VANESSA ALEXANDRA ALVES DINIS

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE UMA METODOLOGIA DE
QUANTIFICACAO DIRETA DE DNA E A METODOLOGIA
PADRONIZADA NA ROTINA LABORATORIAL FORENSE

Dissertacdo de Candidatura ao grau de
Mestre em Medicina Legal submetida ao
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar
da Universidade do Porto.

Orientadora — Mestre Ana Margarida Ventura
Teixeira Bento

Afiliacdo — Servico de Genética e Biologia
Forenses da Delegacao do Centro do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses

Coorientadora — Doutora Ana Luisa Pereira
Teixeira

Afiliacdo — Grupo de Oncologia Molecular e
Patologia Viral, Centro de Investigacdo do
Instituto Portugués de Oncologia do Porto






“Success is not final, failure is not fatal:
it is the courage to continue that counts.”

Winston Churchill






Agradecimentos

Perto do culminar duma das fases mais trabalhosas na minha formagdo académica é

imprescindivel agradecer a todas as pessoas que contribuiram para a sua concretizacao.

A Mestre Ana Margarida Bento pela orientacdo, pela paciéncia (enorme paciéncial) para
ler e reler tudo o que escrevi, por todos 0s conhecimentos transmitidos e apoio prestado,

pela amizade e motivacdo demonstradas durante a elaboragcédo da minha tese.

A Doutora Ana Luisa Pereira pela motivacéo e entusiasmo contagiante que demonstrou no
decorrer deste trabalho, pela sua disponibilidade no esclarecimento de todas as davidas
gue tive e por contribuir com uma nova viséo e conhecimentos, o que permitiu enriquecer

bastante esta dissertacao.

A Professora Doutora Maria José Pinto da Costa pela disponibilidade, por todo o apoio e

conhecimentos transmitidos durante estes dois anos de Mestrado.

A Dra. Maria Jodo Anjos gostaria de agradecer a oportunidade dada de realizar esta
dissertacéo no Servico de Genética e Biologia Forense da Delegacao do Centro do Instituto

Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP.

A Dra. Virginia Lopes, Dr. Armando Serra, Mestre Pedro Brito, Doutora Vanessa Bogas,
Mestre Marta Bento, Mestre Lisa Andrade, Mestre Filipa Balsa e restante equipa do SGBF-
C, pela forma como me receberam, e por todos os conhecimentos tedéricos e praticos
transmitidos. Um agradecimento especial & Mestre Nair Gouveia por me ter acompanhado

e ajudado durante a realizacdo de algumas etapas da componente pratica.

A0S meus amigos, pec¢o sobretudo desculpa pelos cafés, jantares e reunifes as quais faltei.

Obrigada por terem sempre disponivel uma palavra encorajadora e acreditarem em mim.

Ao Duda por nunca me deixar desanimar, por toda a amizade, apoio e compreensdo

incessante.

Por fim, quero agradecer a minha familia. Especialmente aos meus pais e Avo Lia, sem os

quais nunca teria sido possivel alcancar este feito. Obrigada por todo o apoio e incentivo.

A todos, o meu muito obrigado.







Lista de Abreviaturas

% — Percentagem

ML — Microlitro

AB — Applied Biosystems

Alvo LA — Large Autosomal Target

Alvo SA — Small Autosomal Target

Cr— Cycle Threshold

CTRL (+) — Controlo positivo da reagéo
DNA — Acido desoxirribonucleico

DTT — Ditiotreitol

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

FRET - Transferéncia de energia de fluorescéncia (Fluorescence ressonance energy

transfer)

ID — indice de degradac&o (Degradation Index)

IPC — Controlo Interno da PCR (Internal PCR Control)

Kit GlobalFiler® — Kit GlobalFiler® PCR Amplification

Kit PowerQuant™ — Kit PowerQuant™ System (PQ)

Kit PrepFiler — Kit PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction
Kit Quantifiler® Trio — Kit Quantifiler® Trio DNA Quantification (QT)
L — Litro

M — Molar (mol/L)

M:F — Propor¢cdo DNA masculino:DNA feminino

mm — Milimetro

ng — Nanograma

nm - Nanometro




NTC — No Template Control

°C — Graus

pb — Pares de bases

PCR - Reacédo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
pg - Picograma

Q — Molécula quencher

gPCR - PCR em tempo real

R — Fluorocromo reporter

RFU — Unidades relativas de fluorescéncia

RPM — Rotagbes por minuto

SGBF-C — Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacéo do Centro do Instituto

Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses
SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms

Std. — Standard

STRs — Short Tandem Repeats

Tag - Thermus aquaticus

TE — Tris-EDTA

Tris — Tris(hidroximetil)Jaminometano

UV — Ultravioleta

VNTRs — Variable Number of Tandem Repeats

o — Desvio padrao




Resumo

A obtencéo do perfil genético de uma amostra bioldgica pode ser efetuada através
do estudo do DNA nuclear com recurso aos STRs. Num laboratério forense, o fluxo de
trabalho no &mbito da criminalistica biolégica envolve a sele¢cdo de amostras consideradas
suspeitas, a extragao/purificacdo, a quantificacdo do DNA e a posterior amplificacdo dos
STRs. Sendo a reacao de PCR fortemente afetada pela quantidade de DNA adicionado a
reacdo é fulcral saber a quantidade de DNA presente numa amostra, de modo a adicionar

a reacao de amplificacéo o input ideal de DNA.

A quantificacéo direta consiste huma metodologia de PCR em tempo real na qual
€ colocado no poco de reacdo um punch de 0,5 mm de uma amostra biolégica sem que

esta tenha sido previamente submetida a uma etapa de extragéao.

Deste modo, o principal objetivo deste estudo consistiu em avaliar a viabilidade da
implementacdo de uma metodologia de quantificacdo direta de DNA no fluxo de trabalho
da rotina laboratorial forense. Para isso, foram realizadas manchas de sangue, saliva e
sémen em diversos suportes (cartdo FTA®, ganga, algod&do e lamina de vidro). O fluido
bioldgico presente no cartdo FTA® (amostra de referéncia) foi diretamente quantificado,
enguanto os fluidos presentes nos restantes suportes foram, previamente a quantificacédo
direta, humedecidos e de seguida transferidos para tiras de limpeza (amostras problema).
Cada amostra diretamente quantificada teve uma réplica submetida a um método de

extracdo antes da sua quantificacao.

De acordo com os resultados, verificou-se que as amostras diretamente
guantificadas foram pontualmente suscetiveis a efeitos de inibicdo e/ou apresentaram
niveis de degradacao varidveis. Contudo, estes resultados ndo afetaram a qualidade dos
perfis genéticos, pelo que foi possivel obter um perfil completo em 23 das 28 amostras

amplificadas.

Todas as amostras de referéncia diretamente quantificadas apresentaram
concentracdes de DNA acima de 0,3 ng/punch, sendo, portanto, expectavel que
apresentassem um perfil genético completo. Em relagéo as amostras problema, verificou-
se uma maior variabilidade nos resultados. As tiras de limpeza realizadas a partir dos
suportes nao porosos (laminas) foram, de todas as amostras problema, as que exibiram
concentracdes superiores de DNA. Relativamente aos suportes porosos, as amostras de
sémen apresentaram concentracdes mais elevadas de DNA, enquanto as tiras de limpeza

diretamente quantificadas das amostras de saliva e de sangue em ganga apresentaram




concentracdes ligeiramente superiores as de algodao. As tiras de limpeza extraidas a partir
das amostras de sangue e saliva em algodao apresentaram concentracdes superiores de
DNA.

Tendo como referéncia os resultados de quantificacdo de amostras submetidas a
metodologia de quantificacdo direta foi possivel determinar o input 6timo de DNA para a
subsequente amplificacdo direta dessas mesmas amostras. Assim sendo, a combinagao
destas duas metodologias permite a obtencdo de um fluxo de trabalho mais simples, com

resultados mais rapidos e processos menos dispendiosos.

Palavras-chave: quantificacdo direta de DNA; amplificacdo direta por PCR; rotina

laboratorial forense; PCR em tempo real.
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Abstract

The acquisition of the genetic profile from a biological sample can be performed
through the study of nuclear DNA using STR markers. In a forensic laboratory, the workflow
concerning biological criminalistics involves the selection of suspicious samples, the
extraction/purification, the quantification of DNA and subsequent amplification of STRs.
Being the PCR reaction strongly affected by the amount of DNA added to the reaction is
crucial to know the amount of DNA present in a sample, in order to add the optimal input of
DNA to the amplification reaction.

Direct quantification consists in a real-time PCR method in which it is placed in the
reaction well one punch of 0.5 mm from a biological sample without it having previously

been subjected to an extraction step.

Therefore, the main objective of this study was to evaluate the feasibility of
implementing a methodology of direct quantification of DNA in the routine workflow of a
forensic laboratory. For this, blood, saliva and semen stains were performed on various
supports (FTA® card, denim, cotton and glass slide). The biological fluid present in the FTA®
card (reference sample) was directly quantified, while the fluids present in the remaining
supports were, prior to direct quantification, moistened and then transferred to cleaning
strips (evidence sample). Each directly quantified sample had a replica subjected to an

extraction method before quantification.

According to the results, it was found that directly quantified samples are
occasionally susceptible to inhibition effects and/or exhibit variable levels of degradation.
However, these results did not affect the quality of genetic profiles, so it was possible to

obtain a complete profile on 23 of the 28 amplified samples.

All reference samples directly quantified exhibit DNA concentrations above 0.3
ng/punch and are therefore expected to present a complete genetic profile. Regarding the
evidence samples, there was found more variability in the results. The cleaning strips held
from non-porous supports (slides) were, of all evidence samples, the ones that exhibited
higher concentrations of DNA. In relation to porous supports, semen samples had higher
concentrations of DNA, while the cleaning strip directly quantified from samples of saliva
and blood on denim had slightly higher concentrations than those on cotton. Extracted

cleaning strips of blood and saliva samples on cotton had higher concentrations of DNA.

Having as reference the results of gquantification of samples subjected to direct

guantification methodology it was possible to determine the optimal input for the subsequent
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direct amplification of these same samples. Therefore, the combination of these two

methods allows to obtain a simpler workflow with faster results and less costly procedures.

Keywords: direct DNA quantitation; direct PCR amplification; forensic workflow; real-time
PCR.
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1. Introducéo

1.1. Aplicac6es do DNA em Genética Forense

O estudo do acido desoxirribonucleico (DNA) tem permitido o desenvolvimento
de grandes avancos cientificos na area da Genética Forense.

Decorria 0 ano de 1986 quando Kary Mullis descreveu pela primeira vez a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR), a qual viria a
revolucionar a investigacdo forense [1]. Esta técnica permite amplificar milhGes de vezes
uma molécula de DNA, pelo que a sua utilizacdo na rotina laboratorial forense permite
assegurar a identificagcdo genética de um maior nimero de amostras biolégicas, as quais

contém por vezes quantidades diminutas de DNA e/ou encontram-se degradadas [1, 2].

O DNA encontra-se presente em todas as células nucleadas de um organismo,
sendo que o genoma humano engloba toda a informacdo genética contida no interior do
nacleo e das mitocdndrias, tratando-se, respetivamente, do DNA nuclear e do DNA
mitocondrial. O DNA nuclear € o mais comummente utilizado nas pericias forenses, sendo

composto por 46 cromossomas autossémicos e 2 cromossomas sexuais [3, 4].

Os cromossomas séo constituidos por regides codificantes e nao codificantes. As
regides codificantes, também denominadas genes, transmitem a célula a informacao
necessaria para produzir proteinas. O restante DNA gendmico corresponde as regiées néao
cofidicantes, as quais apresentam uma funcao biologica desconhecida e sédo constituidas
por sequéncias repetitivas de DNA altamente polimérficas, as quais permitem estabelecer

a discriminacado genética individual [4, 5].

Na realidade, presume-se que cerca de 99,7% do genoma seja igual de individuo
para individuo encontrando-se diferencas unicamente numa por¢do de 0,3% [5, 6]. A
comunidade cientifica acredita que essa pequena diferenca é o que nos torna individuos
geneticamente Unicos, com exce¢do dos gémeos homozigoticos. Estudos recentemente
realizados afirmam que, apesar de nao ser possivel encontrar nos “gémeos verdadeiros”
diferencas na tipagem de marcadores short tandem repeats (STRs), estes podem
apresentar desigualdades em single nucleotide polymorphisms (SNPs), bem como em

porcBes do DNA mitocondrial [7, 8].




Os polimorfismos genéticos podem ser definidos como variagdes no DNA
existentes nos individuos de uma populacao cuja variante menos frequente esté presente
em pelo menos 1% dessa populagdo. Os polimorfismos podem ser divididos em
polimorfismos de sequéncia (ex. SNPs), os quais resultam da altera¢éo de uma Unica base
nucleotidica, ou em polimorfismos de comprimento (ex. STRs), 0s quais apresentam
repeticdes em tandem, de uma determinada sequéncia de nucleétidos, podendo variar no

namero de repeticoes.

As repeticdes em tandem séo classificadas em minissatélite e microssatélite, de
acordo com o tamanho da unidade de repeticdo, bem como o tamanho da sequéncia de
repeticdo. Os minissatélites, também designados Variable Number of Tandem Repeats
(VNTRSs), contém sequéncias de repeticdo que variam entre 400 pares de bases (pb) a
1000 pb, com um tamanho de 8 a 100 pb por unidade de repeticdo. Os microssatélites,
também conhecidos como STRs, sdo constituidos por unidades de repeticdo de 2 a 7 pb,

sendo que as repetigdes variam entre 100 a 400 pb [3, 4].

As regides hipervariaveis do genoma proporcionam a discriminacdo entre os
individuos de uma populacdo, uma vez que o nimero de vezes que a sequéncia se repete
origina formas alternativas denominadas alelos, as quais sao variaveis de individuo para
individuo [4, 5]. A designacdao locus (plural: loci) refere-se a posicdo cromossémica ou a
localizacdo de um gene ou de um marcador genético. Neste sentido, o gendtipo é definido
pelos alelos presentes num dado locus de cromossomas homélogos e a informacgao
genética de todos os loci analisados corresponde a tipagem do perfil genético de DNA.
Este pode ser obtido a partir de qualquer amostra bioldgica (sangue, saliva, sémen, entre

outras) de um individuo.

Assim sendo, a Genética Forense é o0 ramo da genética que recorre ao estudo da
molécula de DNA para analisar e interpretar evidéncias bioldgicas no ambito juridico. No
ambito forense, o estudo do DNA ocorre exclusivamente nas regides ndo codificantes,
sendo os STRs com unidades de repeti¢ado tetranucleotidicas os marcadores genéticos de
eleicdo para fins de identificacdo humana. Isto deve-se as inUmeras vantagens que
apresentam, nomeadamente devido a sua abundéancia no genoma humano, elevado poder
discriminativo, pequena dimensdo em comparacdo com os VNTRs e pela diminuicdo da
existéncia de artefactos (por ex. picos stutter) que dificultam a interpretacéo de resultados,
especialmente em situagbes com material genético de mistura de diferentes individuos [3,
9, 10].




Os marcadores genéticos podem ser estudados nos autossomas e/ou nos
cromossomas sexuais, sendo 0s primeiros 0s que proporcionam maior poder de
discriminacdo, uma vez que nos autossomas ocorre troca aleatéria de material genético
durante a meiose (recombinacdo genética), dando origem a maior variabilidade genética.
Os marcadores do cromossoma Y possuem um menor poder de discriminagdo, uma vez
gue sdo herdados em bloco por via paterna, ou seja, todos os individuos pertencentes a
mesma linhagem paterna possuem a mesma informacdo genética no cromossoma Y
(exceto devido a efeitos mutacionais). Contudo, apesar desta carateristica, o estudo do
cromossoma Y tem-se revelado de grande importancia nas pericias de criminalistica
biolégica, especialmente nos crimes sexuais, permitindo em alguns casos determinar o
perfil masculino em misturas de DNA masculino com DNA feminino quando este ultimo se

encontra em excesso, sendo amplificada somente a componente masculina.

Como ja foi dito, a principal meta de um laboratério de Genética Forense consiste
em obter um perfil genético a partir de uma dada amostra. Para isso, a generalidade dos
laboratérios forenses utiliza os STRs de forma a obterem um perfil genético a partir de
amostras biolégicas relacionadas principalmente com pericias no ambito do parentesco

biolégico, da criminalistica biolégica ou da identificacdo genética individual.

Nas pericias no ambito da criminalistica biolégica a analise do DNA implica a
comparagdo entre duas amostras, uma amostra problema sob a forma de evidéncia
biolégica encontrada na cena do crime e/ou recolhida da vitima e uma amostra de
referéncia habitualmente colhida a um suspeito. Deste modo, a interpretacdo dos
resultados de qualquer pericia baseia-se na comparacado de perfis genéticos, sendo os
possiveis resultados: uma inclusdo/correspondéncia, uma exclusdo ou um resultado
inconclusivo. Um resultado inconclusivo pode ser observado em amostras com perfis de
DNA parciais ou muito complexos devido a DNA degradado, em pouca quantidade ou em
misturas desproporcionadas. De forma a se obterem resultados mais precisos e reduzir a

possibilidade de uma correspondéncia aleatdria sdo sempre examinados multiplos loci.

As pericias no ambito da criminalistica biol6gica acarretam uma grande
responsabilidade pois podem conduzir & identificagdo de um suspeito/arguido ou ilibar um
inocente [11]. Por vezes a quantidade de DNA pode variar consideravelmente entre
diferentes amostras, 0 que podera eventualmente comprometer a obtencéo do perfil
genético [5]. Isto ocorre principalmente em situagfes nas quais o material genético é exiguo
e encontra-se frequentemente degradado, podendo conduzir a uma identificacdo parcial
ou mesmo nula. De forma a minimizar estas circunstancias e para se conseguir recuperar

um maior nimero de alelos de uma amostra forense, esta deve ser corretamente




processada. Nesse sentido, € fulcral o correto desempenho de todas as etapas da andlise
forense (Figura 1).

Nos trés tipos de pericias supramencionadas sao colhidas amostras biolégicas e/ou
€ recebido material biologico. Este deve ser armazenado e preservado corretamente para
posteriormente se proceder com a extracdo do DNA das células, e de seguida determinar
a quantidade de DNA através de uma metodologia de quantificacdo. ApGs estas etapas o
DNA é amplificado por PCR, seguindo-se a separacao e detecao dos fragmentos por um
processo denominado eletroforese capilar [3, 12]. Por fim, os eletroferogramas sao
interpretados, definindo-se assim o perfil genético da amostra ap6s o percurso laboratorial

apropriado para cada amostra (Figura 1).

Sele¢do das amostras Provas de orientagdo Colheita de amostras
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Amostras Amostras de
ificagdo do DNA > | Amplifi PCR A o
problema frooniiicerto picesso poc referéncia
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Figura 1. Esquema representativo do percurso laboratorial das amostras problema e das amostras
de referéncia na rotina forense.

O trajeto a azul € comum no processamento das amostras problema e das amostras de referéncia.




1.2. Extracdo de DNA

Habitualmente, as amostras processadas em genética forense contém inameras
substancias para além de DNA, nomeadamente componentes proteicos que dificultam as
subsequentes etapas de estudo do DNA. Assim sendo, por norma, as moléculas de DNA
sdo separadas do restante material celular, com recurso a métodos de extracdo, antes da

realizagdo de outros ensaios [3].

A extracdo de DNA tem como principais objetivos remover eventuais impurezas,
além de inibidores da PCR, bem como extrair DNA em quantidade suficiente de forma a se
conseguir obter um perfil genético [13]. Existem diversos métodos disponiveis para a
extracdo de DNA, pelo que a escolha depende de inimeros fatores, particularmente o tipo
de amostra, o suporte onde se encontra e a quantidade de material biolégico que se

pressupdem estar presente.

A maioria dos procedimentos de extracdo de DNA compreende a lise celular,
seguida da desnaturacdo das proteinas bem como a separacdo do DNA dos restantes
componentes celulares e, por fim, uma Ultima etapa que isola o DNA das proteinas
desnaturadas e de outros componentes celulares [5]. Atualmente, algumas das
metodologias de extracdo de DNA utilizadas nos laboratérios de genética forense sao: a
extracdo em fase solida, a extracdo por Chelex e a extracdo a partir de uma matriz sélida
(Figura 2).

A extracao por Chelex possibilita a obtencdo de uma quantidade razoavel de DNA,
de uma forma simples e répida, sendo que, ao contrario de outras metodologias de
extracdo, como por exemplo o Prep-n-Go, permite a posterior quantificagdo de amostras
de referéncia. Porém, este método € incapaz de remover de forma eficaz varios inibidores
da PCR [14, 15, 16].

Para a extracdo de amostras problema tém vindo a ser desenvolvidos inumeros kits
comerciais com base na extracdo de DNA com recurso a uma fase soélida, que permite a
sua purificagdo. Estes kits permitem remover a maioria dos inibidores, ao mesmo tempo
gue concentram a amostra, pelo que é possivel obter um perfil genético com uma menor

guantidade de amostra [17].
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Figura 2. Esquema representativo de algumas das metodologias utilizadas na extracdo de DNA.

O percurso da extracdo em fase solida tem por base o procedimento realizado com recurso ao kit
PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction.

O processo de extracdo é potencialmente a etapa onde a amostra de DNA é mais

suscetivel a contaminagcdo [3]. Nesse sentido,

independentemente da metodologia
empregue, todas as amostras devem ser cuidadosamente manipuladas para evitar
contaminagées cruzadas ou a introducdo de DNA exdgeno. E também por esta raz&o que
0s laborat6rios normalmente optam por processar as amostras de referéncia num local

diferente das amostras problema.

Recentemente, tém vindo a ser desenvolvidos kits de amplificagédo, designados de
“direct”, que obviam a fase de extracdo do DNA. Neste caso, as amostras biologicas
deverdo ser, preferencialmente, colhidas em cartGes FTA®, os quais contém substancias
guimicas que promovem a lise celular, a desnaturacdo das proteinas e protegem os acidos

nucleicos das nucleases, de processos oxidativos, bem como de danos provocados pela




luz UV [18]. Os cartdes FTA® tém sido habitualmente utilizados para armazenar manchas

de sangue e de saliva (células do epitélio bucal).

Adicionalmente, os kits “direct” também proporcionam uma maior tolerancia aos
inibidores comuns e um aumento de sensibilidade, que possibilita a obtencdo de perfis
genéticos completos a partir de quantidades muito exiguas de DNA. Estes kits também
possuem a robustez necessaria para a caracterizacdo genética de amostras degradadas,
através da inclusdo de loci miniSTR [11]. Os miniSTRs sao polimorfismos de DNA cujos
produtos de amplificacdo possuem tamanhos inferiores a 150 pb. Amostras muito
degradadas ou com um numero reduzido de moléculas de DNA, ao serem amplificadas
com recurso ao estudo de miniSTRs podem originar perfis completos devido ao menor

tamanho dos fragmentos amplificados [19].

Outra variante, comercializada pela Whatman, sdo os cartdes FTA® Indicating
(Indicating FTA® Micro Card), 0s quais possuem na sua composi¢cdo um corante inerte que
muda de rosa para branco quando a amostra é aplicada. Sdo recomendados para
utilizacdo com amostras incolores, como células epiteliais bucais ou saliva, as quais sao
colhidas com recurso a uma zaragatoa esponjosa que € de seguida pressionada contra um

cartdo FTA® Indicating, havendo desta forma transferéncia do material genético colhido.

1.3. Quantificacdo de DNA

A quantificacdo de DNA permite determinar a quantidade de DNA presente numa
amostra, sendo um procedimento recomendado por inimeras entidades internacionais, tal

como a European Network of Forensic Science Institutes [20].

A quantificacdo de DNA é essencial para garantir a qualidade dos ensaios,
principalmente em casos com amostras bioldgicas degradadas ou com baixo nimero de
cépias de DNA [21, 22]. Permite, igualmente, decidir qual o melhor ensaio e kit comercial
a ser utilizado posteriormente, como também obter informagfes acerca do estado de
degradacédo e/ou da presenca de inibidores na amostra [21, 23]. Infelizmente, apesar de
todos os avancgos ja alcangados na area da investigacao forense, o estudo do DNA ainda
apresenta algumas limitagbes que incluem as dificuldades na obtencdo de resultados
guando o material genético é exiguo ou se encontra excessivamente degradado. A
degradacdo do DNA pode ocorrer devido inumeros fatores ambientais, tais como altas

temperaturas, a acdo de nucleases, humidade e tempo de duracéo da exposicéo a estes




fatores, sendo a degradagdo das amostras um dos maiores obstaculos na analise e
obtencao de perfis genéticos num laboratério forense. Também é frequente a presencga de
inibidores da técnica de PCR, entre 0s quais a melanina dos cabelos, a ureia, o grupo heme
da hematina, e o indigo (tinta téxtil utilizada em certos tipos de tecido, nomeadamente
ganga), podendo estes serem facilmente extraidos juntamente com o DNA da amostra. Os
inibidores podem interferir com a amplificacdo quando: 1) se ligam aos nucleétidos
impedindo a replicagdo da cadeia de DNA molde; 2) se ligam ao DNA molde; ou 3) inibem
a acdo da DNA polimerase por ligacéo dos inibidores ao local de agédo da polimerase [3,
24, 25]. Assim sendo, a avaliacdo do estado de degradacdo do DNA e a determinacdo da
presenca de inibidores numa amostra sdo importantes para a escolha da metodologia a

utilizar.

A determinacgao quantitativa de DNA é relevante para a grande maioria dos ensaios
que utilizam a técnica de PCR, devido ao estreito intervalo de concentracdo de DNA no
gual estes ensaios apresentam melhores resultados. O intervalo 6timo de concentracao,
por norma, situa-se entre os 0,5 a 2,0 ng de DNA [5, 26, 27]. O excesso de DNA numa
amostra podera saturar a reacdo, fazendo com que aparecam artefactos da PCR,
nomeadamente produtos stutter, os quais podem dificultar a analise do perfil (Figura 3a)
[3]. J& em baixa quantidade, podera acarretar a perda de um dos alelos quando o individuo
€ heterozigético (allele drop-out) devido ao efeito estocastico, o que originara uma falsa
homozigotia (Figura 3b), ou mesmo a ndo amplificacdo dos mesmos (locus drop-out) [5,
28]. Se a amostra ndo contiver a concentracdo de DNA ideal para a amplificacdo, esta
guantidade deve ser ajustada antes de ser amplificada (Figura 3c). Caso a amostra tenha
guantidade superior & necessaria, entdo a amostra devera ser diluida; caso a amostra
tenha quantidade de DNA inferior, devera ser concentrada. Por estas razdes, € importante

estimar a concentracdo da amostra antes de efetuar a sua amplificacao.

(@) (b) (c)

Figura 3. Representacao do resultado da amplificagdo de um marcador heterozigético, na presenca
de uma amostra com: (a) excesso de DNA; (b) pouco DNA; (c) concentracdo de DNA ideal.
(Adaptada de Butler [3]).




Por outro lado, a partir da amplificacdo do gene da amelogenina (AMG) é possivel
determinar o sexo do individuo [29]. Esta informacao é importante em casos em que exista
uma mistura de DNA masculino e feminino, presente por exemplo, em casos de agressao

sexual.

Adicionalmente, o conhecimento prévio da quantidade de DNA existente numa
amostra, concretamente a proporcao dos contribuintes em caso de mistura, bem como a
presenca de inibidores, pode permitir a escolha de um método de extracao mais adequado;
por exemplo, no caso de se tratar de uma mistura dar-se-ia preferéncia a uma nova
extracdo por um método diferencial, ja caso se verifique a presenca de inibidores optar-se-

ia por efetuar uma nova purificacdo da amostra.

Devera também ter-se em consideracao que uma amostra que nao apresente bons
resultados terd que ser reanalisada, ou seja, terd de ser novamente realizado todo o

processo, desde a extracdo até a obtencdo de novos resultados, o que implicara ao

laboratério mais custos monetarios, bem como tempo despendido.

1.3.1. Metodologia de quantificacdo - PCR em tempo real (QPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real-Time Polymerase Chain
Reaction — qPCR) foi desenvolvida por Higuchi, apresentando algumas vantagens em
relacdo a PCR convencional, nomeadamente o menor risco de contaminacéo verificado,
pois os sistemas utilizados sdo fechados ndo exigindo manipulacdo do contetdo de reacao
apos a conclusdo da PCR [30]. Para além de avaliar quantitativamente o DNA presente

numa amostra, esta técnica permite ainda inferir sobre a qualidade dele.

Atualmente, a PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumentagéo que
contém um termociclador, com um sistema 6tico para a excitacédo e recolha da emissdo da
fluorescéncia e um computador com software exclusivo que recolhe os dados e analisa a
reacdo. Durante a reacdo, o DNA amplificado é quantificado em tempo real, & medida que
se acumula, a cada ciclo de amplificacdo, devido a introdugdo de fluorocromos ou de
sondas fluorescentes. A monitorizacdo da fluorescéncia permite quantificar o produto
formado [31].

A monotorizagdo da fluorescéncia pode ser realizada com recurso a métodos

diretos e indiretos. Métodos diretos correspondem a sistemas nos quais a fluorescéncia




resulta da ligacdo de uma molécula fluorescente ao produto amplificado ou da incorporacao
direta de uma sonda fluorescente que ira interferir nesse produto. O fluorocromo SYBR
Green corresponde a um método direto (Figura 4). Nesta situacao, a ligacédo do fluorocromo
ao DNA de cadeira dupla origina a fluorescéncia. A monotorizacdo com o sistema SYBR
Green tem a vantagem de ser aplicavel a qualquer produto de PCR sem a necessidade de
desenhar uma sonda especifica. No entanto isto pode originar falta de especificidade,
resultando numa quantificacéo irreal [32]. Ja os métodos indiretos recorrem a sondas que
detetam os produtos amplificados. Estas sondas de hibridizacdo podem ser desenhadas
de forma a emitirem fluorescéncia somente quando se encontram ligadas a um gene de
interesse especifico. Exemplo de um método indireto é a tecnologia TagMan® (Figura 4),

uma das sondas de hibridizagdo mais comummente utilizadas [32].

@

SYBR Green - M

Q
Tagman probe @, @ _Q """" ot

Figura 4. llustracdo dos métodos de monitorizacdo de fluorescéncia.

Sistemas que utiliza um fluoréforo como o SYBR Green (S) ou uma sonda TagMan®
que possui um fluorocromo reporter (R) e um quencher (Q) (Adaptada de Walker [32]).

1.3.2. Tecnologia TagMan®

A tecnologia TagMan® é baseada na deteg&o da atividade exonucleotidica 5'- 3’ da
Tag DNA polimerase [33]. Foi demonstrado que essa atividade poderia ser explorada como
um método indireto, o qual permite aceder a quantidade de material genético amplificado
com recurso a sondas fluorescentes especificas, eliminando deste modo a necessidade de

execucdo de uma eletroforese (necessaria apds a PCR convencional) [34].

Nesta tecnologia sdo utilizados dois primers especificos para determinadas
sequéncias de DNA e uma sonda TagMan® homaéloga a regiéo do fragmento de DNA entre
os primers foward e reverse. Esta sonda tem acoplada, na extremidade 5°, um fluorocromo
reporter capaz de proporcionar uma monitorizacdo da reagdo em tempo real e, na

extremidade 3’, um quencher. O fluorocromo é uma molécula que emite luz a um dado
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comprimento de onda depois de absorver luz noutro comprimento de onda, enquanto um
guencher € uma molécula que aceita energia de um fluorocromo na forma de luz e dissipa
a energia sob a forma de luz ou de calor [35]. Quando a sonda esté intacta, a emissao
proveniente do fluorocromo reporter é suprimida devido a proximidade fisica que existe
entre este e o quencher, ou seja, ndo existe detecdo da fluorescéncia devido a
transferéncia de energia Forster (Fluorescence/Forster Resonance Energy Transfer -
FRET) do reporter para o quencher [36, 37]. Ao longo da reacéo, a sonda hibridiza com a
sua sequéncia especifica (entre primers), e € encontrada pela enzima Taq DNA polimerase
que a hidrolisa pela sua atividade exonucleotidica 5’- 3'. Esta hidrolise separa a molécula
guencher do fluorocromo reporter, o qual ira, por sua vez, emitir um sinal fluorescente que
sera posteriormente detetado. A hidrélise da sonda ocorre em proporcao da amplificacao
da sequéncia de DNA alvo e, consequentemente, resulta no aumento do sinal de

fluorescéncia (Figura 5).

Fluorocromo sonda Que
Forward PCR primer Tagman

s
3

Reverse PCR primer

v

Ensaio de amplificagdo
Polimerizacdo

E
4
.
3

R

Deslocamento da
Fluorescéncia sonda e clivagem

'L

Resultado
Fluorescéncia

E— - .

Produtos PCR Produtos de clivagem

Figura 5. Representacdo esquematica da tecnologia TagMan®, durante as fases de
polimerizacao, extensédo de primers e hidrélise da sonda (Adaptada de Wittwer [38]).

A metodologia de gPCR segue o principio geral de uma PCR, apresentando as
suas trés fases caracteristicas: fase de crescimento exponencial, fase de crescimento

linear e fase estacionaria, ou plateau [31]. Neste sistema, as fases sdo totalmente
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automatizadas, ocorrem ciclicamente e em tempo real [35]. Estas fases podem ser
observadas num gréfico de fluorescéncia versus o numero de ciclos da PCR (Figura 6).
Recomenda-se que a reacgdo seja estudada na fase exponencial, onde conjetura-se que
esta tenha uma eficiéncia de aproximadamente 100% (isto corresponde a obtencao do
dobro das moléculas a cada ciclo), sendo assim possivel determinar o nimero de
moléculas de DNA da sequéncia amplificada que estavam originalmente presentes na
amostra inicial [31].

Durante a PCR, o sinal de fluorescéncia aumenta até um ponto onde pode ser
detetado, ultrapassando o limiar de dete¢éo, denominado como Cycle Threshold ou Ct. O
Crpode entdo ser definido como o nimero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia
da reacao seja detetavel. Trata-se de um ponto a partir do qual a fluorescéncia detetada
ultrapassa o limiar da fase exponencial, conhecido na literatura como threshold, definido
arbitrariamente pelo software do equipamento em funcédo da linha basal [31, 35, 38].
Quantos menos ciclos forem precisos para o software conseguir detetar a fluorescéncia,

maior é o numero de moléculas iniciais introduzidas na reagao de amplificacéo de PCR.

f

Plateau <
\

AR,

Fase linear .

Fase
exponencial /
Threshold )

Intensidade de Fluorescéncia

| A B B9 I |
Numero de (o2
Ciclosde PCR

Figura 6. Detecdo do produto da gPCR e as suas fases: o software constroi graficos com os dados
obtidos da intensidade de fluorescéncia versus o niumero de ciclos de PCR (Adaptado de Butler

[5D.

Um algoritmo computadorizado compara o nivel de fluorescéncia do fluorocromo
reporter (R) com a emisséo do quencher (Q), o qual apresenta pouca variagéo a cada ciclo
de PCR durante a fase de amplificacdo, o que resulta num valor de AR, (R/Q). Assim, ao
longo da reacdo, a emisséo de compostos fluorescentes gera um sinal de fluorescéncia
(Rn) que aumenta em proporc¢édo direta com a quantidade de produto amplificado [31, 35].
O valor de AR, traduz a quantidade de sonda de hibridizacéo que foi degradada. O software

constroi entdo uma funcéo exponencial em fungéo dos ultimos trés valores de AR, de cada
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ciclo de extensdo. Um limiar de emissao de fluorescéncia relativa é definido na linha basal
do AR, durante os primeiros 10 a 15 ciclos. O algoritmo calcula o ciclo no qual cada
amplificacdo atinge um limiar significativo (Cr). Existe, assim, uma relacdo matematica
exata inversa entre o nimero de moléculas de DNA iniciais na reagéo e o valor de Cr, que

€ a base para os célculos na gPCR [21, 38].

Para se conseguir atribuir a concentracdo de uma amostra desconhecida a partir
do seu valor de Cr, é necessario criar uma curva de calibracdo a partir de amostras com
concentracdo conhecida. Esta curva apresenta uma relacéo linear, com declive negativo,
entre o valor do Cr e o logaritmo da concentracdo de DNA. O ponto de intersecéo da curva
de calibragdo com a linha de “threshold” indica o valor de Cr (Figura 6). Assim sendo, desde
gue exista precisdo e consisténcia nos Cr de amostra para amostra de concentracao
conhecida, o valor de Cr de qualquer amostra de concentracdo desconhecida pode ser
comparado a essa curva de calibragéo e facilmente calculada a sua concentragcéo (Figura
7).

PR

Log[DNA]

Figura 7. Curva de calibragdo obtida a partir de diferentes amostras com concentragfes
conhecidas de DNA (a,b,c,d,e). Numa escala logaritmica os Ct correspondem a concentracdo
inicial de moléculas (Adaptada de Butler [5]).

Paralelamente, os kits de quantificagdo contém na sua composi¢édo um fluorocromo
gue funciona como uma referéncia passiva normalizando os sinais fluorescentes do
reporter. A normalizacdo é necessaria para corrigir as flutuagées causadas por alteraces
na concentracdo ou volume devido a eventuais erros de pipetagem. Os kits possuem,
igualmente, um controlo interno da PCR (IPC) que permite verificar a eficiéncia da Taq
DNA Polimerase, da quimica dos diferentes componentes da mistura, do correto

funcionamento do instrumento, bem como verificar a presenca de inibidores na amostra.

1.3.3. Quantificagcdo direta de DNA
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O termo quantificacdo direta refere-se a uma metodologia de PCR em tempo real
gue utiliza os equipamentos habituais porém com a diferenca de no po¢o da reacdo se
colocar um suporte sélido (por exemplo um punch de cartdo FTA®), que contém material
biolégico. A amostra biolégica pode ser diretamente colocada (no caso das amostras de
referéncia) ou pode ser transferida de um suporte para o cartdo apés ser humedecida,
dando origem aquilo que doravante vai ser denominada como tira de limpeza (Figura 8).

Metologia padronizada j Metodologia de Quantificagao
Direta de DNA

2 pL de amostra @
| extraida O Q

— | wp

’(,. ;

- 3 l 1 punch de cartio FTA com l
s

amostra bioldgica ou 1
punch de tira de limpeza

Figura 8. llustracdo da metodologia padronizada de quantificacdo de DNA versus a
metodologia de quantificacéo direta de DNA.

Esta metodologia € pouco utilizada no fluxo de trabalho forense pois alguns estudos
apontam que a presenca do papel aumenta os niveis de fluorescéncia da linha basal [fase
onde a intensidade do sinal do produto amplificado ainda ndo ultrapassa a intensidade
encontrada no background], principalmente devido a utilizagdo de sondas MGB® [40, 41,
42]. Este fenbmeno, segundo Liu, ocorre em espectros de emissao com comprimentos de
onda inferiores a 586 nm (Figura 9) [42].
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Figura 9. Espectros de emisséo dos fluorocromos utilizados dos kits estudados na PCR em
tempo real.

A metodologia de quantificacdo direta procura obviar a etapa de extracdo do DNA
tentando assim suprimir perdas de DNA. Devido ao facto de as amostras forenses terem,
por norma, DNA em quantidade diminuta, este tem que ser utilizado de forma a garantir
gue exista amostra suficiente para permitir a repeticdo da analise se necessario. Deste
modo, uma metodologia que requeira a utilizacdo de somente 0,5mm de um cartdo
FTA®/tira de limpeza tem potencialidade para ser um recurso de triagem/avaliacdo inicial,
permitindo saber a priori informacdes acerca da quantidade de DNA, sexo e degradacéo
da amostra. Tendo como referéncia os resultados de quantificagdo de amostras
submetidas a metodologia de quantificacéo direta é possivel, posteriormente, determinar o
input 6timo para a amplificacdo direta dessas mesmas amostras. Assim sendo, a
combinagdo destas duas metodologias permitira a obtencdo de um fluxo de trabalho mais

simples, com resultados mais rapidos e processos menos dispendiosos.

15






Objetivos






2. Objetivos

A quantificacdo permite assegurar que a quantidade e qualidade de DNA presente
numa amostra € ideal para as subsequentes etapas laboratoriais, que o DNA extraido é
especificamente humano e que se utiliza o input 6timo de DNA na etapa de amplificacao,
de forma a se obter um perfil genético.

2.1. Objetivo geral

O principal objetivo deste estudo consiste em testar a viabilidade da implementacéo
de uma metodologia de quantificacdo direta de DNA por PCR em tempo real a partir de
amostras biolégicas forenses em comparacdo a metodologia comummente utilizada no
fluxo de trabalho no ambito da criminalistica biolégica, a qual requer, previamente a

guantificacdo, uma extracao/purificacdo do DNA.

2.2.  Objetivos especificos

o Avaliar a precisdo e/ou exatiddo dos kits Quantifiler® Trio e PowerQuant™, através
do estudo de standards e de controlos positivos;

o Avaliar se existe alteragcdo nos niveis de fluorescéncia da linha basal na
metodologia de quantificacdo direta de DNA com recurso a utilizacdo de sondas
MGB® e de punchs de 0,5 mm de cartdes FTA®,

o Avaliar as diferencas nos resultados de quantificacdo de amostras extraidas versus
amostras ndo extraidas (diretamente quantificadas);

o Determinar qual o kit de quantificacdo (se o Quantifiler® Trio ou o PowerQuant™)
mais eficaz para amostras de referéncia, e de seguida, prosseguir o estudo das
amostras simuladas com aquele que obtivesse resultados mais robustos;

o Verificar se é possivel transferir material bioldgico dos diferentes suportes para as
tiras de limpeza e posteriormente quantifica-las diretamente;

o Determinar qual o material de suporte (ganga, algodao ou vidro) que proporciona
melhores resultados na metodologia de quantificagédo direta de DNA;

o Avaliar a capacidade do kit PowerQuant™ na detecao de diferentes proporgées de
DNA masculino versus DNA feminino em misturas efetuadas a partir de amostras

com concentracdes conhecidas;
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o Correlacionar os resultados de quantificacédo com a qualidade dos perfis genéticos
obtidos com o kit de amplificacéo GlobalFiler®.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Normas laboratoriais

A analise laboratorial de amostras forenses pressupde a utilizacdo de um conjunto
de medidas preventivas de forma a evitar contaminac¢des indesejadas que possam afetar
0s resultados, pelo que estas medidas devem estar presentes em todas as etapas da rotina

laboratorial forense, desde a colheita das amostras até a obtencdo de um perfil genético.
Assim sendo, as principais medidas de prevencdo de contaminagéo incluem:

e A utilizacdo, de forma adequada, de equipamento de protecdo individual,
nomeadamente bata, luvas e mascara descartaveis, ndo devendo ser permitida a
circulacao entre salas diferentes com a roupa de trabalho que esta a ser utilizada
noutra sala nem o transporte de materiais e/ou equipamentos;

e Areas de pré e p6s-PCR localizadas em espacos fisicos separados;

e A descontaminagdo da sala, bancada de trabalho, workstations, materiais e/ou
equipamentos com recurso a luz ultravioleta (UV) durante 10 a 20 minutos, antes e
depois de qualquer procedimento laboratorial;

¢ Uma separacdo temporal e espacial dos circuitos da extracdo e amplificacéo das

amostras problema das amostras de referéncia,

Para além de medidas de prevencdo, devem ser adotadas medidas que
possibilitem a detecdo de contaminacdes como sendo a inclusdo de controlos negativos,
também designados por rea¢cdes NTC (No Template Control) em todos os procedimentos
laboratoriais, a monitorizacdo regular de superficies e equipamentos e a manutencéo de
uma base de dados de eliminacdo com os perfis genéticos das pessoas que circulam no

laboratorio.

Por se tratarem de amostras forenses para as quais é obrigatéria a manutencao da
cadeia de custbddia, devem ser registados todos os procedimentos realizados, bem como
todos os reagentes, consumiveis e equipamentos, 0 que permite realizar, a qualquer

momento, a rastreabilidade das amostras.
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3.2. Selecédo e elaboragdo das amostras em estudo

As amostras forenses podem ser divididas em dois tipos: em amostras de referéncia
ou seguras gque correspondem a amostras identificadas e com quantidade de DNA
razoavel; e em amostras problema ou de vestigios que se referem a amostras com origem

desconhecida e muitas vezes com reduzida quantidade de DNA.

No quotidiano laboratorial forense, a colheita de amostras de referéncia usualmente
implica a recolha em cartdo FTA® de uma mancha de sangue e/ou uma raspagem do
epitélio bucal com recurso a uma zaragatoa. As amostras problema podem encontrar-se
representadas em diversos fluidos biolégicos e suportes, pelo que devem ser previamente
guantificadas de modo a determinar se existe DNA em quantidade suficiente para a

subsequente amplificagédo por PCR.

3.2.1. Amostras de referéncia

Inicialmente os fluidos bioldgicos utilizados neste trabalho foram sangue e saliva,
pelo que foram colhidas amostras de referéncia a 8 individuos apés a obtencdo do
consentimento informado, livre e esclarecido para participacdo no estudo. A cada individuo
foi colhida uma mancha de sangue em cartdo FTA® Indicating — Indicating FTA® Mini Card
(Whatman, Clifton, NJ) por puncéo capilar digital com recurso a uma lanceta (Figura 10a),
bem como saliva (células epiteliais bucais) recolhida com uma zaragatoa FLOQ (Copan
Diagnostics, Inc., Murrieta, CA). O material biol6gico presente na zaragatoa foi de seguida

transferido, por contacto, para um circulo do cartdo FTA® Indicating (Figura 10a).

E de realcar que todas as amostras colhidas foram anonimizadas de forma

irreversivel.

Posteriormente, foram ainda utilizadas amostras de sémen cedidas pelo Centro de
Preservacdo da Fertilidade do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, amostras
essas que foram entregues ja anonimizadas. Na preparacdo da mancha deste fluido
bioldgico, apds a sua ressuspensao, retirou-se uma gota do tubo falcon e colocou-se num

cartdo FTA® com recurso a uma pipeta de Pasteur.
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3.2.2. Amostras simuladas

De forma a simular situagfes problema préximas as observadas na prética forense
(amostras problema), foi colocado sangue, sémen e saliva em suportes absorventes e ndo

absorventes (Figura 10b).

Como suportes absorventes foram utilizados tecidos de ganga corada com indigo
azul, constituida por 97% de algodéo e 3% de sepandex, e tecidos 100% algodao. Estes
tecidos foram escolhidos pois surgem frequentemente em casos de pericias criminais no
SGBF-C. Antes de se realizarem as manchas, os tecidos foram descontaminados durante
15 minutos com luz UV para minimizar o risco de uma possivel contaminacdo com DNA

exégeno.

Como suportes ndo absorventes foram usadas laminas de microscoépio previamente
imersas duma solucdo de lixivia a 3% durante 1 hora, as quais foram posteriormente
lavadas com agua destilada e deixadas a secar a temperatura ambiente. Apés estes

passos, as laminas foram ainda expostas 15 minutos a luz UV.

Figura 10. Exemplo da elabora¢@o das manchas: (a) em cartdo FTA® Indicating e (b) em ganga,
algodéo e laminas de vidro.

Depois dos suportes terem sido descontaminados procedeu-se a deposicado dos
fluidos biolégicos. O sangue foi colhido por puncéo capilar digital e diretamente colocado
em todos os suportes. Para a elaboragdo da amostra de sémen, retirou-se uma gota do

tubo falcon, optando-se por realizar a mancha somente no tecido de algod&o.

Para a realizacdo das manchas de saliva foram previamente preparadas

suspensdes de células epiteliais, as quais foram obtidas a partir de zaragatoas bucais
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provenientes de dois individuos, um do sexo masculino e outro do sexo feminino. Nesse
sentido, realizaram-se esfregacos bucais com recurso a zaragatoas. As cabecas das
zaragatoas foram cortadas e colocadas em tubos tipo eppendorf contendo uma solucéo de
400 pL de Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) sendo posteriormente
agitadas no termomixer a 900 rota¢des por minuto (rpm) durante 10 minutos. Apds este
passo, as zaragatoas foram transferidas para spin baskets e de seguida centrifugadas (1
minuto a 14000 rpm) de forma a libertarem alguma amostra que pudessem ainda ter
disponivel. De seguida, o volume em cada tubo foi ajustado para 500 uL com Tris-EDTA
(10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) [43].

Apbs o procedimento, as suspensdes de células epiteliais foram separadas em
aliquotas, tendo sido realizadas laminas para confirmar microscopicamente a presenca de

epitélio intacto (Figura 11).

Na elaboracdo das manchas biolégicas nos diferentes suportes dispensou-se: 30
pL nas laminas de vidro; 40 pL nos recortes de algodéo e 60 L nos de ganga. As aliquotas
foram armazenadas no congelador a -20°C.

Inicialmente colocou-se 0 mesmo volume (30 pL) em todos os suportes, porém
verificou-se que devido as propriedades e constituintes inerentes dos mesmos, a
impregnacéo do fluido no suporte e consequentemente a formacédo e consisténcia de uma

mancha variou bastante, pelo que optou-se pela utilizacdo de diferentes volumes.

Figura 11. Observacao e confirmacdo microscépica da presenca de células do epitélio bucal intacto.
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3.2.3. Amostras de mistura

Na préatica forense é frequente a ocorréncia de amostras com mais de um
contribuinte. Assim, para verificar a capacidade do kit PowerQuant™ (Promega) em
discriminar dois contribuintes em diferentes propor¢gdes de DNA masculino:DNA feminino
(M:F) com a técnica de quantificagao direta, utilizaram-se duas aliquotas com suspensdes
de células epiteliais de concentracdo conhecida, uma masculina e uma feminina. A partir
destas elaboraram-se diferentes misturas, definindo como contribuinte minoritario a fragéo
masculina nas seguintes proporg¢des: 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50, e 1:100. Em todas as
propor¢gdes a concentracdo da amostra feminina foi constante, ao passo que a
concentracao da amostra masculina diminuiu progressivamente, tentando assim mimetizar
misturas reais forenses nas quais o0 contribuinte minoritario € na maioria das vezes
masculino. Pipetarem-se 20 pL das aliquotas das misturas realizadas, os quais foram
colocados em cartdes FTA® Indicating.

3.2.4. Transferéncia do material biolégico

As manchas de sangue, saliva e sémen presentes nos diferentes suportes foram
deixadas a secar durante, pelo menos, 48 horas. De seguida, procedeu-se a transferéncia
do material biolégico dos suportes para tiras de limpezas. Para esse efeito, as manchas

foram humedecidas segundo o exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Natureza das manchas e solu¢fes de limpezas utilizadas e os respetivos volumes.

Algodéo Lamina 1 Lamina 2

Amostra 01 - sangue 20 pL agua

30 pL agua 15 pL agua 15 uL LB

Amostra 01 - saliva 20 pL agua 30 pL agua 15 pL agua -
Amostra 08 - saliva 20 L LB 30 pL LB 15puL LB -

Sémen 20 uL LB - - -

Nota: agua = 4gua nucleasse free. LB = Lysis Buffer (kit PrepFiler, AB).

Depois de humedecidos as manchas, o material biologico foi transferido com
recurso ao objeto da Figura 12 para uma tira de limpeza (realizada a partir de um cartéo
FTA®) com 0,8 cm de largura.
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Figura 12. Objeto utilizado para transferir o material bioldgico dos diversos suportes para a tira de
limpeza.

Com este procedimento pretendeu-se verificar se é possivel a transferéncia de
material biolégico dos diferentes suportes para as tiras de limpeza e posteriormente

guantifica-las diretamente.

3.3. Procedimentos laboratoriais

A escolha dos procedimentos laboratoriais utilizados na componente pratica desta
dissertagéo teve como pressuposto as metodologias disponiveis no Servi¢co de Genética e
Biologia Forense da Delegagdo do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses (SGBF-C), bem como a literatura que tem vindo a ser desenvolvida na

area da genética forense.

3.3.1. Extracdo de DNA

As extracdes de DNA foram realizadas a partir de manchas de sangue, de saliva e

de sémen presentes em 4 tipos de suporte: cartdo FTA®, ganga, algod&o e lamina de vidro.

O método de extracdo com a resina quelante Chelex foi selecionado por se tratar
da metodologia para amostras de referéncia mais rapida, com menos custos e por permitir,

apos a extracdo das amostras, a posterior quantificagdo das mesmas. Ja o kit de extracdo
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PrepFiler € a metodologia de exceléncia no SGBF-C para amostras problemas nos mais
diversos suportes.

3.3.1.1. Extracdo de DNA pelo método do Chelex®

A técnica de extracéo por Chelex® 100 (Bio-Rad, Hercules, CA) recorre a elevadas
temperaturas que, em conjugacao com forcas fisicas, promove a rutura das células, com a
consequente libertacdo do DNA bem como a desnaturacédo das proteinas. O Chelex® é
uma resina quelante composta por copolimeros de estireno divinilbenzeno contendo iGes
iminodiacetato emparelhados, que se liga a ides metélicos polivalentes, como é o caso do
magnésio. Os ides de magnésio sdo atraidos, ligando-se a resina. Estes ides séo
necessarios a acao de nucleases, que degradam o DNA. Ao remover 0 magnésio da reacao
as nucleases ficam inativas, pelo que as moléculas de DNA séo protegidas.

Este procedimento foi aplicado a amostras de referéncia de manchas de sangue ou
de saliva em cartdo FTA®. A extracdo de DNA pelo método de Chelex® 100 (Bio-Rad)

realizou-se conforme o protocolo descrito por Walsh e colaboradores em 1991 [14].

Foram cortados dois punches de 25 mm das manchas de sangue e de saliva com
recurso a um alicate “paper punch single hole” para o respetivo tubo tipo eppendorf. Entre
cada amostra o alicate foi limpo realizando 2 ou 3 punches no papel de mancha limpo. Foi
adicionado 1 ml de agua nuclease free a cada tubo, os quais foram incubados a
temperatura ambiente durante cerca de 30 minutos e centrifugados a 14000rpm durante 3
minutos. Com o auxilio de pipetas Pasteur retirou-se o sobrenadante, deixando cerca de

30 uL nos tubos das extracdes de sangue e cerca de 50 uL nas extracdes de saliva.

Aos tubos das extracbes das manchas de sangue foi adicionado 170 yL de Chelex
a 5% previamente preparado e 150 pL nas extragbes de saliva, verificando sempre se
existem esferas de resina na ponta. Os tubos foram colocados no banho de aquecimento
a 56°C, durante 30 minutos. Posteriormente, estes foram agitados no vortex, a alta
velocidade, durante 5 a 10 segundos. A tampa dos tubos tipo eppendorf foi furada com o
auxilio de uma agulha para seguidamente os sujeitar a uma ebulicdo utilizando um
termoagitador a 110°C durante 8 minutos. Os tubos foram novamente agitados no vortex e
centrifugados, a 14000 rpm, durante 3 minutos. Por fim, as amostras extraidas foram

armazenadas no congelador, a uma temperatura de -20°C + 10°C.
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Para controlo de qualidade interna, foi preparado um controlo negativo para cada
lote de extracdo. Para preparar o controlo negativo adicionou-se 2 punches do papel de
mancha limpo utilizado para a limpeza do alicate usando igualmente o alicate empregue

durante o procedimento.

3.3.1.2. Extracdo automéatica de DNA pelo Automate Express Forensic DNA
Extraction System com recurso ao kit PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction

O kit de extracéo PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction, comercializado pela
Applied Biosystems (AB), engloba-se nas metodologias de extracdo de DNA com recurso
a uma fase sélida, permitindo a purificacdo do DNA. Devido ao facto de o pH do meio ser
acido as moléculas de DNA ligam-se, reversivelmente, as particulas magnéticas. Com
recurso a um suporte magnético, as particulas em suspensédo sao arrastadas na direcao
do suporte, deixando o0s inibidores e outros contaminantes na solugdo. Estes
contaminantes sao entdo eliminados durante multiplas lavagens purificando desta forma o
DNA. Por fim, a adicdo de um tampéo de eluicdo aumenta o pH da solucdo permitindo que

0 DNA seja eluido e recuperado apés a sua purificacéo.

Este método € normalmente aplicado em amostras problema nos mais variados
suportes. Para este trabalho em concreto, a extragcdo de DNA de manchas de sangue, de
saliva e de sémen foi realizada com recurso ao kit PrepFiler de acordo com as

recomendactes do fabricante, descritas no manual do utilizador [44].

Em cada amostra foi realizado um corte/punch até 25cm? e estes foram colocados
nas colunas PrepFiler Lysep (AB) ja inseridas nos respetivos sample tubes. Foram
adicionados 500 pL de Lysis Buffer (kit PrepFiler - AB) e 5 uL de DTT (1M) a cada amostra,
de forma a ficarem completamente submersas. Seguiu-se um passo de incubagéo, a 70°C
durante 40 minutos com uma agitacao de 750 rpm. Apos este, foram centrifugadas durante

2 minutos a 10000 rpm.

Para controlo de qualidade interna, foi preparado um controlo negativo e um
controlo positivo para cada lote de extracdo. Ao controlo negativo s6 foram adicionados os
reagentes, sendo que ao controlo positivo ainda se adicionou 1 corte/punch até 25cm? de

uma amostra de referéncia de sangue em cartdo FTA®.
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Apos a lise foi realizada a purificagéo no equipamento Automate Express (AB) com
o protocolo PrepFiler Express. No final da corrida, as amostras foram armazenadas num
congelador a -25°C £ 10°C.

3.3.2. Quantificagcdo de DNA

Relativamente aos métodos de quantificacao, o kit Quantifiler® Trio foi escolhido por
ser aquele mais usado na rotina laboratorial forense e por ja terem sido realizados inameros
estudos que atestam a fiabilidade dos seus resultados, enquanto o kit PowerQuant™ é
recente no mercado, pelo que se considerou relevante a realizacdo de um estudo
exploratério das suas potencialidades, limitacdes e aplicabilidade na genética forense, mais

concretamente na quantificacdo direta de DNA.

3.3.2.1. Quantificagdo de DNA com recurso ao kit Quantifiler®Trio DNA Quantification

A Applied Biosystems comercializa o kit Quantifiler® Trio DNA Quantification,
baseado na tecnologia TagMan® aliada a um método quantitativo e qualitativo de DNA por
PCR em tempo real. Este kit utiliza o equipamento 7500 real-time PCR System (AB) em
associacdo com o software de analise de resultados HID Real-Time PCR Analysis Software
v1.2. permitindo determinar a quantidade de DNA em amostras forenses, bem como

analisar a integridade, através da determinacao do indice de degradacéo [45].

O kit Quantifiler® Trio utiliza alvos genémicos com uma variabilidade minima entre
diferentes individuos e grupos populacionais, de forma a maximizar a consisténcia dos
resultados da quantificagdo. Os alvos usados apresentam locais de ligagdo da sonda e

primers conservados no interior do genoma [45].

Este kit deteta trés alvos distintos, dois alvos no DNA autossémico, um designado
Small Autosomal Target (SA) e outro por Large Autosomal Target (LA), e um alvo no
cromossoma Y (Tabela 2) [45]. De forma aumentar a sensibilidade de detecdo de DNA,
mesmo em baixas concentracdes, o kit Quantifiler® Trio apresenta um sistema multicopia
em loci-alvo, composto por multiplas cépias dispersas em varios cromossomas
autossOmicos (caso se trate dos alvos SA e LA), ou mdltiplas copias no cromossoma Y
[45].
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Deste modo, os alvos presentes no ensaio Quantifiler® Trio apresentam as seguintes

funcdes:

o Alvo Small Autosomal (SA): O alvo SA permite determinar a concentracao total de DNA
gendmico humano. O fragmento menor (80 pares de bases) esta alinhado com os loci
miniSTR, sendo mais eficaz a detetar amostras de DNA degradadas.

e Alvo Large Autossomal (LA): O alvo LA é usado principalmente como um indicador da
degradacdo das amostras, através do calculo da razdo entre a concentracdo do alvo
SA e a concentracdo do alvo LA. Devido ao seu maior tamanho, o alvo LA é mais
suscetivel a degradacdo, pelo que a sua quantidade encontra-se diminuida em
amostras degradadas, o que traduz-se num aumento do indice de Degradaco (ID).

e AlvonocromossomaY (Y): Este alvo permite a quantificacdo da componente masculina
em amostras de DNA gendmico, sendo util na avaliagdo de amostras com mistura de

componentes masculino:feminino.

O kit Quantifiler® Trio é ainda composto por um Controlo Interno da PCR (Internal PCR
Control — IPC) encontrando-se presente em todas as reacdes. O IPC contém um molde
(fragmento) de DNA sintético, que é também quantificado e fornece uma confirmacao
positiva de como todos os componentes do sistema estéo a funcionar corretamente (Tabela
2). Este controlo interno permite validar os resultados negativos, sendo também capaz de

indicar se uma amostra contém inibidores da PCR.

Por fim, este kit utiliza como referéncia passiva o fluorocromo Mustange Purple
(MP). Os fluorocromos reporters e respetivas moléculas quencher que as sondas TagMan®

apresentam para cada alvo encontram-se discriminadas ha Tabela 2.

Tabela 2. Alvos do kit Quantifiler® Trio (Adaptado do manual de utilizador do kit Quantifiler® Trio
[45)).

Alvo Tamanho sequéncia Reporter Quencher

Alvo autoss6émico (SA) 80 pares de bases VIC® MGB®
Alvo autossémico (LA) 214 pares de bases ABY® QSY®

Alvo masculino (Y) 75 pares de bases FAM™ MGB®

Nota: MGB® = Minor Groove Binder.
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Assim sendo, € expectavel que este kit consiga avaliar simultaneamente a
guantidade e qualidade de uma dada amostra, o que possibilitara prever a priori qual sera
o impacto de um determinado nivel de degradacao na obtencao de um perfil genético. Este
kit tem sido validado na pratica forense [46, 47, 48], mostrando ser uma ferramenta util

para a otimizacdo de procedimentos.

A guantificacdo de DNA de manchas de sangue, saliva e sémen em cartdo FTA®
foi realizada com o kit Quantifiler® Trio de acordo com as recomendacdes do fabricante
descritas no manual do utilizador [45]. Preparou-se a curva de calibracdo, para a qual se
realizaram 5 diluicbes sucessivas do standard Quantifiler® THP DNA (kit QT) (uma solucédo
stock cuja concentracédo é de 100ng/uL) com as seguintes concentragdes: 50; 5; 0.5; 0.05;
e 0.005 ng/uL. Estas diluigdes foram realizadas com o tampao Quantifiler® THP DNA
Dilution Buffer (kit QT), de acordo com a Figura 13. Cada um dos standards foi estudado

em duplicado, de modo a aumentar a precisdo da curva de calibracéo.

10 pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL

10 pl 90 pl 90 pl 90 uL 90 uL

100 ng/pL

Tampdo de Tampdo de

Tampdo de Tampdo de Tampdo de
diluigdo diluigdo

diluigdo diluigdo diluigdo

K 10X 10X 10x 10X

Figura 13. Preparacéo das diluicdes seriadas, a partir de uma solugdo stock de 100ng/uL e do
tampao de diluicdo Quantifiler® THP DNA Dilution Buffer (kit QT).

Os reagentes necessarios para a mistura de reacéo foram vortexados e de seguida
brevemente centrifugados antes da sua utilizagdo. A mistura de reacao foi preparada de
acordo com a Tabela 3. Assim sendo, foram dispensados 18 pL da mistura em cada pogo
da placa e adicionados 2 uL de cada amostra/controlo (positivo e negativo) no respetivo
poco, de acordo com o0 esquema da placa inicialmente definido no software de anélise HID
Real-Time PCR Analysis Software, perfazendo assim um volume final de 20 pL por pogo.

Cada amostra foi quantificada em duplicado e os resultados posteriormente obtidos
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resultam da média das concentra¢gfes obtidas para cada alvo.

A quantificagdo das amostras ndo extraidas foi realizada com a colocacéo de 1
punch de 0,5 mm da amostra no poco da reacéo e o volume foi completado com 2 pL de
Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) (Tabela 3). Estas amostras foram
guantificadas em triplicado.

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados em cada reacéo de quantificacdo com recurso ao kit
Quantifiler® Trio.

Componentes Volume por amostra (L)

PCR Reaction Mix (kit QT)
DNA/Std./CTRL(+)/NTC*
Ou

1 Punch + Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA,
pH 8.0)

Volume final reacéo 20
* Nota: Na reagdo NTC foram adicionados 2 yL de TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0). CTRL(+) =
controlo positivo.

Como controlo adicional da reacdo de quantificacdo foram adicionados trés
controlos positivos de concentractes diferentes (0.1, 10 e 40 ng/uL) a cada corrida de

guantificacao.

Apo6s a preparacdo da placa, esta foi selada com uma pelicula transparente com
um aplicador a fim de evitar qualquer rugosidade que possa interferir com a detecdo da
fluorescéncia. Finalmente, centrifugou-se a placa para retirar eventuais bolhas e, em
seguida, introduziu-se no equipamento 7500 Real-Time PCR System. A corrida de
guantificacdo processa-se em 3 fases: desnaturagdo inicial durante 2 minutos a 95°C
seguida de 40 ciclos de hibridacdo durante 9 segundos a 95°C e extensdo durante 30

segundos a 60°C.

Terminada a corrida de quantificagdo, os resultados foram analisados com recurso
ao software de andlise, o qual gerou as curvas de calibracéo e calculou a quantidade de

DNA presente em cada amostra.
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3.3.2.2. Quantificacdo de DNA com recurso ao kit PowerQuant™ System

O kit PowerQuant™ System, comercializado pela Promega, alia a tecnologia de
PCR em tempo real com a utilizacdo de sondas de hidrolise com base num sistema
multicépia, com sequéncias alvo em multiplas copias dispersas nos cromossomas. Este kit
utiliza uma tecnologia idéntica a do kit Quantifiler® Trio, visto que também recorre a
tecnologia TagMan® com recurso ao equipamento 7500 real-time PCR System juntamente
com o software de analise de resultados HID Real-Time PCR Analysis Software v1.2. As
principais diferengas residem nos alvos utilizados (Tabela 4), nomeadamente nos
fluorocromos reporter e no facto de as sondas pertencerem ao grupo Minor Groove Binder
(MGB®). MGB® refere-se a uma sonda que se liga de uma forma néo intercalar ao sulco
menor (minor Groove), tendo uma afinidade especifica para DNA em cadeia dupla. Esta
sonda incorpora uma molécula quencher néo fluorescente (Non Fluorescente Quencher —
NFQ) que praticamente elimina toda a fluorescéncia de fundo, comum a quenchers
fluorescentes, o que proporciona uma melhor relacéo sinal-ruido e aumenta a sensibilidade

do ensaio.
Os alvos presentes no ensaio PowerQuant™ apresentam as seguintes fungoes:

* Alvo autossémico: Este alvo permite determinar a concentracdo de DNA gendmico
humano. Devido ao seu tamanho, o alvo autossomico é robusto aos inibidores e menos
suscetivel de ser afetado pela degradacdo do que outros alvos com sequéncias de

amplificacdo mais longas.

* Alvo de degradacédo: O sistema deteta a presenca de um fragmento amplificado
maior (294 pb) proveniente de uma regido diferente porém localizada no mesmo locus que
o alvo autossémico. Este alvo, tal como o nome indica, avalia o nivel de degradacao das
amostras através do célculo da razdo entre a concentracdo do alvo autossémico e a

concentracao do alvo de degradacéo.

Concentragido do alvo autossomico (ng/uL)

Nivel degradagio = Concentragio do alvo de degradagdo (ng/ulL)

Devido ao seu tamanho, o fragmento de 294 pb é mais suscetivel & degradacéo e a

presenca de inibidores.

* Alvo no cromossoma Y (Masculino): A utiliza¢do de dois loci multicopia minimiza
o eventual efeito que a variacdo de um dado marcador genético possa ter no numero de
cOpias em caso de misturas, para além de aumentar a sensibilidade de dete¢cdo de DNA

masculino.
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Tal como o kit anteriormente mencionado, o PowerQuant™ é constituido por um
Controlo Interno da PCR (IPC) que se encontra presente em todas as reacgdes. Os alvos
autossémicos/cromossoma Y e o alvo IPC amplificam em paralelo em todas as reacdes
[49]. Deste modo, a andlise da amplificagdo dos dois sistemas permite averiguar a
existéncia de amostras com DNA gendémico (quando existe uma amplificacdo correta do
IPC mas nao ha uma amplificacdo de DNA gendmico) e indicar a presenca de inibidores
da reacdo de PCR (quando nenhuma amplificacdo é bem sucedida). Este kit utiliza como
referéncia passiva o fluorocromo ROX. Os fluorocromos reporters e respetivas moléculas
guencher que as sondas TagMan® apresentam para cada alvo encontram-se destrincadas
na Tabela 4.

Tabela 4. Alvos do kit PowerQuant™ (Adaptado do manual de utilizador do kit PowerQuant™ [49]).

Alvo Tamanho sequéncia Reporter Quencher

Alvo autossémico 84 pares de bases FAM™ MGB®

Alvo de degradagéo 294 pares de bases Q®670 MGB®

Alvo masculino 81 e 136 pares de bases CF®G 540 MGB®

IPC 435 pares de bases TMR® MGB®
Notas: MGB® = Minor Groove Binder; Q® 670= Quasar® 670; CF® G540 = CAL Fluor® Gold 540; TRM® =

Tetramethylrhodamine.

A quantificagdo de DNA de manchas de sangue, saliva e sémen em diversos
suportes foi realizada com o kit PowerQuant™ de acordo com as recomendagdes do
fabricante descritas no manual do utilizador [49].

Primeiramente, preparou-se a curva de calibracéo, para a qual se realizaram 4
diluicbes seriadas a partir do standard PowerQuant™ Male gDNA (kit PQ) com as
seguintes concentragdes: 50; 2; 0.8; e 0.0032 ng/pL. Estas diluigbes foram efetuadas com

o tampé&o de diluicdo PowerQuant™ Dilution Buffer (kit PQ), de acordo com a Figura 14.
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96 pL 96 pL 96 L
Tampdo de Tampdo de Tampdo de
dilui¢do diluicdo diluicdo

Figura 14. Preparacéo das diluicdes em série a partir da solucdo PowerQuant™ Male gDNA
Standard (kit PQ) com uma concentrag&o inicial de 50 ng/uL.

Apo6s a diluicdo, os reagentes necessarios para a mistura de reacdo foram
vortexados antes da sua utilizacdo. A mistura de reacdo foi preparada segundo a Tabela
5. De seguida, foram dispensados 18 uL da mistura em cada poc¢o da placa e adicionados
2 uL de cada amostra/controlo no poco correspondente, de acordo com o esquema da
placa inicialmente definido no software de analise dos resultados HID Real-Time PCR
Analysis Software, perfazendo um volume final de 20 yL por poco. Os standards foram
aplicados em duplicado.

Tal como no kit Quantifiler® Trio, nas amostras n&do extraidas, a sua quantificacéo
foi realizada com a colocacao de 1 punch de 0,5 mm da amostra no poc¢o da reacdo e o
volume foi completado com 2 uL de Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)
(Tabela 5).

Ambas as amostras, extraidas e diretamente quantificadas, foram quantificadas em

duplicado e os resultados obtidos resultaram da média das concentragdes para cada alvo.
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Tabela 5. Componentes e volumes utilizados para cada reacdo de quantificagdo com recurso ao kit
PowerQuant™,

Componentes Volume por amostra (L)

Master Mix (kit PQ)

Primer/Probe/IPC Mix (kit PQ)

Water, Amplification Grade (kit PQ)

DNA/Std./CTRL(+)/NTC*
Ou
1 Punch + Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)

Volume final reagéo 20
*Nota: Na reacdo NTC foram adicionados 2 pL de Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0). CTRL(+)

= controlo positivo.

Apbs a preparacao da placa, esta foi selada com uma pelicula transparente com
um aplicador, a fim de evitar qualquer rugosidade que possa interferir com a detecdo da
fluorescéncia. Finalmente, centrifugou-se a placa para retirar eventuais bolhas e, em
seguida, introduziu-se no equipamento 7500 Real-Time PCR. A corrida de quantificacdo
processa-se em 3 fases: desnaturacéo inicial durante 2 minutos a 98°C seguida de 39

ciclos de hibridac&o durante 15 segundos a 98°C e extensdo durante 35 segundos a 62°C.

3.3.2.3. Analise dos resultados de quantificacao

Como ja foi anteriormente referido, tanto no kit Quantifiler® Trio quanto no kit
PowerQuant™, os dados séo recolhidos e analisados pelo software HID Real-Time PCR.
Este programa fornece diversos parametros de analise da corrida de gPCR destacando os
resultados individuais de cada amostra [50]. O software apresenta varias modelos
(templates) customizados consoante o kit de quantificagdo empregue [51]. Em cada
modelo, as propriedades e condi¢des experimentais sdo definidas como padréo, pelo que,
antes de se iniciar o ensaio de quantificacdo, € somente necessario introduzir o nome da
amostra no poco pretendido [50]. Apds a corrida, os resultados séo exibidos em diferentes
formatos de graficos/tabelas, os quais fornecem diferentes informagées do ensaio

realizado. Destes realgam-se 0s seguintes:

* Raw Data — Neste grafico pode-se observar os dados de fluorescéncia em bruto
a cada ciclo para os diferentes filtros, numerados de 1 a 5. No kit Quantifiler® Trio o filtro 1

pertence ao fluorocromo reporter FAM™, o filtro 2 ao VIC®, o 3 ao ABY®, 0 4 ao JUN® e 0
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5 ao MP*® [45]. O kit PowerQuant™ apresenta no filtro 1 o fluorocromo FAM™, no 2 o CF®G
540,n0 30 TMR® no4 0 CXR®e no5 0 Q®670 [49].

» Multicomponent Data — Este grafico da informacdes acerca da intensidade da

fluorescéncia para cada fluorocromo reporter a cada ciclo.

« Amplification Data — Os dados obtidos neste gréafico sdo recolhidos durante a fase
de amplificacdo. Os resultados podem ser apresentados em duas escalas, na logaritmica
(log-view) ou na linear (linear view), sendo que ambas podem ser utilizadas para alterar as
configuracdes do threshold. Para alterar as definicdes da linha basal, a escala logaritmica
€ a mais indicada pois permite visualizar com mais detalhe o background noise,
possibilitando determinar o intervalo de linha basal a ser utilizado. Estas alteragdes podem
ser realizadas na aba apresentada na Figura 15. ApOs isto, 0 software ira analisar

novamente a corrida pelo que serédo obtidos novos resultados.

2 Edit Default Cr Settings ==

Edit the default Ct seitings, then click "Save Changes.”
Editing the default Ct seltings does not affect wells with
advanced analysis seltings.

Threshold: {0.2
Automatic Baseline

Baseline Start Cycle: | 315 End Cycle: | 1514

| Sawve Changes | | Cancel |

Figura 15. Aba do software HID Real-Time PCR que permite realizar alteragdes nas definicdes do
threshold e intervalo de linha basal (Manual de utilizador do kit Quantifiler® Trio [45]).

Apos as alteracdes das configuragdes, caso estas sejam realizadas, procede-se
com a exportacédo dos resultados, os quais sdo apresentados sob a forma de uma tabela,
da qual se pode retirar os dados mais relevantes para a analise a ser posteriormente
realizada. Para além disso, o software de analise ainda disponibiliza as equacgbes das
curvas de calibragdo para os diferentes alvos (andlise feita automaticamente pelo
software).

Nas quantificagcbes de DNA realizadas com o kit Quantifiler® Trio, utiliza-se uma
folha de célculo sob a forma de ficheiro excel criada pelo SGBF-C, na qual se inserem 0s
valores dados pelas curvas de calibragéo para os alvos SA (Human), LA (Large) e Y (fracdo

masculina presente na amostra), nomeadamente os respetivos declives, ordenadas na
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origem, R? e thresholds. Este procedimento é sempre realizado aquando da abertura de
um novo lote do kit. ApGs este passo, introduz-se para cada amostra os C; obtidos para
cada alvo. De seguida, a folha de calculo realiza uma conversao (por comparagcao com 0S
valores das curvas de calibracéo) dos C; Human, Y e Large para a respetiva concentragéo
de DNA total, DNA masculino, a respetiva razao M:F e por ultimo o nivel de degradacgéo da

amostra.

Ja nas quantificacfes realizadas com recurso ao kit PowerQuant™sé&o exportados
todos os dados presentes na tabela apresentada pelo software HID Real-Time PCR sendo
estes submetidos a uma worksheet em formato excel denominada PowerQuant™ Analysis
Tool, fornecida pela Promega aquando da aquisicdo do kit através do seu site. Esta folha
de calculo permite obter inimeros parametros da corrida de gPCR nomeadamente as
curvas de calibracdo, a concentracdo de DNA total e DNA masculino, o racio M:F, o nivel
de degradacao, dando ainda informacéo acerca da normalizacdo de cada amostra, isto €,
se € necessario realizar uma diluicdo/concentracdo da amostra de forma a ter a
concentracdo ideal para a etapa de amplificacdo dos STRs e qual o volume de

amostra/diluente a ser adicionado a reagao.

3.3.3. Metodologia de amplificacdo — Kit GlobalFiler® PCR Amplification

O kit de amplificacdo GlobalFiler® PCR Amplification apresenta um grande poder de
discriminacdo conferido pela detecao de 24 marcadores genéticos sendo por esse motivo,

o kit escolhido para amplificar as amostras em estudo.

A amplificacdo de DNA foi realizada segundo as especificacdes do fornecedor do
kit [52].

Primeiramente, foi preparada uma mistura de reagdo como descrita na Tabela 6,
sendo que foram distribuidos 10 yL da mistura em cada tubo de PCR thin-wall de 0.2 ml,

previamente marcados com a identificacdo da amostra.

Tabela 6. Volumes necessérios para cada reacdo de amplificacéo.

Componentes Volume (uL)

GlobalFiler™ Master Mix (kit GlobalFiler®) 7,5

GlobalFiler™ Primer Set (kit GlobalFiler®) 2,5
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Com base nos resultados de quantificacdo, foi definido o volume de amostra a ser
adicionado a reacdo de amplificacdo de modo a se obter um input 6timo de 1 ng, sendo
gue o kit permite adicionar até 15 uL de DNA. O volume foi ajustado a 25 pL, sempre que
necessario, com tampé&o Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0).

Nas amostras ndo extraidas, realizou-se uma amplificacao direta, isto €, adicionou-
se um numero variavel de punches de uma amostra, como indicado na Tabela 7. A
determinacdo do numero de punches necessarios para a reacdo de amplificacdo foi
baseada em estudos realizados por Liu [40, 41, 53]. Independentemente do nimero de
punches, o volume de Low TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) adicionado a reagao
foi sempre 15 pL, perfazendo um volume final de 25 pL.

Tabela 7. Numero de punches adicionados a reacéo de amplificacdo com base no resultado de
guantificacao.

Resultado de quantifica¢c&o (pg/punch) N° de punches de 0,5 mm utilizados
~ 200
350 a 425
2425 1

Apoés a preparacdo das reacbes, as amostras foram colocadas no termociclador
Veriti® 96-well Thermal Cycler (AB), no qual ocorreu a amplificagdo por PCR. A

configuracdo do programa de amplificacdo encontra-se descrita ha Tabela 8.

Tabela 8. Programa de amplificacdo do kit GlobalFiler® [52].

29 ciclos
Incubacéo inicial Desnaturagdo Annealing/Extenséo Extenséo final Hold
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C
1 minuto 10 segundos 90 segundos 10 minutos o

3.3.3.1. Analise dos produtos amplificados

Foi adicionado 1 uL de produto amplificado a 9,5 uL de HI-Di Formamide (AB) e 0,5
uL de LIZ-600 (AB) e desnaturado 3 minutos a 95°C.

A separacdo eletroforética foi realizada num sequenciador automético 3500 Genetic

Analyser (AB) com polimero POP4 e matriz de 6 cores J6.

41



ApOs a eletroforese capilar, os resultados obtidos foram analisados com o software
GeneMapper ID-X v1.4 com limite analitico de 100 unidades relativas de fluorescéncia

(RFU), obtendo-se, assim, os perfis genéticos [54].
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Resultados e Discussao






4. Resultados e Discussao

4.1. Exatidao e/ou Precisao

A avaliacdo da exatidao dos resultados de quantificacdo foi realizada através do
estudo dos valores de Cr e da quantificacdo do DNA total para cada standard utilizado na
elaboracdo da curva de calibracdo, bem como da andlise dos controlos positivos de 0.1,
10 e 40 ng/uL. A avaliagdo da precisao foi somente realizada para o kit PowerQuant™, no
gual foram estudados os resultados de quantificacdo de cada standard em dias e ensaios
diferentes. Nenhum dos ensaios realizados na avaliacdo destes parametros conteve um

punch no poc¢o de reacao.

4.1.1. Exatiddo dos standards e controlos positivos — kit Quantifiler® Trio

Realizaram-se diluicGes sucessivas a partir da solucdo Quantifiler® THP DNA
Standard (kit QT), obtendo-se cinco standards (quantificados em duplicado) com
concentracoes de 50, 5, 0.5, 0.05 e 0.005 ng/uL. Na Figura 16 pode-se observar as curvas

de calibracdo obtidas para os alvos SA, LA e Y.

Standard Curve

35
34

33

31

= Alvo: Y Slope: -3.213 Y-Inter: 26.657 R%: 0.998 Eff%: 105
201

5.4 Alvo: LA Slope: -3.429 Y-Inter: 25.791 R?: 0.998 Eff%: 96

Cr

Alvo: SA Slope: -3.104 Y-Inter: 27.970 R?: 0.999 Eff%: 110

261

251
24

231

21
20

0001 00® 001 0@ 0 20

.guamlry
Figura 16. Curvas de calibragdo obtidas no ensaio de quantificagdo dos standards e respetivos
coeficientes de determinacéo (R?).

Slope corresponde ao valor do declive da curva; Y-Inter ao valor da ordenada na origem; e Eff% diz
respeito a percentagem de eficiéncia da reacao.
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Através da andlise das curvas de calibracdo, pode-se observar que todas
apresentam uma relacdo linear com declive negativo, evidenciando uma relagéo

inversamente proporcional entre os valores de Cre a quantidade de DNA dos standards.

O coeficiente de determinacédo (R?) € uma medida usada para avaliar o ajuste da
curva de calibracdo em relacédo aos valores observados. O R2 varia entre 0 e 1, sendo que,
neste caso, constata-se que todos os alvos apresentam um valor superior a 0.99, o que
demonstra uma estreita proximidade entre a linha de regressao linear e os valores de Cr
para cada standard.

Os valores de quantificacdo e respetivos Ct com recurso ao kit Quantifiler® Trio,
bem como as respetivas médias, desvios padréo, coeficientes de variacdo (CV) e diferenga
entre concentracdo obtida e esperada para cada um dos cinco standards encontram-se
discriminados na Tabela 9 e Figura 17.

Apenas foram registados os valores de Cr obtidos para o alvo SA, uma vez que
este alvo corresponde a quantificacao do DNA total.

Tabela 9. Concentracdes de DNA obtidas com o kit Quantifiler® Trio para cada um standards e
respetivas médias, desvios padrdo, coeficientes de variagdo, bem como diferenga entre a
concentracdo obtida versus concentracdo esperada.

Concentracao Média das .
. Diferenca entre a concentragéo
esperada concentragdes CV (%) .
. obtida e esperada (%)
(ng/uL) obtidas (ng/pL)

50 59,738 5,30 8,87 19,48

5 6,323 0,51 8,12 26,45

0,5 0,449 0,04 8,42 -10,13

0,05 0,050 0,01 19,18 -0,97
0,005 0,0057 0,001 10,01 14,72

46



STD 5 (0,005 ng/uL)

STD 4 (0,05 ng/uL)

STD 3 (0,5 ng/uL)

STD 2 (5 ng/uL)

STD 1 (50 ng/uL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
G

Figura 17. Valores das médias dos Cr para cada Standard (STD) relativamente ao alvo SA com
recurso ao kit Quantifiler® Trio.

Verifica-se que, a medida que diminui a concentracdo de DNA dos standards, maior
€ o valor de Cy. Para a diluicido com a concentragdo mais elevada, 50 ng/uL, o valor de C+
esta um pouco acima dos 22, enquanto o valor de Cy para a concentracdo mais baixa,
0.005 ng/uL, é aproximadamente 35. Tal como expectavel, estes resultados corroboram
gue os valores de Ct sdo inversamente proporcionais a concentracdo de DNA dos
standards.

Pode-se observar a existéncia de pequenas variacdes nas concentracdes obtidas
e, por sua vez, nos valores médios de Ct de cada standard, as quais se traduzem em

baixos desvios padréo.

Através da comparacéo dos coeficientes de variagdo dos standards, verifica-se que
os valores de concentracao superiores a 0.5 ng/uL apresentam um CV mais baixo (<9%)
apresentando uma maior homogeneidade. Relativamente aos restantes standards, eles
possuem um coeficiente de variagdo ligeiramente superior (10 e 19%), sendo que essa
variabilidade pode ser devido & presenca de uma baixa concentracdo de DNA nessas

diluicdes.

Em relacdo as diferencas entre as concentracdes esperadas e obtidas, os
standards 3 e 4 (0.5 e 0.05 ng/yL) sdo os que tém concentragbes mais proximas do
respetivo valor de concentracdo tedrico esperado, apresentando uma subestimacdo na
guantificagcdo ao passo que, as concentracdes obtidas para os restantes standards estéo
mais afastadas das esperadas e apresentam uma sobrestimac&o dos resultados entre 15
a 27%.
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Em relagcéo ao estudo realizado com os controlos positivos, a comparagcdo com o0s
valores de concentracao tedricos esperados foi realizada com os valores de concentracao
obtidos para o alvo SA. Foram obtidos trés valores de concentragédo para cada controlo,
com excecao do controlo de 40 ng/uL, o qual foi quantificado em duplicado. As

concentracoes obtidas para os trés controlos positivos estdo detalhadas na Tabela 10.

Tabela 10. ConcentragGes obtidas com o kit Quantifiler® Trio para os trés controlos positivos.

Diferenca entre

. . . o Desvio de .
Concentracdo  Concentracdes obtidas Média CVv concentragdes

calibracéo :
esperada (ng/uL) (ng/pL) (©) (%) obtidas versus
o

esperada (%)

0,087 0,100 0,141 0,109 0,028 25,71

_ 9,048 10,824 10,838 10,237 1,030 10,06 2,37
_ 54,093 46,953 50,523 5,049 9,99 26,31

Analisando as concentracfes obtidas para cada controlo positivo, é possivel
observar que o controlo de 40 ng/uL encontra-se mais afastado da respetiva concentracao
teoricamente esperada ao passo que, as concentra¢des obtidas para o controlo de 0.1
ng/uL e 10 ng/uL estdo mais proximas das esperadas.

Verifica-se também um aumento do valor do coeficiente de variacéo (CV) com a
diminuicdo da concentracdo dos controlos. Desta forma, constata-se uma menor
homogeneidade e, portanto, maior variabilidade nos resultados obtidos para os controlos
com concentragfes inferiores, facto comprovado pelo respetivo coeficiente de variagéo
(CV=25,71%). Ja os controlos com concentracdes de 10 ng/puL e 40 ng/pL apresentam
coeficientes de variagdo mais baixos (CV<10%), o que se traduz numa maior
homogeneidade dos resultados.

A exatiddo do kit Quantifiler® Trio é, deste modo, comprovada através da
concordancia dos resultados obtidos no ensaio realizado e as concentracdes de referéncia,

convencionalmente tidas como verdadeiras.

4.1.2. Exatidéo e Preciséo dos standards e controlos positivos — kit PowerQuant™

Devido a escassez de artigos cientificos de validacdo do kit PowerQuant™,
considerou-se relevante aprofundar o seu estudo inicial, pelo que, para além da avaliacdo

da exatiddo, também foi estudada a precisdo dos standards. Este parametro néo foi
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avaliado no kit Quantifiler® Trio pois ja foram realizadas inimeras validacdes deste Kit,
nomeadamente no laborat6rio onde decorreu a componente préatica desta dissertacéo [46].

Em cada ensaio de quantificacdo foram realizadas diluicbes seriadas a partir do
reagente PowerQuant™ Male gDNA (kit PQ), obtendo-se quatro standards com as
concentracoes de 50, 2, 0.08 e 0.0032 ng/uL. No total realizaram-se quatro ensaios de
guantificacdo, sendo que cada standard foi quantificado em duplicado. Para tracar as
curvas de calibracdo de cada corrida utilizaram-se as equacfes dadas para o alvo
autossémico, uma vez que este alvo corresponde a quantificacdo do DNA total. Para
avaliar a precisdo foram analisadas quatro corridas de quantificacdo realizadas em dias
diferentes.

As curvas de calibracdo obtidas para cada uma das corridas de quantificacédo estédo
representadas na Figura 18.

34

32

30 y =-3,39x + 26,14
RZ =0,996

28

y=-3,27x+ 26,3
R?'=0,999

24

y =-3,35x + 26,05

22 R? =0,999 \
y =-3,25x + 26,08

20 R? =0,999

Al

18
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5

Logaritmo da concentragdo de DNA

Corrida 1 Corrida2 == Corrida 3 Corrida 4

Figura 18. Curvas de calibracdo obtidas para as quatro corridas de quantificacdo dos standards e
respetivos coeficientes de determinacéo (R?).

Férmula da equacdo linear: y=mx+b em que: m corresponde ao valor do declive e b ao valor da
ordenada na origem.

Todas as curvas de calibracdo demonstram uma relacdo linear com declive
negativo, traduzindo a relagdo inversamente proporcional entre os valores de Cr e 0

logaritmo da concentracdo de DNA dos standards. E possivel observar que as curvas de
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calibracé@o sdo paralelas umas as outras, o que denota a similaridade existente nas curvas

de calibragéo realizadas.

Observa-se um coeficiente superior a 0.99 em todas as curvas de calibracdo, o que
traduz uma estreita proximidade entre a linha de regresséo linear e os valores de Crde
cada standard.

Os valores de quantificacdo e respetivos Cr com recurso ao kit PowerQuant™, bem
como as respetivas meédias, desvio padrdo, coeficiente de variacdo (CV) e diferenca entre
concentracao obtida e esperada para os cinco standards encontram-se discriminados nas
Tabela 11 e Figura 19.

Tabela 11. Concentracdes de DNA obtidas com o kit PowerQuant™ para cada um dos standards e
respetivas médias, desvios padréo, coeficientes de variacéo e diferenca entre concentracdo obtida
versus concentracdo esperada.

Concentragdes obtidas nos ensaios Total

Concentracéo _ _ ) . Média das )
Corrida  Corrida Corrida  Corrida . CV  Diferencal
esperada concentragoes 2
1 2 3 4 : (%) (%)
(ng/pL) obtidas (ng/pL)

50 49,57 46,80 48,20 51,47 49,010 7,53 15,37 -1,98

2 2,15 2,07 2,19 2,12 2,133 0,15 6,98 6,63

0,08 0,07 0,07 0,08 0,08 0,073 0,01 12,18 -8,43
0,0032 0,0031 0,0027 0,0033 0,0020 0,0027 0,0006 23,64 -15,71

! diferenca entre a média das concentracdes obtidas versus a concentragdo esperada.

STD 4 (0,0032 ng/uL)

STD 3 (0,08 ng/pL)

STD 2 (2 ng/uL)

STD 1 (50 ng/uL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Cr

Figura 19. Valores das médias dos Cr para cada Standard (STD) para o alvo autossémico
com recurso ao kit PowerQuant™.
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No kit PowerQuant™, tal como no kit anteriormente descrito, verifica-se uma
relacéo inversamente proporcional entre os valores de Cr e as concentracdes de DNA dos
standards, ou seja, a medida que diminui a concentracdo de DNA dos standards, maior é
o valor de Cy. Para a diluigdo com a concentracao mais elevada, 50 ng/uL, o valor de Cr
ronda os 20, enquanto o valor de Cr para a concentracdo mais baixa, 0.0032 ng/uL, é
aproximadamente 34.

Em relacéo aos coeficientes de variagédo, com excecado dos standards 1 e 5, denota-
se uma variabilidade crescente com a diminui¢cdo da concentracdo de DNA, a qual pode
ser explicada pelo efeito estocastico nas amostras com uma quantidade muito pequena de
DNA nuclear. Porém, ao mesmo tempo, ocorre uma menor dispersao dos resultados
relativamente a concentracdo média para cada standard, visivel pela diminuicdo do valor

do desvio padrédo a medida que decresce a concentracao de DNA.

Em relacéo as diferencas entre as concentracdes esperadas e obtidas, o standard
1, com uma concentragao de 50 ng/uL, é o que apresenta uma concentragdo mais proxima
do respetivo valor de concentracao tedrico esperado, com uma subestimacao de -2%. Em
oposicao, o standard 4 com uma subestimacdo de -16% € o0 que apresenta uma maior

disparidade entre a concentracdo obtida e a esperada.

Para os controlos positivos, mais uma vez, a comparacdo com os valores de
concentracao tedricos esperados foi realizada com os valores de concentracdo obtidos
para o alvo autossomico. Foram obtidos trés valores de concentracédo para cada controlo,
com excegao do controlo de 40 ng/puL, o qual foi quantificado em duplicado. As

concentracdes obtidas para os trés controlos positivos estéo detalhadas na Tabela 12.

Tabela 12. Concentrac¢des obtidas com o kit PowerQuant™ para os trés controlos positivos.

Diferenca entre

Desvio
Concentracdo  Concentragdes obtidas Média C concentracdes

padréo .
esperada (ng/pL) (ng/pL) (©) obtidas versus
o

0,1 ng/pL 0,139 0,154 0,110 0,134 0,022 16,43
10 ng/puL 6,582 4,664 8,375 6,540 1,856 28,38 -34,60
40 ng/pL 44,329 46,752 === 45,541 1,713 3,76 13,85

esperada (%)

Observa-se, nos controlos de 0.1 e 40 ng/uL, um baixo coeficiente de variagao, de
16% e 4% respetivamente, o que traduz uma maior homogeneidade dos resultados

obtidos. Para o controlo de 0.1 ng/pL verifica-se ainda um baixo desvio padréo, o que
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implica uma maior uniformidade das concentracbes obtidas. Ja o controlo de 10 ng/uL
apresenta uma menor uniformidade (0=1,9), uma baixa homogeneidade (CV=28%) e,
portanto, uma grande variabilidade dos resultados. Estas varia¢cdes podem estar presentes
devido a erros de pipetagem, que originam com que mais ou menos DNA estivesse
disponivel numa dada pipetagem.

Apesar das variacdes encontradas nas concentracdes do controlo positivo de 10
ng/uL, é possivel comprovar a exatiddao dos resultados obtidos para os standards e

controlos positivos com o kit PowerQuant™,

E também possivel confirmar a precisdo e reprodutibilidade do kit PowerQuant™
através das concentracdes obtidas para cada standard nos quatro ensaios de

guantificacéo, realizados em dias diferentes.

Comparando as concentracbes obtidas para os controlos positivos com o Kit
Quantifiler® Trio com as do kit PowerQuant™, observa-se que com o Ultimo kit, os valores
obtidos estdo mais proximos do teoricamente esperado para o controlo positivo de 40
ng/uL. Ja em relacdo aos dois outros controlos, estes encontram-se mais afastados do

valor esperado.

4.2. Efeito do punch de 0,5 mm no nivel de fluorescéncia da linha basal

Com recurso aos kits Quantifiler® Trio e PowerQuant™ estudou-se, em reacées
NTC (no template control), o possivel efeito de um punch de 0,5 mm de um cartdo FTA®
no nivel de fluorescéncia da linha basal de cada fluorocromo reporter. Essa experiéncia,
demonstrada na Figura 20, pode ser observada num grafico multicomponent plot o qual

permite visualizar a intensidade de fluorescéncia a cada ciclo de PCR.
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Figura 20. Intensidade de fluorescéncia obtida a partir dos diferentes reporters durante a reagéo de
gPCR nas seguintes condicdes: (a) Quantifiler® Trio - NTC sem punch; (b) Quantifiler® Trio - NTC
com punch de 0,5 mm; (c) PowerQuant™ - NTC sem punch; (d) PowerQuant™ - NTC com punch

de 0,5 mm.

Com base nos multicomponent plots observa-se que, para o kit Quantifiler® Trio, a
presenca de um punch de 0,5 mm no pogo da reagéo eleva o nivel de fluorescéncia basal
nos fluorocromos FAM™ e VIC®. Observa-se ainda o aumento gradual do sinal de

fluorescéncia basal de ciclo para ciclo. Isto pode ter ocorrido devido ao aumento do
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backgroud noise de cada poc¢o, o que originou 0 aumento do nivel de fluorescéncia da linha
basal de toda a placa. Quanto aos outros reporters (ABY®, JUN® e MP®) a adicdo de um

punch nédo apresenta diferengas significativas na intensidade da fluorescéncia basal.

Nos multicomponent plots obtidos para o PowerQuant™ é possivel observar que
nenhum dos fluorocromos sofre alteragdes no nivel de fluorescéncia basal devido a
presencga de um punch de 0,5 mm. Esta informacéo vem contrariar anteriores estudos que
apontavam a utilizacdo de sondas MGB®, bem como fluorocromos com espectros de
emissdo abaixo dos 586 nm, como provaveis causas para a alteracdo dos niveis de

fluorescéncia visualizados na metodologia de quantificagéo direta [42].

Observa-se também que comparando as reagcfes NTC sem punch de ambos os
kits, a intensidade da fluorescéncia emitida pelos reporters do kit PowerQuant™ é superior
aos do kit Quantifiler® Trio, pelo que, por este motivo, os primeiros podem ser menos

afetados com a presenca do punch.

Com o intuito de estudar a origem das alteracdes no nivel de fluorescéncia,
procedeu-se com a andlise do grafico raw data das reagcbes NTC anteriormente
apresentadas na Figura 20. O grafico raw data resultante das reces NTC com e sem um

punch de 0,5 mm no po¢o da reacdo pode ser observado na Figura 21.

Raw Data Plot
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e PowerQuant NTC com punch e PowerQuant NTC sem punch

Figura 21. Grafico Raw Data de rea¢cdes NTC com e sem punch realizadas com os kits
Quantifiler® Trio e PowerQuant™.
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Com base na analise do grafico raw data € possivel observar que cada filtro do kit
PowerQuant™ exibe menor oscilacdo nos valores de amplitude, verificando-se ainda que
alguns pontos das reacdes NTC com e sem punch s&do quase coincidentes. Por outro lado,
com o kit Quantifiler® Trio, verifica-se que, especialmente os filtros 1 (FAM™) e 2 (VIC®)
das reacBes NTC com e sem punch apresentam uma magnitude de oscilacdo elevada.

4.3. Repercussdes da alteracdo das configuragcdes da linha basal nos resultados
da qPCR para o kit Quantifiler® Trio

De forma a aprofundar o estudo do efeito do punch de 0,5 mm nos resultados de
quantificacdo com recurso ao kit Quantifiler® Trio, prepararam-se diluicdes seriadas a partir
da solucéo stock Quantifiler® THP DNA Standard (kit QT), obtendo-se, deste modo, cinco
standards (Std.), variando as concentracdes entre 50 e 0.005 ng/uL. Cada standard foi
guantificado em duplicado tendo sido colocado um punch em cada pogo de reagdo. As

curvas de calibragdo resultantes do ensaio estédo discriminadas na Figura 22.

Standard Curve

Cr
N
@

a0 0002 001 0 o1 02 1 2 345 0 2 % 100

Quantity

Target: Y Slope: -3.285 Y-Inter: 26.989 R_Z; 0.997 Eff%: 101.56

Target: T.Large Autosomal Slope: -3.274 Y-Inter: 25.554 3_2; 0.997 Eff%: 102.031

Target: T.Small Autosomal Slope: -3.2 Y-Inter: 28.456 R_2: 0.996 Eff%: 105.371

Figura 22. Curvas de calibracdo obtidas no ensaio com um punch de 0,5 mm no pocgo de reacéo.
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As curvas de calibracdo obtidas apresentam uma relagdo linear com declive
negativo, o que se traduz numa relacao diretamente proporcional entre a concentracdo de

DNA dos standards e os valores de Cr.

Os coeficientes de correlagdo encontram-se acima de 0.99 o que evidencia uma
estreita proximidade entre a linha de regressao linear e os valores de Cr de cada standard.

Foram utilizadas duas folhas de calculo distintas, uma na qual se colocaram os C+
de standards/amostras com punch e outra para os Ct de standards/amostras sem punch,
sendo que cada uma destas folhas contém curvas de calibracéo distintas — as curvas
apresentadas na Figura 16 foram utilizadas para standards/amostras sem punch e as
curvas exibidas na Figura 22 foram empregues em standards/amostras com um punch de

0,5 mm no poc¢o da reacéo.

ApOs a exportagdo dos Cr para a folha de calculo mais adequada, obtiveram-se as
concentracdes discriminadas na Tabela 13. As concentracdes dos alvos SA e Y foram
obtidas com base na curva de calibra¢do para amostras com um punch de 0,5 mm no poco

de reagéo (Figura 22).

Os valores teoricamente esperados foram comparados com os valores de
concentracdo dos standards obtidos para o alvo SA e Y visto estes serem aqueles que
aparentam ser mais afetados com a adicdo de um punch de 0,5 mm no po¢o da reacgao.
Foi também estudada a influéncia do punch no IPC Cy através da comparacao entre os
IPC Crdos standards com e sem punch, pelo que utilizaram-se, para este alvo, diferentes
curvas de calibracdo, as presentes na Figura 16 caso os standards nao tivessem punch ou

as da Figura 22 caso tivessem.

56



Tabela 13. Concentragfes esperadas versus concentracées de DNA obtidas com o kit Quantifiler®

Triopara os alvos SAe'Y.
50 5 0,5 0,05

, ] 0,005

Concentragao
esperada (ng/uL)

Concentracao obtida [AN/RST 37,105 3,714 0,360 0,037 0,002
(ng/ uL) com um punch (o) (10,42) (0,54) (0,01) (0,01) (0,0002)

de 0,5 mm no poco de Alvo Y 42,477 4,300 0,422 0,044 0,003
reacao (o) (8,53) (0,30) (0,03) (0,01) (0,001)

Diferenca entre a Alvo SA -25,8 -25,7 -28,0 -26,4 -53,9

concentragcao obtida e
esperada (%) Alvo Y -15,0 -14,0 -15,6 -13,0 -43,0

IPC Crpara cada STD 30,08 28,71 27,18 27,06 27,09
sem punch (o) (0,05) (0,09) (0,03) (0,05) (0,06)
Diferenca entre IPC Cr
0,1 -0,01 -1,2 -0,7 -0,2
com e sem punch (%)

E possivel inferir que para o Std. 5 com uma concentracéo de 0.005 ng/uL existe

uma maior diferenca (54% para o alvo SA e 43% para o alvo Y) entre a concentracao

esperada e a obtida, resultado que podera ser devido a efeitos estocasticos.

E ainda possivel observar que existe uma subestimac&o na quantificacdo do DNA
total (alvo SA) em todos os standards entre 26% a 54% e uma subestimacéo entre 13% a
43% nos resultados de quantificacdo masculina, o que denota que os resultados obtidos
para o alvo Y estdo mais proximos do espectavel. Através da andlise do multicomponent
da reagdo NTC com um punch de 0,5 mm (Figura 20) observa-se que o fluorocromo FAM
(alvo Y) aparenta sofrer menos alteracdes no nivel de fluorescéncia da linha basal em
comparagdo com o fluorocromo VIC (alvo SA), o que podera explicar e corroborar as
qguantificagdes obtidas (Figura 20). A subestimacéo dos resultados pode ter sido originada
pela presenca do punch, o qual pode ter interferido com a detecao da fluorescéncia. Deste
modo, devido a presenca do punch, o software pode ter necessitado de um maior numero
de ciclos para conseguir detetar a fluorescéncia. Isto correspondeu, por sua vez, a um Cr
mais elevado em todos os standards e, por consequéncia, uma subestimacdo das

concentracdes de DNA.

Constata-se também a existéncia de pequenas variacdes nas concentragdes
médias de cada standard, & excegdo do standard 1, o que se reflete na exatiddo de cada

repeticdo observada pelos baixos desvios padrdo. Relativamente ao standard 1, este
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apresenta um desvio padrdo mais elevado que pode ter sido provocado por um erro de
pipetagem de uma das repeticdes do standard.

Embora ocorra um aumento do IPC Ct a medida que aumenta o input da
concentracao de DNA, a presenca de um punch de 0,5 mm na reacao de quantificagdo ndo
aparece afetar os valores do IPC Cr. Observa-se ainda que, com excecdo do standard 1,
os standards com um punch apresentam um IPC Cy menor, bem como um desvio padrao

mais baixo.

De acordo com a bibliografia consultada, é recomendado que os resultados de
guantificacéo sejam analisados apés a alteracdo de algumas configuracdes da linha basal,
nomeadamente em que ciclo inicia e em qual termina (isto é, o intervalo) para os alvos SA
e Y [40, 41].

A linha basal corresponde aos ciclos iniciais de gPCR onde existe pouca variacdo
na fluorescéncia encontrada no background. Ja o intervalo da linha basal refere-se a
seccao horizontal (plana) da linha basal que é utilizada para definir manualmente o ciclo
em que esta inicia e termina (ciclo inicial da linha basal e ciclo final da linha basal,

respetivamente).

O software do equipamento 7500 real-time PCR System utiliza, como predefinicéo,
um intervalo entre o ciclo 3 e o 15. A maioria das distor¢Bes inesperadas na curva de
amplificacdo (linha basal inclinada ou com formas irregulares) ocorrem devido a utilizacao
de um intervalo desapropriado, o qual necessita ser corrigido manualmente (sendo que,

teoricamente, cada poco pode precisar de ter configuracdes e intervalos diferentes).

Ao configurar a linha basal, deve-se ter em consideracdo que o intervalo deve ter,
no minimo, 5 ciclos, sendo benéfico a adicdo de um maior nimero de ciclos. Como ciclo
inicial da linha basal deve-se escolher um ciclo que esteja ap6s o background noise inicial
e o ciclo final da linha basal deve-se situar antes da mudan¢a de sinal devido a

amplificacao.

Durante a PCR, a alteragdo das condicbes da reacdo pode influenciar a
fluorescéncia. Geralmente e tal como foi dito antes, o nivel de fluorescéncia em qualquer
poco corresponde a quantidade de DNA presente. O background noise é mais evidente
durante os primeiros ciclos de PCR antes da acumulagdo significativa de produto
amplificado. Durante estes primeiros ciclos de PCR, o background noise em todos 0s pogos
€ utilizado para determinar o nivel de fluorescéncia da linha basal de toda a placa. A analise

dos dados tem como objetivo determinar o momento em que a amplificacdo do alvo
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encontra-se acima do background noise, facilitando medidas mais precisas de

fluorescéncia.

Por considerar a definicdo manual e individual do intervalo de linha basal mais
ajustado para cada amostra um método pouco pratico na rotina laboratorial forense, visto
implicar uma detalhada analise de todos os graficos, o que acaba por ser uma tarefa
bastante demorada, optou-se por encontrar um intervalo de linha basal o mais abrangente
possivel de forma a englobar os intervalos de todos standards. Assim sendo, apos o estudo
das curvas de amplificacao e da analise da alteracéo das configuracdes, optou-se por, nos
alvos LA e IPC, se utilizar as configuracdes predefinidas do software (linha basal entre 3 a

15) e, para os alvos SA e Y, utilizar um intervalo de linha basal ajustado manualmente.

Com esse abjetivo, foram analisados individualmente os amplification plots de
todos os standards, tendo-se obtido os intervalos mais ajustados para cada alvo.
Observou-se que, a medida que aumentava a concentracdo de DNA, cada standard ia
requerendo um intervalo crescente. Assim sendo, apés a analise de todos graficos obteve-
se 0s seguintes intervalos para cada standard: Std. 1 —[13 a 18]; Std.2 — [15 a 20]; Std. 3
—[17 a 22]; Std. 4 — [23 a 28] e Std. 5 — [25 a 30]. De seguida, conjugaram-se todos os
intervalos, dos quais resultaram cinco combina¢des de intervalos possiveis: [17 a 22]; [13
a 22]; [13 a 18]; [11 a 20] e [11 a 18]. A escolha do ciclo inicial de linha basal dos dois
altimos intervalos teve por base um artigo sobre quantificacdo direta, no qual o autor
aconselhava a subtrair 7 CN (Cycle Number) ao CN do “cotovelo” da curva de amplificacao,
ou seja, verificou-se que, em alguns standards, a mudanca de sinal ocorria no ciclo nimero
18, pelo que subtraiu-se 7 valores a esse, resultando no ciclo inicial de linha basal 11 [41].
Os resultados obtidos para a concentracdo total de DNA (alvo SA), bem como a respetiva
diferenca entre concentracdo esperada versus obtida encontram-se dispostos na Tabela
14. ApGs este processo, verificou-se que os intervalos de [13 a 18] e [11 a 18] exibiam
resultados mais consistentes e proximos dos teoricamente esperados, visto que 0s
restantes intervalos ainda apresentavam disparidade e subestimagédo das concentragdes
obtidas para o Std. 1. Entre as duas op¢des possiveis, optou-se pela utilizacdo do intervalo
de [11 a 18], pois, este apresenta na maioria dos standards uma menor diferenca entre a
concentracdo esperada versus concentracdo obtida. Para além disso, tal como ja foi
referido anteriormente, € benéfico a adicdo de um maior nimero de ciclos ao intervalo de

linha basal.
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Tabela 14. Concentragcdo de DNA total para cada intervalo de linha basal estudado e respetiva diferenca
entre concentracao obtida versus concentragdo esperada.

[ sd1 1361 3% 20,35 -59% 44,43 -11% 34,42 -31% 44,50 -11%
| sd2 @ 447 -11% 476 5% 5,67 13% 528 6% 5,58 12%
[ swd3 o055 9% 0,54 % 0,54 8% 0,54 8% 0,53 5%
| std4 008 58% 0,07 35% 0,06 18% 0,06 24% 0,06 14%
[ sd5 0005 2% 0,005 1% 0,005 -8% 0,005 % 0,004 -10%

Posto isto, o intervalo de linha basal do ciclo 11 ao 18 foi predefinido para os alvos
SA e Y de amostras com um punch. Enquanto os alvos LA e IPC mantiveram o intervalo
predefinido pelo software de 3 a 15. Os resultados das concentra¢des obtidas apos as
alteracOes realizadas estéo descritos na Tabela 15.

Tabela 15. Concentracdes esperadas versus concentracdes de DNA obtidas com o kit Quantifiler®
Trio para os alvos SA, LA e Y ap6s a alteracdo das configuraces da linha basal.

Concentracéo esperada 50 5 0,5 0,05 0,005
(ng/uL)

Alvo SA 44,500 5,579 0,526 0,057 0,0045
Concentracao obtida (o) (7,17) (0,76) (0,01) (0,03) (0,0001)
(ng/ pL) com um punch Alvo Y 45,472 5,315 0,516 0,059 0,0044
de 0,5 mm no pogo de (o) (6,63) (0,36) (0,01) (0,02) (0,001)
reagéo Alvo LA 46,270 5,340 0,495 0,061 0,0044
(o) (5,99) (0,34) (0,03) (0,03) (0,0003)

Alvo SA -11,0 11,6 51 14,5 -10,1

Diferenca entre a
concentragao obtida e Alvo Y 11,6 6,3 3,3 19,0 -12,0
esperada (%)

Alvo LA /5! 6,8 =iL{0 21,7 -11,7

A concentracdo de DNA nas gamas de valores mais extremas (50 e 0.005 ng/uL)
exibe uma subestimacéo dos resultados de quantificacdo de -10 e -11% para o alvo SA,
-9 e -12% para o alvo Y e -8 e -12% para o alvo LA, sendo que para este alvo também
existe uma subestimacao nos resultados do standard 3 de -1%. Constata-se também que
para os standards 2, 3 e 4 existe uma sobrestimac&o dos resultados entre 5 a 15% no alvo
SA, entre 3 a 19% no alvo Y e no alvo LA esta sobrestimacéo verifica-se unicamente nos
standards 2 e 4 de 7 e 22%, respetivamente.
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Tal como na Tabela 13 verifica-se a existéncia de pequenas variacbes nas
concentracdes médias de cada standard, com excecdo do standard 1, o que se reflete na
exatidao de cada repeticdo observado pelos baixos desvios padrdo. O standard 1 continua
a apresentar um desvio padrdo mais elevado em comparagcdo com 0s restantes, o que

pode ter sido provocado por um erro de pipetagem.

Alguns estudos afirmam que o alvo LA, por ndo apresentar alteracdo no nivel de
fluorescéncia basal, pode ser o melhor indicador da concentracéo total de DNA [41]. Nesse
sentido, procurou-se verificar se existem diferencas significativas entre as concentracdes
de DNA obtidas para os alvos SA e LA. Através da analise da Tabela 15 é possivel inferir
gue o alvo SA apresenta menor variacao para concentracoes inferiores a 0.05 ng/uL. Tendo
em conta que as amostras problema no ambito da criminalistica biolégica contém, muitas
vezes, concentracdes infimas de DNA, considera-se o alvo SA o mais indicado para a
quantificacdo do DNA total presente nessas amostras. Em relacdo as restantes
concentracdes de DNA, a diferenca entre as concentracdes obtidas para o alvo SA e LA

nao sao muito discrepantes.

Estes resultados apontam para que o intervalo da linha basal entre o ciclo 11 a 18
seja apropriado para uma gama de concentracbes alargada, pelo que foi o intervalo
utilizado em todas as andlises elaboradas com o kit Quantifiler® Trio. Ndo obstante a
sobrestimacdo observada, os valores de quantificacdo obtidos devem ser considerados
como meramente orientativos, estando plenamente demostrado que a quantificacdo

fornece valores aproximados e ndo resultados exatos.

Este estudo n&o foi realizado para o kit PowerQuant™ devido ao facto de ndo se

observar alteracBes nos niveis de fluorescéncia da linha basal.

Procurou-se ainda estudar se a alteracédo da linha basal e, consequentemente, dos
resultados da quantificacdo do alvo SA e Y teriam algum impacto no indice de degradacéo,
parametro que € obtido através da raz&o entre a concentracdo do alvo SA e a concentracao

do alvo LA. O resultado desse estudo pode ser observado na Tabela 16.
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Tabela 16. indice de degradacdo (ID) obtido nos diferentes standards para quantificacbes sem
punch e com um punch para os intervalos de linha basal de 3-15 e 11-18.

Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5

ID

: 1,295 1,158 0,918 0,876 1,316
(Linha basal* sem punch)
ID
: 0,794 0,694 0,728 0,611 0,522
(Linha basal? 3-15%)
ID
0,960 1,042 1,064 0,927 1,020

(Linha basal? 11-18%)

*Quantificagao realizada com um punch de 0,5 mm no poco da reagdo. *andlise realizada com a utilizagéo da

curva de calibrag&do para amostras sem punch. 2 andlise realizada com a utilizagdo da curva de calibragdo para

amostras com punch.

Segundo o manual do kit Quantifiler® Trio os valores do indice de degradacio
podem ser divididos em quatro categorias: com uma quantificacdo abaixo de 1,5 é
pressuposto que a amostra ndo esteja degradada; acima desse valor e até 4 é dito que a
amostra esta ligeiramente degradada; de 4 até 10 a amostra ja se encontra degradada;

enguanto um ID acima de 10 corresponde a amostras severamente degradadas.

Tendo em consideracdo os resultados obtidos, nenhum dos standards apresenta
degradacéo, sendo o ID mais baixo nos standards com punch e uma linha basal entre 3 a
15. Como seria esperado, o aumento da concentracdo do alvo SA acarreta um aumento
do indice de degradacédo, mas nada consideravel tendo em conta que se encontra abaixo
do obtido para os standards sem punch. Deste modo, reforga-se a utilizagdo do intervalo
de 11 a 18 para amostras diretamente quantificadas para os alvos afetados pela presenca

de um punch no poc¢o de reacao.

4.4. Resultados de quantificagdo de DNA de amostras de referéncia

E importante salientar que as concentra¢des obtidas para o ensaio de quantificacéo
direta vém sob a forma de ng/punch, enquanto as amostras extraidas apresentam um
resultado de quantificaggo em ng/uL. Deste modo, apesar de se referirem a mesma
amostra, ndo é correto fazer uma correlacdo direta entre as concentragfes obtidas nas
duas metodologias. No entanto, a comparacao entre os dois graficos (amostras extraidas
versus diretamente quantificadas) é bastante (til para tirar ilagées acerca da presenca de

inibidores e/ou do nivel de degradacdo da amostra.
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E ainda importante realcar que todos os resultados apresentados no decorrer deste
trabalho resultam da média dos valores obtidos para cada alvo.

4.4.1. Amostras de sangue, saliva e sémen quantificadas com o kit Quantifiler® Trio

Os resultados para cada alvo das amostras extraidas de sangue, bem como os
respetivos IPC Cy e indices de degradacéo estdo representados na Figura 23. As amostras
de sangue foram extraidas pelo método do Chelex.
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2
2911 29,2 ------------- 2913
—~ 18 : :
El :..0446 : 29,1
= 1.6 e : greseenees 289
£, .0461 £.0,600 : :.0477 : '
< 4
% L 28,7 i
’ (&)
w 28,5 28,6 285 O
o 1 28,3 o
© 28,3
28,2 ,
038 8,
S
€ 06 28,1
> 27,8
304 27,9
02 27,7
0 27,5
Sg.01 Sg.02 Sg.03 Sg.04 Sg.05 Sg.06 Sg.07 NTC
Amostras
—— SA —— Y IPcct & RID

Figura 23. Resultados obtidos da quantificagdo das amostras extraidas de sangue em cartdo

FTA® (kit QT).

Os resultados das amostras de sangue diretamente quantificadas podem ser
observados na Figura 24.
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Figura 24. Resultados obtidos da quantificacéo direta das amostras de sangue em cartdo FTA®

(kit QT).

Através da andlise dos graficos que opdem os resultados de quantificacdo das
amostras diretamente quantificadas as extraidas, € possivel observar que, relativamente
aos IPC Crdas reacbes NTC, as amostras de sangue apresentam niveis de IPC Ct mais
elevados, especialmente as amostras diretamente quantificadas. Este facto indicia a
presenca de inibidores nas amostras, sendo o mais provavel o grupo heme (hematina) do
sangue, pelo que o grau de inibicdo pode estar correlacionado com a concentracao
sanguinea. E de realcar que cada alvo sofreu niveis de inibico diferentes.

Parece ainda haver uma relacédo entre o alvo LA e o IPC, visto que, as amostras
com um indice de degradacéo elevado (acima de 10 valores) apresentam também um IPC
Cr muito acima ao da reacdo NTC. Teoricamente, este ID esta associado a uma diminuta
ou mesmo auséncia da quantificagdo do alvo LA, sendo sinGnimo da presenca de extrema
degradacdo nas amostras. No entanto, devido aos elevados valores de IPC Cr, supfem-
se que o alvo LA foi inibido, o que resultou na subestimacéo da quantidade de DNA real. A
literatura afirma que quando uma amostra apresenta um IPC Ct acima de 30 ou quando
um alvo ndo ultrapassa o threshold até ao ciclo 28-30 existe na reacéo inibidores da PCR,
pelo que, através da andlise da Figura 24 e da Figura 25 (a qual apresenta os amplification
plots das amostras Sg.02 e Sg.06), fica demonstrado que estas amostras encontram-se

efetivamente inibidas.
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Figura 25. Amplification Plots das amostras diretamente quantificadas: (a) Sg.02; (b) Sg.06.

Deste modo, é possivel concluir que as amostras de sangue contém inibidores da
PCR que comprometem a técnica da quantificacdo direta por PCR em tempo real. Neste
sentido, ndo é incorreto inferir que os resultados quantitativos das amostras diretamente
guantificadas podem ser inferiores aos reais, o que é corroborado com valores de IPC Cy
inferiores (ID<0,6) nas amostras extraidas, uma vez que a metodologia de extracdo por
Chelex, embora ndo consiga remover totalmente os inibidores, permite dilui-los, limitando
a sua acao. Assim sendo, pode-se concluir que, apesar de nas experiéncias iniciais 0s
alvos LA e IPC terem demonstrado que ndo eram afetados pela presenca de um punch,
guando se adiciona uma amostra de sangue nao extraida, alguns alvos sao inibidos pela
hematina, pelo que n&o sdo amplificados com tanta eficacia. Isto ocorre com mais
frequéncia em sequéncias de amplificacdo maiores, sendo deste modo o alvo LA e o alvo
IPC (com 214 pb e 130 pb, respetivamente) os mais suscetiveis a falhas de amplificacéo

devido a inibicéo.

Os resultados para cada alvo das amostras extraidas de saliva e de sémen, bem
como os respetivos IPC Cr e indices de degradacao estdo representados na Figura 26. As
amostras de saliva foram extraidas pelo método do Chelex, enquanto as amostras de

sémen foram extraidas com recurso ao kit PrepFiler.
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Figura 26. Resultados obtidos da quantificagdo das amostras extraidas de saliva e sémen em
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Os resultados das amostras de saliva e de sémen diretamente quantificadas podem

ser observados na Figura 27.
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cartdo FTA® (kit QT).
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Apesar de algumas amostras diretamente quantificadas continuarem a demonstrar
um ligeiro indice de degradacgéo observa-se que, em compara¢cado com o ensaio realizado
com o sangue, apresentam indices consideravelmente inferiores. A isto alia-se o facto de
terem, aparentemente, sofrido menos efeitos de inibicdo, situacdo corroborada pela
diminuicdo dos valores de IPC Cr, com excecdo da amostra SI.01. Este resultado pode ser
explicado pela natureza incolor e constituicdo do fluido biolégico em consideracéo, o qual
ndo contém tantos inibidores da PCR quanto o sangue.

A amostra de Sémen é a que exibe uma maior discrepancia entre as concentragdes
obtidas pela metodologia de quantificacédo direta e a quantificacéo realizada apés extracao
por PrepFiler. Embora ndo seja possivel, tal como ja foi referido, correlacionar diretamente
os resultados obtidos em ambas as metodologias, observou-se que, na quantificacdo direta
a amostra com a menor concentragdo de DNA é a de Sémen (0,3g ng/punch) (Figura 27),
enquanto a mesma amostra, apés a extracao (Figura 26) demonstra uma concentracao de
2,3 ng/uL. Este facto pode ser explicado muito provavelmente devido a auséncia de uma
etapa de extracdo. O DNA encontra-se no interior da cabeca dos espermatozoides
revestidos pelo acrossoma, o qual possui um elevado nimero de pontes de dissulfeto entre
as cisteinas. A adicdo de um agente redutor, sendo o ditiotreitol (DTT) o habitualmente
mais utilizado nos kits de extracdo, vai permitir quebrar as ligacdes dissulfeto e libertar o
DNA dos espermatozoéides. Nesse sentido, estes resultados podem ser explicados em
consequéncia da inexisténcia da lise da cabec¢a dos espermatozoides, 0 que originou a que

s6 fosse quantificado o DNA ndo espermatico presente ha amostra.

4.4.2. Amostras de sangue, saliva e sémen guantificadas com o kit PowerQuant™

Os resultados obtidos para cada alvo nas amostras de sangue extraidas pela
metodologia de Chelex, bem como os respetivos IPC Cr e indices de degradacéo estdo

representados na Figura 28.

67



22 © 1251 f1231 214

R T — 21,3
: 21,3
. 1,8 -...!'.’.2.3.8...: z - .
=3 : i :
o 1.6 : § : 21,2
5 N H
= 14 21,1 : ;
= : :
512 21,1 &
S 21,0 10 Q
v ! 21 —
ge)
S 08 21,0
S
S 06 20,9
>
< o4 20,8
0.2 '
0 20,7
Sg.01 Sg.02 Sg.03 Sg.04 Sg.05 Sg.06 Sg.07 NTC
Amostras
. AutossOmico mmmmmm Masculino lpccT &E : Nivel de Degradacdo

Figura 28. Resultados obtidos da quantificacdo das amostras extraidas de sangue em cartao
FTA® (kit PQ).

Os resultados obtidos no ensaio de quantificacdo direta de amostras de sangue
para cada alvo e os seus respetivos indices de degradacdo e IPC Cr podem ser

visualizados na Figura 29.
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Na primeira analise aos graficos das amostras de sangue diretamente
guantificadas, observa-se de imediato que, nas reacdes NTC o IPC Cr do kit PowerQuant™
(IPC Cr = 20.9) é bastante inferior ao do kit Quantifiler® Trio (IPC C+r= 28.1). Comparando
dentro do ensaio realizado as amostras de sangue (Figura 29), verificam-se menores
oscilagbes nos valores de IPC Cr, 0 que significa que estas amostras foram sujeitas a
menos efeitos de inibicdo. Desta forma, fica evidente que o kit PowerQuant™,
comparativamente ao kit Quantifiler® Trio, € menos sensivel aos inibidores presentes nas

amostras.

No manual do kit PowerQuant™ ¢ referido que uma amostra encontra-se
degradada quando o nivel de degradacao € igual ou superior a 2 valores. Como se pode
constatar, através da observacdo da Figura 28, todos os valores de degradacéo
encontram-se abaixo desse limiar. Em relacdo ao nivel de degradacdo das amostras
diretamente quantificadas versus extraidas verifica-se que nao existe uma diferenca
significativa entre os valores obtidos. Constata-se que, as amostras que néo foram
extraidas, em comparacdo com os resultados obtidos com o kit Quantifiler® Trio,

apresentam niveis de degradacao significativamente mais baixos.

Por sua vez, tirando a amostra Sg.06, as amostras que foram diretamente
guantificadas também exibem concentracdes de DNA superiores, quase sempre acima de

1 ng/punch.

Os resultados obtidos nas amostras de saliva e de sémen extraidas para cada alvo,
bem como os respetivos IPC C+ e indices de degradacao estéo representados na Figura
30. Os resultados das mesmas amostras submetidas a metodologia de quantificacao direta

estao discriminados na Figura 31.
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Figura 31. Resultados obtidos da quantificacdo direta das amostras de saliva e sémen em
cartdo FTA® (kit PQ).

De um modo geral, pode-se notar que existe um ligeiro aumento no nivel de

degradacédo das amostras de saliva e de sémen diretamente quantificadas, como se pode
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observar na Figura 31. Este aumento ndo esta relacionado com um aumento no IPC Cr,
pelo que a partida pode-se descartar a hipétese de inibicdo. Alids, a comparagdo entre 0s
niveis de degradacdo obtidos com os dois kits de quantificacdo demonstra que, as
amostras de saliva e sémen extraidas apresentam niveis superiores para o kit PowerQuant,

apesar de nao ultrapassarem o limite maximo estabelecido pelo software.

Conclui-se ainda que, as amostras de saliva exibem uma concentragdo de DNA

inferior em relacdo as de sangue, provavelmente devido a perda de DNA durante a

transferéncia secundéria do epitélio bucal da zaragatoa para o cartdo FTA®.

ApOs as experiéncias iniciais realizadas com as amostras de referéncia, considerou-
se que o kit PowerQuant™ apresentou resultados mais robustos, pelo que optou-se pela
realizacdo das subsequentes experiéncias de quantificacdo de amostras simuladas com
recurso a este kit. Nesta decisdo, também se teve em consideracao os ensaios efetuados
com as reacdes NTC, nos quais o kit PowerQuant™ nao exibiu alteracées nos niveis de
fluorescéncia da linha basal, o que reforca a escolha deste kit nos ensaios de quantificacdo

direta.

4.5. Resultados de quantificacdo de DNA de amostras simuladas

Determinou-se a quantidade de DNA presente nos suportes porosos, isto €, nos
tecidos, os quais foram, previamente a metodologia de quantificacdo, extraidos com
recurso ao kit PrepFiler, estando os resultados obtidos representados na Figura 32.

De seguida, os tecidos foram humedecidos e pressionados com uma tira de
limpeza. Deste modo, € possivel determinar em amostras extraidas a percentagem de
transferéncia de DNA dos tecidos para as tiras de limpeza. As tiras de limpeza foram ainda

submetidas a metodologia de quantificacdo direta de DNA.
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Figura 32. Resultados de quantificacdo dos tecidos extraidos de algoddo e ganga nos quais
foram depositados sangue (Sg), saliva (Sl) e sémen.

Numa primeira andlise dos resultados, verifica-se que ndo existe grande variacao
no IPC Crde cada amostra, bem como a maioria ndo apresenta degradacado (Figura 32).
Alias, a amostra SI.08_Algodéao é a Unica que exibe um nivel de degradacao superior a 2
valores, porém este valor em comparacao com 0s restantes nao é muito significativo. Para
além de que, como ja foi referido, ndo existe discrepancia entre o valor do IPC C+, pelo que
€ possivel descartar a hipotese de existirem inibidores na amostra.

Em relacdo as concentracbes de DNA obtidas, observa-se que a amostra de Sémen
tem uma concentracdo muito superior as restantes e que, de uma forma geral, as amostras
de sangue exibem uma quantificacdo superior, sendo o tecido de ganga o que apresenta
uma concentracdo de DNA superior para as amostras de sangue e de saliva. No caso das
amostras de saliva, este acontecimento é facilmente explicado pela deposi¢cdo de um
volume superior de fluido biolégico nos suportes de ganga.

Os resultados de quantificagdo das tiras de limpeza extraidas encontram-se
discriminados na Figura 33. Ressalva-se que estas amostras foram extraidas com recurso

ao kit de extracdo PrepFiler.
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Figura 33. Resultados da quantificacdo das tiras de limpeza extraidas dos tecidos de algodéo

e ganga nos quais foram depositados sangue (Sg), saliva (Sl) e sémen.

Os resultados de quantificacdo das tiras de limpeza diretamente quantificadas

encontram-se discriminados na Figura 34.
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Figura 34. Resultados da quantificacdo direta das tiras de limpeza dos tecidos de algodao e
ganga nos quais foram depositados sangue (Sg), saliva (Sl) e sémen.
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Como seria expectavel, as amostras dos tecidos tém uma maior concentragdo de
DNA. Por sua vez, as tiras de limpeza extraidas com o kit PrepFiler também apresentam,
especialmente nas amostras de algoddo, uma concentracdo superior de DNA em
comparagdo com as amostras diretamente quantificadas

Observa-se nas tiras de limpezas diretamente quantificadas que existe uma maior
variabilidade nos valores de IPC Cr, 0 que denota a presencga de inibidores na corrida de
guantificacdo, podendo os resultados estarem ligeiramente subestimados. Através da
andlise da Figura 34 verifica-se que somente duas amostras nao apresentam niveis de
degradacéo acima do limiar. Em oposi¢éo constata-se, a partir do estudo da Figura 33, que
as respetivas amostras ap6s a extracdo com recurso ao kit PrepFiler apresentam niveis de
degradacdo menores. Existem 6 amostras extraidas que nao ultrapassam o limiar de
degradacéo, sendo que a amostra Sg.01_Algodao pela metodologia de quantificacdo direta
indica ndo estar degradada, porém também é possivel observar que, ao contrario da
maioria das amostras em que a tendéncia é a amostra extraida ter uma concentracao de
DNA superior & diretamente quantificada, neste caso isso nao se verifica.

A ganga € o suporte que exibe mais material genético na maioria das amostras de
sangue e saliva diretamente quantificadas, o que é concordante com os resultados da
guantificacdo do DNA presente nos suportes. Porém, para as amostras de sangue e saliva
extraidas, é o algodao que apresenta, por norma, concentracdes superiores de DNA. Este
resultado pode ter sido devido a colocacdo na etapa de extracdo, de um recorte/punch da
tira de limpeza dos tecidos de ganga menos impregnado com material genético.

A ganga apresenta uma matriz na sua composi¢cao que pode levar a uma maior
retencao de células, dificultando a limpeza e, portanto, transferéncia de material genético
da ganga para a tira de limpeza. Uma justificacdo possivel para o aumento do nivel de
degradacédo nas amostras diretamente quantificadas em comparacdo com as amostras de
referéncia € a transferéncia de componentes presentes nos suportes que podem
pontualmente interferir com a amplificagdo dos alvos. Alids, varios estudos apontam o

corante indigo da ganga como um inibidor da PCR.

De seguida, procedeu-se com a quantificacdo do DNA dos fluidos biologicos
depositados nas laminas de vidro. Os resultados das tiras de limpeza extraidas encontram-
se dispostos na Figura 35, enquanto os resultados das tiras de limpeza gquantificadas pela

metodologia de quantificagdo direta encontram-se discriminados na Figura 36.
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Figura 35. Quantificacdo das tiras de limpeza extraidas das laminas de vidro nas quais foram
depositadas sangue (Sg) e saliva (SI).
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E possivel constatar que, com excec¢do da amostra Sg.01_Lamina_2, as tiras de
limpeza extraidas possuem uma maior concentracdo de DNA em relac@o as diretamente
guantificadas. Este resultado pode ser explicado pelo facto de o kit de extracdo PrepFiler

permitir concentrar as amostras.

Esta descrito na literatura que a deposicao direta de um fluido biol6gico num cartdo
FTA permite uma uniformizacdo das células na matriz do mesmo. Porém, ao se realizar a
limpeza dos tecidos/laminas com uma tira de limpeza, ndo se consegue garantir que exista
uma total uniformidade do material presente na matriz do cartdo FTA. Posto isto, uma
possivel explicacao para as diferencas de concentracao de DNA verificadas em amostras
extraidas versus diretamente quantificadas, prende-se com o facto de, apesar de
corresponderem a mesma tira de limpeza, serem utilizadas diferentes porcoes
(punch/recorte) da amostra para a extragéo e para a quantificacdo (isto é, ndo se tratam
de réplicas), pelo que é impossivel garantir que essas tenham exatamente a mesma

concentracdo de DNA.

Nas amostras ndo extraidas (Figura 36) observa-se que as amostras de sangue
sdo as que apresentam valores mais altos de quantificacdo, bem como sé&o as Unicas que
nao apresentam niveis de degradacdo acima de 2 valores (valor maximo definido pelo
software). A maioria das amostras de saliva extraidas apresentam niveis de degradacao
acima desse valor, contudo néo existe uma grande disparidade entre a concentragdo de

DNA obtida para essas amostras e as de sangue.

E importante fazer uma ressalva que, apesar de algumas amostras que foram
diretamente quantificadas (tanto com recurso com o kit Quantifiler® Trio quanto com o kit
PowerQuant™) demonstrarem niveis de degradacdo acima dos valores espectaveis,
presume-se que nao se trate duma degradacdo “real” da amostra, visto que estas
estiveram sempre em condicdes controladas e resguardadas de fatores externos como luz
e humidade. Assim sendo, reforca-se a ideia que estes valores se devem, por vezes, a
fatores de inibigdo que levaram a uma fraca amplificagcdo do alvo de degradacéo, visto este
ser suscetivel a inibidores devido ao seu elevado peso molecular (294 pb). Contudo,
verifica-se que as falhas de amplificacdo devido a presenca de inibidores sdo menos
frequentes no kit PowerQuant™, pelo que se sup8e que este seja menos sensivel aos
inibidores, sendo que, ao contrario de algumas amostras quantificadas com o kit Quantifer®
Trio, ndo existe uma grande discrepancia entre os valores maximos aceitaveis (no qual se
considera que uma amostra ndo se encontra degradada) e os niveis de degradacao
obtidos. Esta conclusdo é corroborada através da analise do alvo IPC, o qual com um

produto de amplificacdo de 435 pb é o teoricamente mais afetado pela presenca de
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inibidores. Assim sendo, o estudo dos resultados obtidos para o alvo IPC concluiu que,
existe uma ligeira variabilidade nos valores de IPC Cr, 0 que denota a presenca de
inibidores na corrida de quantificacéo.

4.6. Transferéncia do material biolégico dos suportes porosos para as tiras de

limpeza

Foi calculada a transferéncia de material genético dos tecidos para a respetiva tira
de limpeza a partir da seguinte férmula:

Quantificacio tira de limpeza

x100%.

Transferéncia = T
Quantificagio tecido

Os resultados obtidos encontram-se discriminados na Tabela 17. Estes célculos
foram realizados com base nas concentracfes obtidas para as amostras extraidas com o

kit de extracdo PrepFiler.

Tabela 17. Percentagem de DNA transferido dos diferentes tecidos para as respetivas tiras de

limpeza.
Amostras Transferéncia de DNA (%)

Sémen_Algodao 12,68
Sg.01_Algodéao 0,10
Sg.01_Ganga 0,34
S1.01_Algodéao 129,64
S1.01_Ganga 1,88
S1.08_Algodao 173,74
SI1.08_Ganga 3,33
SI1.01_Algodao_2 4,98
SI.01_Ganga_2 1,37
S1.08_Algodao_2 18,82
S1.08 Ganga 2 4,06
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E possivel observar na Tabela 17 que as primeiras repeticdes das amostras de
saliva em algoddo (SI.01 e SI.08) contém mais DNA nas tiras de limpeza do que nas
porcBes de tecidos extraidos, o que se traduziu numa percentagem de transferéncia
superior a 100%. Uma explicacao plausivel deve-se ao facto de este tipo de amostra
biolégica ser incolor, pelo que n&do se consegue detetar a vista desarmada o local onde se
encontra mais impregnada. Nesse sentido, a porgdo de tecido recortada e colocada na
coluna do kit de extracdo PrepFiler provavelmente correspondeu a uma zona menos

impregnada.

De uma forma geral, as percentagens de transferéncia foram baixas,
especialmente nas amostras de sangue, isto ter-se-a possivelmente devido ao volume de

solucéo de limpeza utilizado, o qual diluiu a quantidade de DNA inicial.

4.7. Amostras de mistura M:F

Em todas as propor¢cdes M:F realizadas, pretendeu-se que a concentracdo da amostra
feminina fosse de 0.5 ng/uL, enquanto a concentracdo masculina fosse diminuindo
progressivamente. Deste modo procurou-se verificar se a metodologia de quantificacéo
direta conseguia discriminar os dois contribuintes em diferentes propor¢des, simulando o
gue acontece na maioria das pericias sexuais, nas quais o contribuinte masculino é
minoritario e se encontra em concentracdes muito reduzidas. Os resultados de

guantificagéo para as amostras de mistura M:F encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados de quantificagdo esperados versus obtidos com a metodologia de
guantificacdo direta nas diferentes propor¢des M:F.

Concentracdes

Concentracdes obtidas
esperadas

. DNA DNA DNA DNA
Proporgéao ; o DNA total ) o Proporgéo
masculino  feminino masculino feminino i
M:F (ng/ punch) M:F obtida
(ng/ pL) (ng/ pL) (ng/ punch) (ng/ punch)

0,25 0,25 0,0212 0,0026 0,0186 1:0.07
0,083 0,417 0,0375 0,0007 0,0368 1:0.50
0,045 0,455 0,0420 0,0005 0,0415 1:0.80
0,023 0,455 0,0271 0,0005 0,0266 1:0.53

0,0098 0,4902 0,0318 0,0001 0,0317 1:2.22

1:100 0,0049 0,4951 0,0385 === 0,0385 0:1
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As concentragdes obtidas de DNA total e DNA masculino advém dos resultados de
quantificacéo do alvo LA e do alvo no cromossoma Y, respetivamente. J& a concentragao
de DNA feminino resulta da substracéo da concentracdo de DNA masculino a concentracdo
de DNA total.

Através da andlise dos resultados obtidos, constata-se que as concentracdes de
DNA total esperado é de 0.5 ng/uL, enquanto o DNA total obtido se aproximou do valor de
0,033 ng/punch. Quanto ao DNA masculino, evidencia-se uma diminuicdo da concentracao
gradual nas proporcdes, sendo nao detetavel na mistura de 1.100. Relativamente as
proporcdes M:F obtidas, observa-se que estas sao inferiores as proporcdes esperadas em

todas as misturas.

4.8. Perfis genéticos obtidos com o kit de amplificacédo GlobalFiler®

A etapa de quantificacdo permite orientar se uma dada amostra pode ou nao seguir
para amplificacdo por PCR e, em caso afirmativo, qual o input de DNA que deve ser
utilizado. Assim, torna-se relevante avaliar a influéncia da analise dos resultados de
quantificacdo obtidos com os kits Quantifiler® Trio e PowerQuant™ na determinacdo dos
perfis genéticos de amostras que apresentem gquantidade e/ou qualidade muito variavel de
DNA.

Na Tabela 19 constam os resultados de quantificacdo e amplificacdo obtidos

segundo as variaveis descritas na presente tabela.
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Tabela 19. Condic¢des de quantificacao e amplificacdo das amostras singulares.

Amostra ) ) Input DNA | Tempo de injecao Perfil
. Tipo | DNA total ID Kit IPC o
(Referéncia) (ng) (s) genético

Sémen02 0,331

QD 3,568 PQ 20,58 0,662 10 Completo
(A4) ng/punch
Sémen02 0,354
QD 3,042 QT 28,31 0,354 10 Completo
(A5) ng/punch

2,095
QD
(A7) ng/punch

Sg.04 0,860

6,882 QT 29,42 0,860 10 Completo
(A9) ng/punch
Sg.05 1,105

4,438 QT 29,26 1,105 10 Completo
(Al11) ng/punch

PQ 21,33 2,095 10 Completo

Sl.04 0,362

1,187 QT 28,54 0,362 10 Completo
(A15) ng/punch
Sl1.07 0,758

2,281 20,85 0,758 10 Completo
(A17) ng/punch
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Continuacédo da Tabela 19

Amostra ) ) Input DNA | Tempo de injecao
o Tipo | DNA total ID Kit IPC "
(Referéncia) (ng) (s) genético

SI.01_Ganga! 0,007

QD 2,880 PQ 21,03 0,021 10 21/24
(A20) ng/punch
SI.01_Ganga? 0,007
QD 2,880 PQ 21,03 0,028 10
(A21) ng/punch
SI.01_Ganga? 0,007
QD 2,880 PQ 21,03 0,028 40 22/24
(A22) ng/punch
SI.01_Lamina_2 0,071
QD 3,135 PQ 21,14 0,142 10 Completo
(A24) ng/punch
SI.08_Algodao 0,042
QD 3,673 PQ 21,36 0,126 10 17/24
(A25) ng/punch
SI.08_Algodao 0,042
QD 3,673 PQ 21,36 0,126 40 21/24
(A26) ng/punch

QT = Quantifiler® Trio; PQ= PowerQuant™; EC= Extragdo Chelex; EP= Extracdo PrepFiler; QD= Quantificagdo
Direta; ID= indice de degradago. As diferentes condicdes das amostras foram destacadas com diferentes
cores: Amostra extraida - Tecido (lilas), Tira de limpeza extraida (laranja), Tira de limpeza diretamente
quantificada (azul), Amostra de referéncia diretamente quantificada (amarelo), Amostra de referéncia extraida

(verde).

Ao analisar a Tabela 19, observa-se que, das 26 amostras amplificadas, somente
5 n&o apresentam um perfil genético completo. E possivel visualizar nas Figuras 37 e 38
gue a maioria dos marcadores incompletos possuem mais de 300 pb (assinalado nas
figuras com uma linha vermelha vertical), sendo por isso mais suscetiveis a falhas de
amplificacdo por falta de material genético. As falhas de atribuic&o alélica ocorrem quando
os alelos nao foram amplificados ou quando estes ndo ultrapassam o limite analitico de
detecao [55]. Verifica-se também que o aumento do tempo de injecdo das amostras com
perfis genéticos incompletos possibilitou a recuperacdo de mais alelos (Figura 37, Figura
38 e Tabela 19).
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Figura 37. Perfil genético da amostra SI.08_ Algodao diretamente quantificada (a) injetada durante
10 segundos (A25); (b) reinjetada durante 40 segundos (A26).
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Figura 38. Perfil genético da amostra SI.01_Ganga diretamente quantificada (a) injetada durante 10
segundos (A21); (b) reinjetada durante 40 segundos (A22).

A ndo amplificagdo dos marcadores supramencionados ndo se deve a uma
degradacéo efetiva das amostras, mas sim provavelmente devido a baixa quantidade de
DNA, o que originou a perda de um dos alelos (allele drop-out) ou mesmo a nao
amplificacdo dos mesmos (locus drop-out). Esta teoria € concordante visto que se tratam
das amostras que apresentam uma concentragdo de DNA muito inferior as restantes e ao

limite estabelecido pela literatura. Est4 descrito na literatura que abaixo de uma
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concentracdo de 0,1 ng de DNA comeca-se a observar falhas de amplificacdo com o kit
GlobalFiler®, pelo que os resultados obtidos sdo concordantes com o descrito [56].

Apesar da elevada sensibilidade da técnica de gPCR, alguns estudos demonstram
gue é possivel obter perfis genéticos mesmo quando o resultado de quantificacdo €
nulo/indeterminado [57]. Este fendmeno deve-se a variagdo estocastica em amostras com
baixas concentragbes de DNA. Nestas situagdes, embora a amostra contenha DNA, este
ndo é quantificado, quando, durante a PCR, os primers ndo conseguem encontrar
sequéncias de interesse suficientes para amplificar. Deve-se ter também em atencédo que
os tampodes de PCR utilizados nos ensaios de qPCR e de amplificacdo de STRs podem
ser diferentes. O tampdao utilizado na reacdo de amplificagdo pode conter uma polimerase
ou outro reagente capaz de ultrapassar a inibicdo, o que ndo acontece durante a

guantificagéo.

O perfil genético da amostra de referéncia Sg.02 diretamente quantificada
apresenta artefactos da PCR, o que indicia a presenca de excesso de DNA (2,095
ng/punch) adicionado a reacdo de amplificagdo. Estes resultados sdo concordantes com
0s obtidos na quantificacdo, mostrando que os valores de quantificacdo direta séo reais e
vém reforcar a ideia de que a inibicdo presente no kit Quantifiler® Trio esta correlacionada

com a concentracdo de DNA.

Nas quantificacdes realizadas as amostras de sémen, verificou-se uma enorme
disparidade entre as concentra¢cdes obtidas para as amostras extraidas versus diretamente
guantificadas. Isto deve-se, provavelmente, a auséncia de uma etapa de extracdo que
promova a lise da cabeca dos espermatozoides, pelo que se considera que as amostras
submetidas a metodologia de quantificacdo direta sé tiveram a fracéo epitelial quantificada.
Contudo, a andlise dos produtos amplificados revela que todas as amostras de sémen
apresentam perfis genéticos com uma excelente qualidade, o que leva a supor que o
tampdo utilizado na amplificagéo promove a lise dos espermatozoides, 0 que ndo acontece

com tanta eficacia na quantificagéo (Figura 39).
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Figura 39. Perfil genético das amostras de Sémen: (a) diretamente quantificada (A5); (b) tira de limpeza
extraida (A2).
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Ficou assim demonstrado que os resultados de quantificacdo direta DNA séo
transponiveis para a posterior amplificacéo direta, permitindo colocar o nimero de punchs,
isto é, o input ideal de DNA na reacdo de amplificacdo, resultando na obtencdo de

eletroferogramas com uma boa qualidade.

Na Tabela 20 constam todas as amostras amplificadas bem como os resultados

obtidos para cada um dos marcadores presentes no kit GlobalFiler®.
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Tabela 20. Resultados da amplificacao de todas as amostras singulares segundo os marcadores

presentes no kit GlobalFiler®.

MARCADORES
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Continuacao da Tabela 20

Amelogenina
VWA
CSF1PO
TPOX
Yindel*
D8S1179
D21S11
D18S51
D2S441
D19S433
THO1
FGA
D22S51045
D5S818
D13S317
D7S820
SE33
D10S1248
D1S1656
D12S391
D2S1338

A21
- D3S1358

A20

AMOSTRAS
A23 A22
] ovser

A24

A25

©
N

<

Marcador genético completo (verde); Alelle dropout (amarelo); Locus dropout (vermelho). Os

Nota:

marcadores Yindel e DYS391 encontram-se em branco nas amostras femininas pois tratam-se de
marcadores do Cromossoma Y, que complementam a informagao da amelogenina sé apresentando

alelos no sexo masculino.

As condicdes de quantificacdo e amplificacdo das amostras de mistura M:F

encontram-se apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21. Condi¢des de quantificacdo e amplificacdo das amostras de mistura M:F.

Input Tempo de
Amostra Tipo DNA total i DNA injecéo

Perfil

genético

(ng) ©)

0,021
Mistura 1:1 QD 0,557 QT 27,81 0,063 10 Completo
ng/uL
. 0,042
Mistura 1:10 QD il 0,372 QT 27,95 0,126 10 Completo
ng/p

Os resultados obtidos para o contribuinte minoritario masculino ficaram aquém do

esperado, pelo que as amostras deveriam ter sido amplificadas com base na quantificacdo
obtida para o DNA masculino ao invés do DNA total, de modo a otimizar os resultados da

fracdo masculina e recuperar mais alelos dessa fragéo.
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No conjunto dos diferentes marcadores a amostra de mistura apresenta 16 alelos
iguais aos da fracdo masculina, o que ndo é muito conclusivo pois os perfis genéticos

singulares feminino e masculino possuem muitos alelos em comum (16 em 46 possiveis).
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5. Conclusao

Uma das principais metas na rotina laboratorial forense passa por conseguir obter
um perfil genético a partir de qualquer amostra biol6gica. Nesse sentido, € importante saber
os resultados da quantificacdo da amostra em questdo de modo a colocar o input ideal de
DNA na reacgéo de amplificacéo.

De acordo com os ensaios realizados constatou-se que, tanto para o kit Quantifiler®
Trio quanto para o kit PowerQuant™, existe uniformidade entre as concentragdes obtidas

e as teoricamente esperadas para os standards e controlos positivos.

Este estudo indiciou que, mesmo em diferentes dias e corridas, existe consisténcia
nas concentragfes obtidas, 0 que demonstra a grande preciséo e reprodutibilidade do kit

PowerQuant™,

Verificou-se que o kit Quantifiler® Trio apresenta, para os alvos SA e Y, alteracdes
nos niveis de fluorescéncia da linha basal com a adicdo de um punch de 0,5 mm no poc¢o
da reacdo. Esse efeito ndo foi observado no kit PowerQuant™ em nenhum dos

fluorocromos utilizados no estudo.

A utilizacdo do intervalo de linha basal do ciclo 11 ao 18, bem como as curvas de
calibracdo para amostras com punch, permitiu minimizar a subestimacao verificada nos
resultados de quantificacdo, especialmente na concentracdo de 50 ng/uL. A alteracéo dos
intervalos da linha basal foi unicamente realizada nos ensaios realizados com o kit

Quantifiler® Trio.

As amostras de referéncia de sangue diretamente guantificadas com recurso ao kit
Quantifiler® Trio sdo pontualmente suscetiveis a efeitos de inibicdo. Este efeito € menos
acentuado nas amostras de saliva e de sémen, ndo se verificando nas amostras de
referéncia diretamente quantificadas com o kit PowerQuant™. Constatou-se que a maioria
das amostras que apresentam inibicdo demonstram também niveis de degradacéo mais
elevados. N&o obstante, esses resultados ndo interferiram na etapa de amplificacéo, pelo
gue foi possivel obter perfis genéticos completos em amostras que indicavam degradacao

e/ou inibig&o.

Comparando as mesmas amostras de referéncia, em relagdo as duas
metodologias de quantificacdo de DNA utilizadas neste estudo (quantificacdo direta versus
quantificagdo “padronizada”), verificou-se que, em ambos os kits, as amostras de sangue

e saliva apresentam concentragdes equiparaveis (apesar de estarem discriminadas em
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unidades de concentracfes diferentes). Em relacdo as amostras de sémen, existe uma
grande discrepancia de resultados, sendo que as amostras extraidas exibem
concentracdes de DNA muito superiores, provavelmente devido a presenca de uma etapa
de extracdo, porém isso ndo afetou a qualidade dos perfis obtidos das amostras
diretamente quantificadas.

Entre os suportes utilizados para a realizacdo das tiras de limpeza e posterior
guantificacdo direta de DNA das mesmas, a lamina de vidro foi aquele que exibiu tiras de
limpeza com concentragdes superiores de DNA. Em relacdo aos suportes absorventes, 0s
resultados das amostras extraidas ndo sdo concordantes com o0s das amostras
diretamente quantificadas. A ganga é o suporte que exibe mais material genético na
maioria das amostras de sangue e saliva diretamente quantificadas. Enquanto, para as
amostras de sangue e saliva extraidas, € o algoddo que apresenta, por norma,

concentracoes superiores de DNA.

Nas amostras de mistura amplificadas com o kit GlobalFiler®, verificou-se a

auséncia do perfil genético masculino.
Foi possivel obter um perfil genético completo em 23 das 28 amostras amplificadas.

Em suma, a quantificagao “padronizada”, isto €, com uma etapa prévia de extracao,
permite purificar o DNA, eliminando inibidores presentes na amostra, sendo por esse
motivo o método correntemente utilizado nos laboratérios de Genética Forense. Contudo,
este método requer um procedimento mais complexo, com mais etapas associadas, o que
resulta em processos e pericias mais longas. Deste modo, considera-se vantajosa a
integracdo na rotina laboratorial forense desta metodologia, como um recurso de pré-
selecdo de amostras. A opc¢do do uso prévio da quantificacdo direta de DNA prende-se
com as vantagens desta, designadamente, por ser um método simples, mais rapido do que
a metodologia padronizada e menos dispendioso. Acresce ainda o facto de os resultados

da quantificagdo direta serem transponiveis para a metodologia de amplificagéo direta.

Como desvantagens, encontra-se o facto de nao ter sido possivel detetar o
contribuinte masculino em baixas concentracdes de DNA, o que faz com que este método
nao possa ser facilmente aplicado na rotina laboratorial, embora mais estudos sejam

necessarios para que conclusées efetivas possam ser retiradas.

Como perspetivas futuras seria de grande interesse prosseguir os estudos com as
amostras problema, testando diferentes volumes de solugbes de limpeza de forma a
rentabilizar o processo de transferéncia do material biolégico dos diferentes suportes para

as tiras de limpeza. Uma alternativa capaz de contornar a perda de material durante a
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transferéncia seria a realizagcdo da metodologia de quantificagcéo direta a partir dos suportes
porosos, isto é, retirar um punch da amostra e colocar diretamente no pogo da reacao.
Seria também relevante aumentar o nimero de amostras de mistura M:F visto ser uma

componente essencial e bastante requisitada num laboratério forense.
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INVESTIGACAO:

“Estudo comparativo entre uma metodologia de quantificacdo direta
de DNA e a metodologia padronizada na rotina laboratorial forense”
Investigador Principal: Vanessa Dinis

Por favor, leia com atencdo a seguinte informacgéo. Se achar que algo esta incorreto ou que nao
esta claro, ndo hesite em solicitar mais informacgdes. Se concordar por favor assine este documento.

Este projeto de investigacdo enquadra-se no &mbito da realizacdo da tese de Mestrado em Medicina
Legal no Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacdo do Centro (SGBF-C) do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses I.P. (INMLCF) e pretende testar a viabilidade da
implementacdo no SGBF-C de uma metodologia de quantificacdo direta de DNA por real-time PCR,
a partir de amostras biolégicas, em comparacédo a metodologia comummente utilizada no fluxo de
trabalho no ambito da criminalistica biologica, a qual requer, previamente a quantificacdo, uma
extracdo/purificacdo de DNA. Caso se verifique a exequibilidade deste projeto, isso permitira a
implementacdo desta metodologia na rotina laboratorial do SGBF-C, pelo que se ira traduzir na
obtencdo de perfis genéticos de uma forma mais rapida, com menos custos associados e ainda
possibilitara que os peritos consigam previamente saber quais as amostras com uma quantidade
otima de DNA.

Nesse sentido, pede-se ao voluntario a doacdo de uma gota de sangue, obtida através de uma
puncdo num dedo com recurso a uma lanceta, bem como de saliva recolhida por zaragatoa bucal.
Assegura-se que as amostras obtidas serdo imediatamente anonimizadas de forma irreversivel, de
forma proteger a identidade do voluntario. Para além do desconforto relativo a uma pequena puncao
num dedo e a colheita de zaragatoa bucal ndo sdo previstos outros riscos ou efeitos indesejaveis.

Todos os dados obtidos serdo usados apenas para fins de investigacdo. Este estudo pretende
determinar a quantidade de DNA presente nas amostras, pelo que se garante também que durante
a investigacdo ndo sera estudado o perfil genético de zonas codificantes do genoma.

A participacao é voluntéria, ndo existindo despesas ou compensacdes financeiras relacionadas com
a mesma.

Assinatura da investigadora:

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informacdes verbais que me foram
fornecidas pela pessoa que acima assina e que considero suficientes. Foi-me garantida a
possibilidade de, em qualquer altura abandonar ou recusar participar neste estudo sem qualquer
tipo de consequéncias. Desta forma, aceito participar neste estudo nas condi¢fes acima descritas.
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Assinatura Data: [/ [/
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