, a zaragatoa de nylon apresenta um desempenho superior a zaragatoa de viscose,
pois permite uma maior eluigdo do material biolégico para a solugdo. Adicionalmente, reduz a
manipulacao da amostra (menor poder de contaminacao) e a da perda de DNA, pelo facto de
existir uma unica extragao, de toda a amostra bioldgica, para uma mesma solugdo. Contudo,
0 conceito de subamostragem, em que a zaragatoa pode ser cortada para diferentes tubos,
nao pode ser aplicado a este tipo de zaragatoa. Por conseguinte, quando englobados outros
kits para o processamento da amostra, com o objetivo de obter o perfil STR do individuo,
realizar a extragao diferencial e os testes preliminares, no caso das agressbes sexuais, pode
acarretar problemas de incompatibilidades, como foi o caso do kit de extracao diferencial /-

sep, da Biotype.

No SGBF-C, sao realizados 3 cortes da zaragatoa de viscose, para 3 tubos diferentes, com o
intuito de proceder com a determinacao do perfil do perpetuador, a realizagdo dos testes
preliminares e a realizagdo da extragao diferencial. Neste caso, embora esta metodologia
evite os problemas de compatibilidade entre as quimicas dos reagentes presentes em cada

kit, pode existir perda de material genético durante este processo.
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8 Anexos

Tabela XX| Descricdo das amostras preparadas para a Experiéncia 1 “Testar a compatibilidade do Kit Casework

Direct com o teste de orientagdo SERATEC PSA Semiquant, Técnica Christmas Tree e com o Kit Quantifiler Trio”.
Estas amostras foram primeiramente eluidas com o Kit Casework Direct, sem thioglycerol

Z1 Nylon 1ul CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol 1
Z2 Nylon 1ul CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol 72
Z3 Nylon 1ul CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol z3
Z4 Nylon 1ul CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol 4
Z5 Nylon 1ul diluicdo 1:5 CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol z5
26 Nylon 1yl diluigéo 1:5 CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol z6’
27 Nylon 1ul diluicdo 1:5 CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol 7
Z8 Nylon 1ul diluigéo 1:5 CWD s/ Thioglycerol CWD c/ Thioglycerol z8

Tabela XXII Descri¢do das amostras preparadas para a Experiéncia 2 “Influéncia da temperatura de incubagéo na
realizagao do Teste de Orientagcdo SERATEC PSA Semiquant’.

T1CWD + Sémen m 400p! CWD 70 °C
T2CWD + Sémen 10l 400p! CWD 70 °C
T1H20+SEMEN 1l 400pl H20 70 °C
T2H20+SEMEN 14l 400p! H20 70 °C
T1CWD+H,O+SEMEN 1yl 200pl CWD + 200pl H20 70 °C
T2CWD+H:0+SEMEN 1yl 200ul CWD +200pl H20 70 °C
1CWD+SEMEN 1l 400p! CWD 24 °C
2CWD+SEMEN 14l 400p! CWD 24 °C
1CWD+H,0+SEMEN 1l 200ul CWD + 200pl H20 24 °C
2CWD+H20+SEMEN 10l 200l CWD +200pl H20 24 °C

Tabela XXIII Descri¢do das amostras preparadas para a Experiéncia 3 “Testar o protocolo modificado de extragédo
usando o Kit Casework Direct, por comparagéo ao protocolo recomendado pela PROMEGA”.

Z1_PM Nylon 1ul CWD protocolo modificado (iv)
Z2_PM Nylon 1ul CWD protocolo modificado (iv)
Z3_PM Nylon 1ul CWD protocolo modificado (iv)
Z4_PM Nylon 1ul CWD protocolo modificado (iv)
Z5 PM Nylon 1ul diluigdo 1:5 CWD protocolo modificado (iv)
Z26_PM Nylon 1ul diluigéo 1:5 CWD protocolo modificado (iv)
Z7_PM Nylon 1ul diluigdo 1:5 CWD protocolo modificado (iv)
Z8_PM Nylon 1ul diluigéo 1:5 CWD protocolo modificado (iv)
ZA_PF Nylon Tul CWD protocolo PROMEGA

ZB_PF Nylon 1ul CWD protocolo PROMEGA



Tabela XXIV Descrigdo das amostras preparadas para a Experiéncia 4 “Testar a compatibilidade do kit de extragéo

diferencial I-sep, da Biotype, com o kit de extragdo Casework Direct, da PROMEGA”.

Amostra
FB_ISEP
VL_ISEP
VB_ISEP
CS_ISEP
AMB_ISEP
PM_ISEP

FB_ISEP +
CWD
VL_ISEP +
CWD
VB_ISEP +
CWD
CS_ISEP +
CWD
AMB_ISEP +
CWD
PM_ISEP +
CWD
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Tipo
Zaragatoa
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon
Nylon

Nylon

Tipo de amostra
(mistura)
Saliva FB + 1yl
sémen
Saliva VL + 1pl
sémen
Saliva VB + 1pl
sémen
Saliva CS + 1yl
sémen
Saliva AMB + 1pl
sémen
Saliva PM + 1pl
sémen
Saliva FB + 1l
sémen
Saliva VL + 1pl
sémen
Saliva VB + 1yl
sémen
Saliva CS + 1yl
sémen
Saliva AMB + 1pl
sémen
Saliva PM + 1l
sémen

Amostra pré
ISEP
ZN + AM

ZN + AM
ZN + AM
ZN + AM
ZN + AM
ZN + AM

50upl lisado_kit
CWD
50ul lisado_kit
CWD
50upl lisado_kit
CWD
50ul lisado_kit
CWD
50ul lisado_kit
CWD
50ul lisado_kit
CWD

Fracao Epitelial
FB_Epit_ISEP
VL_Epit_ISEP
VB_Epit_ISEP
CS_Epit_ISEP
AMB_Epit_ISEP
PM_Epit_ISEP
FB_Epit_ISEP +
CWD
VL_Epit ISEP +
CWD
VB_Epit_ISEP +
CWD

CS_Epit_ISEP +
CWD

AMB_Epit_ISEP +

CWD

PM_Epit_ISEP +

CWD

Fracao
Espermatica
FB_Esp_ISEP

VL_Esp_ISEP
VB_Esp_ISEP
CS_Esp_ISEP
AMB_Esp_ISEP
PM_Esp_ISEP

FB_Esp_ISEP +
CWD

VL _Esp_ISEP +
CWD

VB_Esp_ISEP +
CWD

CS_Esp_ISEP +
CWD

AMB_Esp ISEP +

CWD
PM_Esp_ISEP +
CWD



Tabela XXV Descrigdo das amostras preparadas para o estudo comparativo entre o Kit Prepfiler Forensic DNA
Extraction e o Kit Casework Direct e entre a zaragatoa de nylon e a zaragatoa de viscose.

Amostra Tipo Zaragatoa  Quantidade de Sémen Kit extragao
AS(1pl_1:2)_(1)_CWD Viscose 1ul diluigéo 1:2 CWD
AS(1pl_1:2)_(2)_CWD Viscose 1ul diluigéo 1:2 CWD
NS(1ul_1:2)_(1)_CWD Nylon 1ul diluigéo 1:2 CWD
NS(1ul_1:2)_(2)_CWD Nylon 1ul diluigéo 1:2 CWD
AS(1pl)_(1)_CWD Viscose 1ul CWD
AS(1ul)_(2)_CWD Viscose 1ul CwWD
NS(1ul)_(1)_CWD Nylon 1ul CWD
NS(1ul)_(2)_CWD Nylon 1ul CwWD
AS(2ul)_(1)_CwWD Viscose 2ul CWD
AS(2ul)_(2)_CWD Viscose 2yl CWD
NS(2ul)_(1)_CWD Nylon 2ul CWD
NS(2ul)_(2)_CWD Nylon 2ul CWD
AS(5ul)_(1)_CWD Viscose 5ul CWD
AS(5ul)_(2)_CWD Viscose 5ul CWD
NS(5ul)_(1)_CWD Nylon 5l CWD
NS(5ul)_(2)_CWD Nylon 5ul CWD
AS(10ul)_(1)_CWD Viscose 10ul CWD
AS(10pl)_(2)_CWD Viscose 10ul CwD
NS(10ul)_(1)_CWD Nylon 10ul CWD
NS (10ul)_(2)_CWD Nylon 10ul CWD
AS(1ul_1:2)_(1)_PrepF  Viscose 1ul diluigéo 1:2 Prepfiler
AS(1ul_1:2)_(2)_PrepF  Viscose 1ul diluigéo 1:2 Prepfiler
NS(1pl_1:2)_(1)_PrepF | Nylon 1ul diluigéo 1:2 Prepfiler
NS(1ul_1:2)_(2)_PrepF | Nylon 1ul diluigédo 1:2 Prepfiler
AS(1pl)_(1)_PrepF Viscose 1ul Prepfiler
AS(1pl)_(2)_PrepF Viscose 1ul Prepfiler
NS(1ul)_(1)_PrepF Nylon 1ul Prepfiler
NS(1ul)_(2)_PrepF Nylon 1ul Prepfiler
AS(2ul)_(1)_PrepF Viscose 2ul Prepfiler
AS(2ul)_(2)_PrepF Viscose 2ul Prepfiler
NS(2ul)_(1)_PrepF Nylon 2ul Prepfiler
NS(2ul)_(2)_PrepF Nylon 2ul Prepfiler
AS(5ul)_(1)_PrepF Viscose 5ul Prepfiler
AS(5ul)_(2)_PrepF Viscose 5ul Prepfiler
NS(5ul)_(1)_PrepF Nylon 5ul Prepfiler
NS(5ul)_(2)_PrepF Nylon 5ul Prepfiler
AS(10pl)_(1)_PrepF Viscose 10ul Prepfiler
AS(10pl)_(2)_PrepF Viscose 10ul Prepfiler
NS(10ul)_(1)_PrepF Nylon 10ul Prepfiler
NS (10pl)_(2)_PrepF Nylon 10ul Prepfiler
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Figura 28 Perfil genético obtido do dador andénimo de sémen, para as amostras AS(1ul_1:2)_CWD+PrepF(1);
NS(1pl_1:2)_CWD+PrepF(1); AS(1ul)_CWD+PrepF(1); NS(1ul)_CWD+PrepF(1); AS(2ul)_CWD+PrepF(1);
NS(2ul)_CWD+PrepF(2); AS(5ul)_CWD+PrepF(2); NS(5ul)_CWD+PrepF(1); AS(10pl)_CWD+PrepF(1) e
NS(10ul)_CWD+PrepF(1). Em todas as amostras foram obtidos perfis genéticos completos, idéntico ao acima
referido.
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