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Este relatério de estdgio tem como objetivo descrever as atividades
realizadas durante o Estagio Curricular no Servico de Genética e Biologia
Forense, da Delegacdo do Norte, do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses, entre setembro de 2020 e junho de 2021.

Inicialmente, apresenta-se a Entidade de Acolhimento e o0s conceitos tedricos
importantes para a compreensdo das atividades desenvolvidas. De seguida,
descrevem-se as validacGes realizadas e respetivas metodologias utilizadas
desde a extracdo do DNA, a andlise dos seus fragmentos.

Por fim, faz se uma breve discusséo relativamente ao trabalho desenvolvido,
sendo este a Validagdo do kit de Extracdo de DNA PrepFiler Express™ em
Amostras de Referéncia, a Validacdo do kit de Extracdo de PrepFiler
Express BTA™ em Amostras Dificeis e a Validacdo do kit de Extracdo de
DNA PrepFiler Express BTA™ em Amostras de Restos Cadavéricos.
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This internship report aims to describe the activities carried out during the
Curriculum Internship at the Service of Genetics and Forensic Biology,
of the Northern Delegation, of the National Institute of Legal Medicine
and Forensic Sciences, between September 2020 and June 2021.
Initially, the Host Entity and the important theoretical concepts for
understanding the developed activities are presented. The validations
carried out and the respective methodologies used from the extraction of
the DNA to the analysis of its fragments are described below.

Finally, there is a brief discussion regarding the work carried out, namely
the Validation of the PrepFiler Express™ DNA Extraction kit on
Reference Samples, the Validation of the PrepFiler Express BTA™
Extraction kit on Difficult Samples and the Validation of the PrepFiler
Express BTA™ DNA Extraction kit on Cadaveric Remain Samples.
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Prefacio

Neste relatério encontra-se descrito o Estagio Curricular realizado no Servico de Genética e
Biologia Forense, da Delegacdo do Norte, do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses, I.P., entre outubro de 2020 e junho de 2021, no ambito do Mestrado em Biomedicina
Molecular da Universidade de Aveiro.

Nos 9 meses de estagio procedeu-se a diversas tarefas que permitiram compreender melhor,
e acompanhar o processo de analise das amostras de DNA, desde a sua extragdo até a obtencao do
seu perfil genético.

As tarefas desempenhadas permitiram colaborar no processo de validacdo de técnicas de
extracdo utilizadas no servigo. Validou-se o kit de extracdo de DNA PrepFiler Express™ para
amostras de referéncia, o kit de extracdo de DNA PrepFiler Express BTA™ para amostras dificeis e

o kit de extracdo de DNA PrepFiler Express BTA™ para amostras de restos cadavéricos.

1. Objetivos

O objetivo principal da realizacdo deste Estagio Curricular foi desenvolver competéncias
tedricas e praticas na area das Ciéncias Forenses, mais especificamente da Genética Forense.

Como objetivos a atingir durante o decorrer do estagio, definiu-se:

e Conhecer a realidade do mercado de trabalho, mais especificamente dentro da area;

e Desenvolver soft skills e hard skills importantes para trabalhar na area;

e Adquirir mais experiéncia laboratorial, nomeadamente, aprender novas técnicas.

2. Estrutura do Relatorio

Este relatério de estagio encontra-se estruturado em varios capitulos, sendo os principais:

e Entidade de Acolhimento - neste capitulo é descrito a estrutura e organizagdo do

INMLCEF, I.P. e dos servigos que prestam & comunidade. Também é referido os cuidados
de gestdo das amostras e controlo de qualidade para garantir a fiabilidade dos resultados.

e Introducdo Teodrica — neste capitulo é fornecido os conceitos basicos de genética e de

identificagdo genética, essenciais para compreender as atividades desenvolvidas durante
0 estagio.



e Experiéncia Adquirida — neste capitulo encontra-se, de forma detalhada as metodologias

laboratoriais realizadas ao longo do estagio, bem como, as fungdes desempenhadas no
processo de validacao das técnicas de extragdo.
e Discussdo e Conclusdo — no final, é apresentada uma analise critica da experiéncia do

estagio, da importancia desta experiencia e das competéncias adquiridas.



Entidade de Acolhimento

1. Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, L.P.

1.1. Organizacio

O Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF, I.P.) é um
laboratério pertencente ao Estado Portugués, mais especificamente, ao Ministério da Justica, com
diversas funcGes, nomeadamente, periciais, médico-legais e forenses. O INMLCEF, I.P. é considerado
instituicdo nacional de referéncia. (1)

O INMLCEF, I.P. é constituido por trés Delegac6es: Norte, Centro e Sul, que se localizam,
respetivamente, no Porto, Coimbra e Lisboa. A Delegacgdo do Centro serve de sede do INMLCF, I.P..
Em cada uma das DelegacOes pratica-se quatro Servigcos Técnicos: Patologia Forense, Clinica

Forense, Quimica e Toxicologia Forenses, e Genética e Biologia Forenses (SGBF) (Fig.1). (2)

INMLCF
[ |
1
Delegacbes ‘ Norte ‘ Centro (zede) ‘ Sul ‘
I I I
[ [ |
. o Quimica e Genética e

e Fatologia Slinica Toxicologia Biologia
Forenses Forenses

Figura 1: Organigrama das Delegagdes e Servigos Técnicos do INMLCEF, I.P..

O INMLCEF, I.P. também esta organizado em Gabinetes Médico-Legais que funcionam em

dependéncia direta com as Delegagdes localizadas na sua area geografica. (1)



1.2. Servicos Técnicos

O INMLCEF, I.P. é constituido por quatro Servigos Técnicos que funcionam em cada uma
das Delegacoes: Patologia Forense, Clinica Forense, Quimica e Toxicologia Forenses, e Genética e
Biologia Forenses. (2)

No Servico de Patologia Forense realiza-se as autdpsias médico-legais, exames de anatomia
patoldgica forense e histopatoldgicos, pericias de identificacdo de cadaveres e restos humanos,
embalsamento, estudo antropoldgicos e exames do habito externo de cadaveres (Fig. 2). (2,3)

O Servico de Clinica Forense realiza exames e pericias em pessoas para a avaliacdo dos
danos fisicos e psicoldgicos nos dominios do Direito Penal, Civil, do Trabalho e Administrativo.
Entre esses exames e pericias é avaliado o dano corporal e o estado de toxicodependéncia, € realizado
exames sexuais, estudo de doencas profissionais e avaliagdo do estado de satde (Fig. 2). (2,3)

O Servico de Quimica e Toxicologia Forenses assegura a realizacdo de pericias e exames
laboratoriais para a determinacédo de substancias quimicas e toxicoldgicas, nomeadamente, de alcool
etilico, pesticidas, drogas de abuso, metais e metaloides, substancias medicamentosas, monéxido de
carbono e outros produtos volateis ou ndo volateis (Fig. 2). (2,3)

Por fim, o servico de Genética e Biologia Forenses presta servigos para a identificacdo
genética de pessoas, cadaveres ou restos cadaveéricos, exames de criminalistica a partir da analise de

vestigios bioldgicos ou ndo bioldgicos e exames de parentesco (Fig. 2). (2,3)

Servigo de Patologia Forense

*Exames do Habito Externo de Cadaveres
*AUtSpsizs

+Exumagtes

+*Embalsamamentos

+Estudos Antropologicos

*Exames Histopatologicos

Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses

*Determinagio de:
*aloool etilico
=substincias medicamentosas
=pasticidas
=drogas de abuso
*mondxido de carbono
*metais & metzldides
=gutros produtos voldteis e ndo volsteis

Servigo de Clinica Forense

=avalizcdo do dano corporal

=Exames saxusis

=&valiacdo do estado de toxicodependéncia

=Estude de Doengas Profissionais

=avaliacdo do estado de sadde

=0utros {Ortopédicos, Neuroldgicos, Psiquiatricos,
psicologicos, ...}

.Senli;u de Genética e Biologia Forenses

=Exames de parentesco

=|dentificacio genética de pessoas, cadaverss ou restos
cadavericos

=Exames de vestigios criminais: Biologicos ou N3o
biclogicos

Figura 2: Esquematizagdo das fungdes desempenhadas pelos Servigos Técnicos do INMLCEF, 1.P.



1.3. Controlo de Qualidade

No Servico de Genética e Biologia Forense sdo realizadas pericias dos quais resultam dados
que podem implicar um processo judicial ou uma decisao judicial e por isso, é necessario que todos
0s procedimentos sejam realizados com precaucdo, sendo essencial controlos de qualidade dos
resultados, dos procedimentos utilizados e da formacdo dos profissionais.

O Laboratorio do Servico de Genética e Biologia Forense, da Delegacdo do Norte, pertence
ao conjunto de laboratorios acreditados pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC), desde 2015
para a atividade laboratorial que desenvolve, de acordo com a norma internacional de referéncia NP
EN ISO/IEC 17025. Esta norma contém linhas orientadoras que promovem as boas praticas
laboratoriais, uma melhor qualificacdo dos profissionais e a adocdo de sistemas de gestdo e
qualidade. (4)

A norma prevé alguns requisitos de gestdo, nomeadamente:

e Controlo de documentos;

e AcOes corretivas e preventivas;

e Organizacao do laboratorio;

e Adocdo de um sistema de gestdo que engloba o manual de qualidade;

e Requisitos técnicos que inclui os colaboradores, métodos de ensaios e valida¢do de

métodos, equipamento, rastreabilidade das medidas, garantia da qualidade dos
resultados, etc. (4)

No servico sdo aplicados alguns cuidados para garantir uma boa qualidade dos resultados,
evitando contaminacgdes e garantindo que se esta ocorrer, seja possivel identificar a sua origem.
Alguns exemplos desses cuidados, sdo a criacdo de listagens, em que € indicado as amostras que
foram processadas a0 mesmo tempo, o método usado, os lotes e validade dos reagentes utilizados,
0s equipamentos e materiais usados (camaras UV, termociclador, micropipetas...), operador e data
de realizacdo. Com toda esta informagé&o é possivel rastrear a possivel fonte de contaminacdo, quando
esta ocorre.

Outros dos cuidados, é a base de dados com os perfis genéticos de todas as pessoas associadas
ao servico, de forma a garantir, quando surgem amostras mistura, que o segundo perfil genético néo
se deve a uma possivel contaminacéo pelos operadores, durante o processamento da amostra.

Em todas as etapas de processamento da amostra é adicionado controlos negativos, que sdo
preparados e processados a0 mesmo tempo que as amostras, contendo 0s mesmos reagentes, sendo
que apenas, ndo sera incluido amostra. Desta forma, permite perceber se a contaminagdo, aquando

da sua ocorréncia, teve origem nos reagentes utilizados.



No servigo é feito o controlo das temperaturas dos frigorificos e congeladores, de forma a
garantir a qualidade dos reagentes utilizados e das amostras e também todos os equipamentos,
armarios, gavetas e materiais de laboratério, se encontram identificados através de etiquetas com
uma nomenclatura interna que permite a sua facil identificacdo nos documentos.

O servico também apresenta documentos internos com instrugdes técnicas para cada um dos
procedimentos realizados, para garantir que todas as pessoas que 0s executam fazem-no de igual
forma.

Estes sdo alguns exemplos dos cuidados aplicados para garantir uma boa gestéo e controlo

de qualidade.

1.4. Validacao de Ensaios

Como o laboratério do Servico de Genética e Biologia Forense é acreditado pelo IPAC, surge
a necessidade de validar os procedimentos, técnicas, ensaios e equipamentos, de acordo com as
caracteristicas e o trabalho do laboratdrio. No servico, existe um documento interno do qual constam
0s requisitos minimos para a validagdo interna de um novo método de analise de DNA.

Com a validacdo, pretende-se uniformizar os méetodos e critérios utilizados, com o intuito de
demonstrar que um procedimento tem as caracteristicas necessarias para obter resultados véalidos, ou
seja, que cumprem os requisitos de qualidade, e que o0 novo procedimento é adequado para o que se
pretende realizar e/ou analisar. Apos realizada a validagdo € importante que o novo procedimento
seja descrito e caracterizado para que qualquer pessoa gque tenha a preparacdo necessaria, 0 possa
realizar de igual forma. (5)

No documento interno € indicado as etapas de validacao, a selecdo do método e 0s parametros
a validar. Como parédmetros é referido que é necessario realizar uma avaliagdo indireta e uma
avaliacdo direta. Na avaliacdo indireta pretende-se analisar a Especificidade, Limiares Analiticos,
Precisdo do método e Contaminacdo. Na avaliacdo direta, faz-se a comparagdo com métodos
desenvolvidos, comparacdo interlaboratoriais e calibracdo com recurso a materiais de referéncia
certificados (MRC).



Introducio Teorica

1. Conceitos Basicos de Genética

1.1. Acido Desoxirribonucleico, DNA

E nos acidos desoxirribonucleicos (DNA), que se encontra toda a informagdo genética
importante para o bom funcionamento e desenvolvimento dos organismos. A informag&o contida no
DNA ¢ transmitida de forma hereditaria e se encontra no nacleo das células e em outros organelos
celulares, como mitocdndrias.

O DNA ¢ constituido por duas cadeias de nucleétidos. Os nucledtidos do DNA sdo
constituidos por um grupo fosfato, um actcar (desoxirribose) e uma base azotada, do tipo pirimidina
(citosina e timina) ou purina (adenina e guanina). Assim, existem quatro nucleétidos associados ao
DNA, deferindo apenas na sua base azotada, sendo representados por letras A, C, G e T (Fig. 3).
Estes nucleotidos repetem-se ao longo do DNA, formando um codigo genético Unico para cada
pessoa, devido as inimeras combinagdes possiveis.

Estes nucledtidos encontram-se unidos por ligacbes fosfodiéster entre o carbono 3’ da
pentose (agucar) ¢ o carbono 5’ da pentose seguinte. As bases azotas estdo unidas ao agUcar através
de uma ligagdo N-glicosidica entre o carbono 1’ do agticar e 0 azoto 9, no caso das bases puricas, ou
azoto 1, nas bases pirimidicas. As duas cadeias de DNA encontram-se ligadas uma a outra atraves
de pontes de hidrogénio entre as bases azotadas. As pontes de hidrogénio sdo formadas entre a
adenina de uma cadeia com uma timina da cadeia complementar através de 2 pontes de hidrogénio

(A=T) e entre a citosina de uma cadeia com uma guanina da cadeia complementar através de 3 pontes

de hidrogénio (C=G). (Fig. 3) - Ligacdo N-glicosidica
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Figura 3: Estrutura dos constituintes de DNA e como se encontram ligados entre si.



O genoma de um individuo é constituido por todo o DNA presente nas células. A informagéo
genética esta codificada em dois tipos de genomas, o nuclear e o mitocondrial, denominando-se,
respetivamente, DNA nuclear (nDNA) e DNA mitocondrial (mtDNA).

O nDNA esta presente no nucleo e possui aproximadamente 3 mil milhGes de pares de bases
(bp), encontrando-se normalmente organizado numa estrutura linear em dupla hélice. O mtDNA
encontra-se nas mitocondrias, normalmente, na forma de dupla cadeia circular, sendo transmitido

apenas pela linhagem materna.

1.2. Replicacio do DNA

O processo de replicagdo do DNA ocorre durante a interfase do ciclo celular, sendo um
processo importante pois, permite que durante a renovacao celular, o perfil genético se mantenha.

Existe dois métodos pelos quais as células se podem multiplicar: a mitose ou a meiose. A
mitose ocorrer no processo de divisdo nuclear de células somaticas, originando duas células filhas
geneticamente iguais entre si e iguais a célula que Ihes deu origem. A meiose permite a formacao
dos gametas através de duas divisbes celulares consecutivas, originando quatro células filhas
haploides. Este processo permite a passagem de informacéo para a geracdo seguinte, sendo metade
proveniente da mae e outra metade proveniente do pai.

No processo de replicacdo, cada cadeia de nucledtidos da dupla hélice é um molde para a
formacdo de uma cadeia complementar. Este é procedido por um complexo de proteinas denominado
replissoma. O processo de replicacdo é semi-conservativo, ou seja, apos a replicacdo as moléculas
de DNA obtidas tém uma cadeia pertencente a cadeia molde e outra cadeia acabada de sintetizar. (6)

Uma das proteinas constituintes do replissoma é a enzima DNA polimerase |11 que tem como
principal fun¢do a adicdo de nucleotideos na extremidade 3’ de uma cadeia de nucleétidos em
crescimento, utilizando a cadeia complementar como molde. A DNA polimerase s6 adiciona
nucledtidos na extremidade 3’ o que permite sintetizar de forma continua apenas uma das cadeias
antiparelelas, sendo essa cadeia denominada de leading. A outra cadeia é também sintetizada a partir
da extremidade 3’, no entanto, neste caso, a DNA polimerase liga-se a primers de &cido ribonucleico
(RNA), formando fragmentos de Okazaki. Estes sdo pequenos fragmentos de DNA recentemente
sintetizados que serdo, em seguida, ligados pela enzima DNA ligase. Em seguida, 0s primers sdo
retirados e as lacunas sdo preenchidas, pela DNA polimerase |, dando origem a cadeia lagging, sendo

esta cadeia sintetizada de forma descontinua (Fig. 4). (6)
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Figura 4: Esquema do processo de replicacdo do DNA.(7)

1.3. Mutacoes

As células humanas dividem-se de forma continua ocorrendo um ndmero elevadissimo de
divisdes celulares, sendo enorme a probabilidade de ocorréncia de um erro. No entanto as células
tém mecanismos extraordinarios que permitem reparar 0s erros que vao ocorrendo ao longo das
divisdes celulares, persistindo apenas alguns. As alteracBes permanentes sd@o denominadas de
mutacdes. (8,9)

As mutacBes sdo todas as alteracGes na sequéncia de pares de bases do DNA. EXiste varios
tipos de mudancas que podem ocorrer no conteido do DNA, nomeadamente delecdes de base,
substituicBes de base e insercdes de base, sendo estas mutagGes pontuais, e rearranjos ou trocas na
ordem de segmentos de base. (8,9)

As mutagBes podem ser vantajosas, desvantajosas ou neutras, segundo as consequéncias
funcionais que originam. As mutagdes neutras, ndo causam alteragdes funcionais e nessa situacéo
denominam-se de polimorfismos. Quando isso ocorre, forma-se um novo alelo para esse locus.
Existem regides altamente polimdrficas, ou seja, regides que apresentam mais que um alelo por locus.
(8.9)



1.4. Polimorfismos

O genoma é formado por sequéncias Unicas e por sequencias repetitivas que possuem
diferentes tamanhos, sendo discriminadas pelo tamanho e quantidade de unidades de repeticéao.
Quando a unidade de repeti¢do tem entre 15-20 pares de bases (pb), é designado por minissatélite ou
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Quando a unidade de repeticdo tem entre 2-7 pb sdo
designados de microssatélites ou STR (Short Tandem Repeats). (9,10)

Por fim, quando um locus apresenta varios alelos que diferem entre si apenas numa base
azotada, é denominado de SNP (Single Nucleotide Polymorphism). (9,10)

1.4.1. Short Tandem Repeat, STR

Os STRs sdo regides nao codificantes do DNA constituidas por unidades de repeticéo de 2-
7 pb, variando em comprimento e composi¢cdo da unidade de repeticdo. Dos polimorfismos
conhecidos 0s STRs sdo os mais utilizados na identificacdo humana. De entre os STRs, 0s mais
utilizados na area de Genética Forense sdo os tri, tetra e pentanucleotidicos. (9,10)

Uma das principais razfes para a utilizacao preferencial dos STRs deve-se ao facto dos seus
alelos apresentarem tamanhos proximos, possibilitando a analise em multiplex, ou seja, a analise de
varios STRs em simultaneo. (9,10)

Outra razdo da sua utilizacdo é como sdo muito abundantes no genoma humano, tem elevado
grau de polimorfismo e como os alelos sdo de tamanho reduzido permite que sejam facilmente
analisados por técnicas de PCR. (9,10)

Os STRs utilizados na identificacdo humana, sdo selecionados tendo em conta varios
critérios, nomeadamente:

e Elevado poder discriminativo (superior a 0,9);

e Localizagdo em cromossomas distintos (heranca independente);

e Robustez e reprodutibilidade dos resultados;

e Baixa taxa de mutag&o;

e Reduzida formacéo de artefactos através de analise por eletroforese capilar;

e Tamanho dos alelos entre 90 pb-500 pb. (9,10)

Os STRs podem ser autossémicos ou sexuais, tendo em conta 0s cromossomas em que se

localizam. Normalmente, utiliza-se os cromossomas autossémicos para uma identificacdo individual,

mas se for necessario mais informacéo recorre-se aos cromossomas sexuais. O cromossoma Y é
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utilizado para definir a linhagem paterna em casos de paternidade, ou para identificar o sexo
masculino em casos criminais, nomeadamente em amostras mistura de casos como agressdes sexuais.
O cromossoma X é utilizado em casos de paternidade na auséncia do pretenso pai. (9,11)

J& existe varios kits comerciais que permitem a analise e estudo simultdneo dos STRs
utilizados pelo CODIS (Combined DNA Index System), em que fornecem uma mistura com varios
primers marcados com fluordforos distintos e outra mistura com os restantes componentes da PCR
(polimerase, cloreto de magnésio e desoxirribonucle6tidos trifosfato). Também fornecem os ladders

alélicos, sendo estes, misturas de alelos comuns da populacdo, para os STRs em questédo. (9,11)

2. Conceitos Basicos de Identificacao Genética

Para obter um perfil genético que permita a identificacdo genética é necessario proceder a
varias etapas, desde a recolha da amostra bioldgica a andlise do perfil genético obtido. Todas essas
etapas, procedimentos e pessoas que estiveram em contacto com a amostra, encontram-se
documentados de forma exaustiva na cadeia de custodia. (5)

Consoante o tipo de amostra é importante escolher procedimentos que tenham os cuidados
adequados ao tipo de material a ser processado, de forma a obter DNA de qualidade e com quantidade
suficiente para a obtencéo de um perfil completo. (5)

As etapas principais para a obtengédo de um perfil genético e posterior identificacdo genética
sdo: Extracdo, Quantificacdo, Amplificacdo e Analise dos Produtos Amplificados. No final, obtém-

se um eletroferograma com o perfil genético.

2.1. Cadeia de Custodia

A Cadeia de Custddia considera a preservacdo das amostras, de forma, a ser mantida a
autenticidade e integridade das amostras. Também é constituida pela documentacéo exaustiva das
diversas pessoas que estiveram em contacto com a amostra, desde a sua recolha até a obtencéo dos
resultados e também indica todos os processos laboratoriais realizados a essa amostra. Esta
documentacdo pode ser utilizada pelo tribunal para chamar os intervenientes a audiéncia. (9,10)

No local de recolha da amostra, o primeiro passo na cadeia de custddia, é a identificagdo da
amostra. Existem recomendagdes para a rotulagem adequada dos contentores. O passo seguinte,
corresponde ao acondicionamento das amostras nas embalagens apropriadas, consoante a natureza e

necessidades de preservagdo da amostra. (9,10)
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De seguida, a amostra tera de ser transportada até ao laboratdrio forense que ira proceder a
sua analise. E necessério que a amostra se faca acompanhar com o requerimento devido, em que
descreve a amostra, o tipo de analise solicitada, hora, data e local onde foi colhida, bem como outra
informacdo que seja relevante e que esteja associada a amostra. (10)

No laboratério é utilizado um cdédigo de barras ou um nimero de identificagdo para cada
amostra, para garantir a anonimizacdo das amostras durante o seu processamento laboratorial. No
INMLCEF, I.P. existem normas de selecdo, colheita e acondicionamento das amostras bioldgicas. (10)

Apos a rececdo das amostras € efetuado a confirmacgdo do material recebido, de acordo com
0 requerimento que a acompanha. Também se procede a descricdo pormenorizada do que foi
recebido, e do estado em que se encontra as amostras que foram recebidas. No Servico de Genética
e Biologia Forense ainda se descreve o aspeto das manchas ou outro tipo de amostras tendo em conta
a extensdo, cor, textura e localizacdo, se estas se encontrarem em pecas de vestuario. (10)

Nesta fase do processo é importante que seja realizada uma escolha criteriosa dos vestigios
que serdo analisados para garantir o sucesso da pericia e evitar analises desnecessarias. Muitas vezes,
para ajudar a selecionar o que devera seguir para analise e que tipo de analise devera ser realizada,
recorre-se a testes preliminares especificos, que permitem identificar, com algum grau significativo
de certeza, a presenga dos diferentes tipos de produtos bioldgicos (sangue, sémen e saliva). (10)

Por fim, na Cadeia de Custodia devera estar discriminado todo o percurso laboratorial das
amostras, indicando as analises que foram realizadas, data, hora, a pessoa que procedeu a essa analise,
bem como outra informacao que seja relevante. Isto é realizado até a obtencéo do resultado requerido,
podendo ser necessario proceder a repeticdo de algum processo para obter os resultados de acordo
com as expectativas indicadas nas requisicdes das pericias. (10)

Na Fig. 5 encontra-se esquematizado todo o processo que constitui a Cadeia de Custodia.

Chegada ao laboratdrio

*Anonimizago das amostras

Identificacdo e recolha da Acondicionamento da Transporte para o e e e i
amostra amostra laboratdrio recehidas
*Descricio das amostras recebidas
| |

Selecdo das amostras Analise das amostras Analise dos resultados ‘

Figura 5: Fluxograma das Cadeias de Custddia.
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2.2. Tipos de amostras

Na Genética Forense existem dois tipos principais de amostras: amostras de referéncia e
amostras problema.

As amostras de referéncia sdo amostras colhidas para fins de comparacdo, ou seja, séo
amostras que véo servir de referéncia para um determinado individuo. Dentro destas amostras,
normalmente, encontram-se amostras de base de dados de perfis de DNA, amostras de testes de
parentesco e amostras para identificacdo de restos cadavéricos. Estas amostras sdo colhidas,
geralmente, a individuos vivos, sendo normalmente, amostras de sangue ou de saliva. Se a colheita
for bem efetuada e a amostra devidamente armazenada, estas amostras apresentam, frequentemente,
quantidade e qualidade de DNA suficiente para um perfil genético completo. (10,12,13)

As amostras problema sdo amostras cuja identificacdo se pretende estabelecer, muitas vezes
por comparagdo com amostras de referéncia. S8o amostras, normalmente provenientes de vestigios
numa cena de crime, amostras colhidas em objetos, amostras colhidas em vitimas de crime, amostras
provenientes de restos cadavéricos (as vezes num estado avancado de decomposicao), entre outras
amostras. Estas amostras, geralmente apresentam pequenas quantidades de DNA, podendo conter
material genético de origem desconhecida, ou se encontrar degradado. Muitas vezes, devido ao
estado destas amostras e ao estarem sujeitas a fatores de degradacdo que promovem a fragmentacao
do DNA, néo é possivel obter um perfil genético. Estas amostras podem ser amostras de sangue,
saliva, fluidos sexuais, cabelos, tecidos moles (por exemplo, misculo), 0ssos, dentes, entre outros.
(10,12,13)

Estas amostras, ndo sdo analisadas em conjunto, sendo na maioria das vezes utilizadas
metodologias diferentes de extracdo. A quantificacdo das amostras é realizada dependendo do tipo

de amostras.

2.3. Extracao do DNA

Com o processo de extracdo do DNA pretende-se separar 0 material genético de outros
elementos celulares, como por exemplo proteinas, pois esses constituintes podem inviabilizar a
analise do DNA. (5)

A técnica de extragdo a ser utilizada depende de varios aspetos, nomeadamente o tipo de
amostra e a quantidade e qualidade do material genético que se pressupde que a amostra contém. (5)

No Servigo de Genética e Biologia Forense, utilizam-se diferentes tipos de metodologias de

extracdo, consoante o tipo de amostra utilizado. Recorre-se a extracdo com tampdo Prep-n-Go™
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quando se extrai amostras de referéncia de saliva, a extragdo com o kit PrepFiler Express™
automatizada no equipamento Automate Express™, quando se extrai amostras problema de sangue,
saliva, sémen, tecidos moles, etc e a extracdo com o kit PrepFiler Express BTA™ automatizada no
equipamento Automate Express™, quando se extrai amostras dificeis, como 0ssos, dentes e unhas.
Para amostras de referéncia de sangue, normalmente como sdo colhidas em papel FTA, recorre-se
ao método de amplificacdo direta, ndo sendo necessario um processo de extragdo. Quando isso ndo
se verifica recorre-se ao método Chelex® 100.

Para um mesmo tipo de amostra (sangue, saliva, ...) a metodologia utilizada é diferente
consoante se é amostra problema ou amostra de referéncia, devido a quantidade e qualidade de DNA
gue se pressupdem que a amostra contenha. Ou seja, no caso das amostras referéncia pressupdem se
gue ao ser bem executada a colheita e armazenamento da amostra, que estas, frequentemente,
apresentam quantidade e qualidade de DNA suficiente para um perfil genético completo, sendo por
isso, suficiente um método mais simples que permita a sua analise de forma, rapida e eficiente. Ja no
caso das amostras problemas, como normalmente apresentam quantidades reduzidas de DNA, podem
conter material genético de origem desconhecida, ou até se encontrar degradado, necessita de um
método mais rigoroso e eficiente para extrair a maior quantidade possivel de DNA.

Os processos de extracdo baseiam-se em duas etapas: uma primeira fase para a libertagdo do
DNA, atraves da rotura das membranas celulares e uma segunda fase para a purificacdo do DNA em
solucdo. (5)

O recurso ao tampdo Prep-n-Go™, permite extrair amostras de esfregacos bucais para
amplificacdo direta, permitindo assim, a analise de amostras de DNA de forma, mais rapida. Sendo
que basta adicionar o tamp&o Prep-n-Go™ Buffer & amostra juntamente com Agua Nuclease-Free e
aquecer a 90°C, de forma, a romper as membranas celulares e destruir as proteinas existentes, ficando
0 DNA isolado e em solucgdo. (14)

Os kits PrepFiler™ e PrepFiler™ BTA contém um tampdo de lise que possui detergentes,
como o Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), e sais caotrépicos como o tiocianato de guanidina (GUSCN),
que irdo promover a lise celular através da desnaturacdo das proteinas, libertando assim o DNA.
Também utilizam um agente redutor, ditiotreitol (DTT), de forma, a inativar as DNases, protegendo
assim o DNA. O kit PrepFiler™ BTA ainda recorrer ao uso de Proteinase K, uma protease endolitica
gue digere proteinas, pois € normalmente utilizado para extrair DNA de amostras de tecidos
calcificados, como osso e dente. (10,15)

Estes kits recorrem ainda a metodologias de extracdo solida, sendo que o substrato solido
utilizado é particulas magnéticas com polimeros incorporados. Com a utilizacdo de particulas
magnéticas, pretende-se que estas se liguem ao DNA existente na amostra e recorrendo a imas para

criar uma carga iénica apropriada, magnetizando essas particulas, fazendo com que estas fiquem
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“presas”. Assim é possivel efetuar lavagens para eliminar todos os componentes ndo ligados, em
solucéo, para que no fim, ao retirar-se o im4, fique apenas o DNA purificado em solucéo. (Fig. 6)
(16)

g

I (:_:D\ Particulas Magnéticas e =

Figura 6: Esquematizacdo do método de captura do DNA com particulas magnéticas. (17)

Este processo ocorre de forma automatizada com recurso ao equipamento Automate
Express™, em que todos os reagentes necessarios se encontram em cartdriges separados e
protegidos, sendo apenas abertos durante o processo de extracao, pelo equipamento, num ambiente
fechado, sendo descartados apds extracdo. Neste processo € utilizado apenas uma ponta por amostra
durante todo o tempo de extracdo (30 min.), reduzindo assim os residuos. Sendo o processo
automatizado, reduz o risco de contaminacao e de erro devido a intervencdo humana, para além que
aumenta a quantidade de amostras extraidas em menos tempo, pois é possivel extrair até 13 amostras
por equipamento. (16)

As vezes € necessario concentrar as amostras de DNA obtidas, para isso, recorre-se a um
processo de dialise e concentracdo, atraveés do uso, por exemplo, de filtros de microcentrifuga
Amicon® Ultra. (10)

O método que recorre a resina quelante Chelex 100, é um método rapido, mas pode necessitar
de concentrar o DNA antes de proceder a etapa seguinte. O Chelex atua como quelante de ies, como
0 magnésio. Dessa forma, compromete a atividade das nucleases, pois necessitam do magnésio para
desempenhar as suas fungdes. Estando as nucleases inativadas, o DNA fica protegido da degradagéo.
O processo esta dividido em duas fases: uma lavagem inicial para remocdo de contaminantes e
inibidores, como grupo heme e outras proteinas, seguida de aquecimento a 100°C para rotura das
membranas celulares e destruigcdo das proteinas celulares, libertando assim o DNA. Para obter o DNA
isolado, basta centrifugar, transferindo o sobrenadante para um novo tubo, podendo ser utilizado
diretamente na reacdo de amplificacdo. (5,10)

Apos a extracdo, as amostras problema sdo quantificadas, e a partir dos resultados obtidos

determina-se a quantidade de amostra a utilizar no processo de amplificacéo.

15



2.4. Quantificacdo do DNA

A etapa de quantificacdo € uma fase importante no processo de identificagdo genética, pois
permite determinar a quantidade de DNA disponivel para amplificacdo. Deve-se quantificar as
amostras problemas, pois a sua quantidade é muito variavel e algumas vezes reduzida.

No Servico de Genética e Biologia Forense, normalmente recorre-se ao kit de quantificacéo
Quantifiler® Trio DNA Quantification, pois permite a quantificacdo simultanea da quantidade total
de DNA humano e a quantidade de DNA humano de origem masculina presente na amostra. Para
determinar a quantidade de DNA recorre-se a técnica Real-Time PCR. (18)

Para a realizacdo desta técnica recorre-se a primers, que se ligam a sequéncias de interesse
da amostra de DNA. Os primers estdo ligados a sondas e quando estes se ligam ao DNA, a enzima
Taq polimerase vai permitir que o0 DNA seja amplificado, libertando assim a sonda, resultando na
emisséo de fluorescéncia devido ao fluorocromo que a constitui. A fluorescéncia vai ser medida por

um sistema 6tico, determinando a quantidade de DNA presente na amostra. (Fig.7) (5)
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Figura 7: Esquematizagdo do processo de amplificacdo do DNA e emissao de

Desnaturacio

fluorescéncia.

Para determinar a quantidade de DNA é necesséario proceder ao tracar de curvas de
calibracdo. Para realizar as curvas de calibracéo, recorre-se a uma serie de diluigdes a partir de um
DNA standard, incluido no kit. Como as concentra¢fes dos standards sdo conhecidas, as curvas de
calibragdo véo correlacionar a quantidade de DNA presente com a intensidade de fluorescéncia e

dessa forma, através de comparacéo, determina-se a quantidade de DNA presente nas amostras. (18)
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2.5. Amplificacdo do DNA

A amplificacdo do DNA ¢é recorrentemente realizada com recurso a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) em Genética Forense. Esta técnica permite, a partir de uma quantidade
inicial de DNA, gue na grande parte das vezes, ndo seria suficiente para a analise do perfil genético,
obter uma quantidade maior de DNA. (9)

A técnica de PCR consiste na amplificacdo enzimatica in vitro de um fragmento de DNA de
interesse (target). O processo consiste em trés fases que ocorrem em varios ciclos térmicos:
desnaturacdo, anneling e extensdo. A fase de desnaturacdo ocorre a cerca de 94°C e consiste na
separacdo da cadeia dupla de DNA. Na fase de anneling ocorre a hibridizacdo de dois primers, por
cada fragmento que se pretende amplificar, com as respetivas extremidades 3’ da cadeia dupla de
DNA, a cerca de 60°C. Por fim, a fase de extenséo é executada por uma polimerase (Taq polimerase),
a cerca de 72°C, formando assim novas copias das sequéncias de DNA de interesse. Para esta Ultima
fase é necessario adicionar as amostras, aquando da sua preparacdo para a amplificacdo por PCR,
dNTPs (nuclettidos necessarios a construcdo das novas cadeias de DNA), polimerase (Taq
polimerase), Cloreto de magnésio (MgCl,) e BSA (do inglés, bovine serum albumin). Todos estes

componentes, ja se encontram em mixs gque constituem os kits de amplificacdo. (Fig. 8) (9,19)
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Figura 8: Esquematizagdo da reacdo de amplificacdo por PCR.

A quantidade recomendada de DNA a utilizar com os kits de amplificagao, para que a reacéo
seja bem-sucedida € de 1,0ng de DNA. A partir dos resultados obtidos na etapa de quantificacao,
calcula-se o volume de amostra a adicionar & reacio ou se € necessario proceder a sua diluigdo. E
importante ter em atencdo isto, pois DNA em excesso ou em pouca quantidade, pode levar,

respetivamente, & formacéo de multiplos artefactos ou a perda de alelos no eletroferograma. (5)
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2.6. Analise dos Produtos Amplificados

Apos a etapa de amplificacdo, segue-se o Ultimo passo laboratorial, a analise dos produtos
amplificados. Para isso utiliza-se sequenciadores automaticos, que recorrem, a maioria das vezes, a
técnica de eletroforese capilar. Com a utilizagdo dos sequenciadores automaticos, 0s passos de
injecdo, separacdo e detecdo sdo completamente automatizados, podendo ser analisado Vvérias
amostras sem intervengédo do operador.

A técnica de eletroforese capilar tem por base a separacdo de moléculas através das
diferencas de velocidade de migracdo quando atravessam um campo elétrico. Essa diferenca de
velocidade deve-se ao facto de as moléculas apresentarem tamanhos diferentes, sendo que 0s
fragmentos de DNA mais pequenos movimentam-se mais facilmente através do polimero e, por isso,
sdo os primeiros a serem detetados. Como as moléculas de DNA sédo carregadas negativamente,
quando estas sao aplicadas no eletrélito, do qual atravessa uma corrente, as moléculas vao migrar do
polo negativo (catodo) para o polo positivo (anodo). Esta técnica necessita de pouca amostra, 0 que
é vantajoso na area da Genética Forense, pois, por vezes as amostras possuem quantidades reduzidas
de DNA. (19)

Durante a eletroforese, os fluorocromos, adicionados no passo de amplificacéo sdo excitados
por um laser e emitem fluorescéncia. Posteriormente, a fluorescéncia sera convertida num sinal
eletronico, proporcional ao nimero de fluorocromos existentes na amostra e a quantidade de luz que
emite. Por fim, os sinais sdo medidos em unidades relativas de fluorescéncia (RFU) por um software

adequando, formando os picos constituintes de um eletroferograma. (Fig. 9) (5,9)
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Figura 9: Esquematizagdo da técnica de eletroforese capilar.
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Na preparacao das placas para aplicar no sequenciador automatico, adiciona-se as amostras,
formamida, de forma, a facilitar o processo de injecdo, pois vai atuar como agente desnaturante,
diminuindo os niveis de sais, que iriam competir com 0 DNA no capilar, e vai desnaturar a dupla
cadeia de DNA. Agquando da preparacao das placas também é adicionado a todas as amostras o size
standard, que ao migrar juntamente com o DNA amplificado permite que o software determine o
tamanho dos fragmentos em pares de base. Isto é possivel, porque o software através dos tempos de
migracao dos fragmentos do size standard e sabendo 0s seus tamanhos, traga uma curva de calibracéo
e juntamente com o tempo de migragdo das amostras, determina o seu tamanho. (5)

Por fim, também ¢ adicionado em alguns pocos das placas, que ndo possuem amostra, 0
allelic ladder, em que os perfis de STRs s&o conhecidos, e através de comparagdo vai permitir

construir o perfil de DNA das amostras, na forma de eletroferograma. (5,9)
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Experiéncia Adquirida

1. Metodologias Laboratoriais Realizadas

Todos os procedimentos descritos em baixo foram realizados com todos os cuidados
necessarios, de forma, a prevenir contaminacdes. Para isso, todos 0s reagentes e amostras foram
manuseados com luvas e bata. Todas as amostras foram preparadas em camaras de UV, devidamente
descontaminadas antes e ap6s a sua utiliza¢do, eliminando assim, qualquer possivel vestigio de DNA

de preparac@es anteriores.

1.1. Extracao do DNA

Antes de recorrer aos diferentes kits de extracdo de DNA é necessario colocar as diferentes
amostras em tubos, para posterior adi¢do dos reagentes.

A Tabela 1 esquematiza 0 método utilizado para preparar as amostras para 0 processo de
extracdo de DNA.

Tabela 1: Metodologia de preparacdo das amostras para extragdo do DNA consoante o suporte

utilizado para a sua colheita.

Tipo de amostra Suporte/Estado da amostra Meétodo
Saliva Zaragatoa Bucal Corte da ponta da zaragatoa
Saliva/Sangue/Sémen Papel FTA Punchs 2 mm

: ) ) Corte de uma por¢do com
Saliva/Sangue/Sémen Tecido

25mm?

Osso/Dente Pé Pesar a quantidade necessaria
Unha Unha Corte da raiz da unha

’ ) Corte de uma por¢do com
Mdasculo Mdusculo

3x3%x5-mm?®
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1.1.1. Prep-n-Go™ Buffer

A técnica de extracdo de DNA com o tampdo Prep-n-Go™ é tipicamente utilizada para
amostras de saliva colhidas em zaragatoas bucais (Whatman® FTA® Omni Swab). O protocolo
utilizado, foi o que se encontra em vigor no Servico de Genética e Biologia Forense, da Delegacdo
do Norte, do INMLCF, I.P..

Apds colocar a amostra num tubo de 1,5mL, como descrito acima, adicionou-se 100uL de
Prep-n-Go™ Buffer (ThermoFisher - Applied Biosystems®) e 100uL de Agua Nuclease-Free. A cada
extracdo foi adicionado um controlo negativo de extracdo, contendo apenas os reagentes.

De seguida, ap6s as amostras terem sido agitadas no vortex durante 5-10seg., estas foram
colocadas num termobloco, pré-aquecido, a 90°C durante 20min.. Por fim, as amostras foram
identificadas e deixadas a arrefecer durante 20min. a temperatura ambiente, para posteriormente,

serem armazenadas no congelador.

1.1.2. PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction Kit

A técnica de extracdo de DNA com o kit PrepFiler Express™ é normalmente utilizada para
amostras problema, estando estas em varios tipos de suporte. O protocolo utilizado, foi o que se em
vigor no Servico de Genética e Biologia Forense, da Delegacdo do Norte, do INMLCF, I.P..

Esta metodologia consiste na conjugacao da lise celular promovida pelo tampéo de lise, com
a ligacdo das moléculas de DNA a um substrato magnético, que permitira posteriormente, a eluicdo
das moléculas de DNA purificadas e concentradas.

Apds a amostra ter sido colocada em colunas LySep™ Filter Column, como descrito acima,
preparou-se num tubo de Falcon® uma solucdo de lise. Essa solucdo de lise consiste em 500uL de
PrepFiler™ Lysis Buffer e 5uL Ditiotreitol (DTT) (1M) por amostra. De seguida, adicionou-se 500l
da solucdo de lise a cada amostra e colocaram-se as amostras a incubar no termobloco, pré-aquecido,
a 70°C, durante 40min., com agitacdo de 750rpm. A cada extragdo foi adicionado um controlo
negativo de extragdo, contendo apenas 0s reagentes.

No periodo em que as amostras se encontram a incubar, preparou-se 0 equipamento
AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System. Este equipamento, permite realizar os varios
passos do procedimento de extracdo de forma automatizada. Nomeadamente:

1) mistura do lisado com varios reagentes e com particulas magnéticas que se ligam ao
DNA,;
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2) separagdo das particulas magnéticas ligadas ao DNA, do lisado com tampdes de
lavagem, removendo assim possiveis inibidores;
3) eluicdo do DNA concentrado e purificado com o tampéo de eluigdo. (20)
Apos a incubacdo, centrifugou-se as amostras durante 2min. a 10.000xg. Este passo permite
separar o lisado do seu suporte (zaragatoa, papel, tecido, ...), ficando o lisado no fundo do tubo e o
suporte da amostra na coluna.
De seguida, colocou-se os tubos contendo o lisado no equipamento e procedeu-se a extragao,

tendo uma duragéo de +30min.. Por fim, identificou-se e armazenou-se as amostras no congelador.

1.1.3. PrepFiler Express BTA™ Forensic DNA Extraction Kit

A técnica de extracdo de DNA com o kit PrepFiler Express BTA™ é geralmente utilizada
para amostras de 0ssos e dentes. Os protocolos utilizados é os definidos pelo fabricante do kit. (21)

Como a extracdo com o kit PrepFiler Express™, esta metodologia, também consiste na
conjugacdo da lise celular, com a ligacdo das moléculas de DNA a um substrato magnético,
permitindo assim a eluicdo das moléculas de DNA purificadas e concentradas.

Tendo em conta o grau de complexidade de extracdo de DNA em quantidade e qualidade
suficiente, o fabricante do kit prop6e 4 protocolos (Protocolo 1, Protocolo 2, Protocolo 3 e Protocolo
4), em que diferem entre si, na quantidade de cada reagente do kit e de amostra a utilizar. Em dois
dos protocolos (Protocolo 2 e Protocolo 4) sdo necessarios passos extra, de forma, a concentrar as
amostras de DNA obtidas. No processo de validacdo recorreu-se aos quatro protocolos, propostos
pelo fabricante. (22)

Primeiro comegou-se por colocar no tubo PrepFiler™ Bone and Teeth Lysate Tube a
guantidade necessaria de amostra para realizar a extracdo. A Tabela 2 indica as quantidades

utilizadas de cada tipo de amostra de acordo com cada protocolo. (21)

Tabela 2: Quantidade de amostra necessaria para o processo de extracao, de acordo com o protocolo
utilizado. (21,22)

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4

Amostras Amostras Amostras Amostras
Faceis Dificeis Dificeis Muito Dificeis
P6 de Osso (mg) 50 50 x 4 aliquotas 150-200 50 x 4 aliquotas
P6 de Dente (mg) 50 50 x 4 aliquotas 150-200 50 x 4 aliquotas
Unha (mm?) 25 25 x 4 aliquotas 75 25 x 4 aliquotas
Musculo (mm?) 25 25 x 4 aliquotas 75 25 x 4 aliquotas




De seguida, preparou-se a solucdo de lise para cada um dos protocolos num tubo de Falcon®.
As quantidades de reagentes utilizada para cada um dos protocolos encontra-se descrita na Tabela
3. A cada tubo PrepFiler™ Bone and Teeth Lysate Tube foi colocado o volume de solugéo de lise
indicado para cada protocolo. A cada extracdo foi adicionado um controlo negativo de extracéo,
contendo apenas 0s reagentes. (22)

Tabela 3: Quantidade de cada um dos reagentes da solugéo de lise a adicionar por amostra de acordo

com o protocolo utilizado. (22)

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
Amostras Amostras Amostras Amostras
Féceis Dificeis Dificeis Muito Dificeis
PrepFiler BTA™
) 220 220 660 220
Lysis Buffer (uL)
Proteinase K (uL) 7 7 21 14
DTT (1M) (uL) 3 3 9 6
Volume Total (pL) 230 230 690 240

Agitou-se as amostras no vortex durante 5-10seg., e de seguida, todas as amostras,
independentemente do protocolo a que correspondem, ficaram a incubar durante 2 horas, a 56°C,
com agitacdo de 1.100rpm, no termobloco. Apds o periodo de incubacdo, centrifugou-se todas as
amostras durante 1min. a 10.000xg.

Transferiu-se o sobrenadante para um tubo PrepFiler ™ Sample Tube tendo o cuidado de
evitar o contacto com o sedimento, evitando assim, a existéncia de particulas de p6 na amostra que
pudessem prejudicar o processo de extracdo automatizado. Também se verificou que o volume
transferido era o indicado para cada protocolo, para evitar a formagdo de bolhas no processo de

extracdo automatizado. O volume indicado para cada protocolo, encontra-se estipulado na Tabela 4.

Tabela 4: Volume de sobrenadante utilizado no processo de extracdo automatizada de acordo com

o0 protocolo utilizado.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
Amostras Amostras Amostras Amostras
Faceis Dificeis Dificeis Muito Dificeis
Volume de
sobrenadante (uL) 200 200 500 200
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No periodo em que as amostras se encontram a incubar, preparou-se o0 equipamento
AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System. Este equipamento, permite realizar os varios
passos do procedimento de extracdo de forma automatizada. (20)

Colocou-se os tubos contendo o sobrenadante no equipamento e iniciou-se 0 processo de
extracdo automatizada que tem a duragdo de +30min..

Apo6s os 30min. as amostras correspondentes ao Protocolo 1 e 3 foram identificadas e
armazenadas no congelador. As amostras associadas ao Protocolo 2 e 4 seguem para 0 passo de
concentragio da amostra de DNA. Para isso, recorre-se aos filtros Amicon® Ultra 0.5mL 100k. (22)

Como no Protocolo 2 e 4 preparou-se 4 aliquotas, adicionou-se 0 volume obtido nas 4
aliquotas num unico filtro Amicon® Ultra-0.5, inserido num tubo de microcentrifuga, obtendo assim
cerca de 200pL de amostra. De seguida, coloca-se a centrifugar durante 8min. a 14.000xg. (23)

Posteriormente, retirou-se o filtro e virou-se ao contrario para um novo tubo de
microcentrifuga (como indicado na Fig.10), e voltou-se a centrifugar durante 2min. a 1.000xg,
obtendo um volume final 10-20uL. Por fim, identificou-se e armazenou-se as amostras no

congelador. (23)

o/

Separar o0 dispositivo Vire o dispositivo ao contrario
do tubo para um tubo limpo

Figura 10: Representacdo grafica do passo de preparacdo da recolha do DNA concentrado. (23)

1.2. Quantificacao do DNA

1.2.1. Quantifiler™ Trio DNA Quantification Kit

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada com o kit Quantifiler™ Trio DNA
Quantification. O protocolo utilizado foi 0 que se encontra em vigor no Servico de Genética e

Biologia Forense, da Delegacéo do Norte, do INMLCF, I.P..
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Primeiro preparou-se os standards para o tracar da curva de calibracdo, em tubos de
microcentrifuga devidamente identificados. Para isso, fez-se uma serie de diluicbes com 5
concentracfes distintas, como descrito na Tabela 5. Entre cada diluigdo agitou-se o standard no
vortex durante 5-10seg..

Tabela 5: Serie de diluicOes para preparacédo dos Strandards.

Standard CO?;ZZ[/'I;;%QQO Volumes d';ﬁ?ggo
1 50 5uL DNA Dilution Buffer + 5uL DNA Standard 2X
2 5 5uL Standard 1 + 45uL DNA Dilution Buffer 10x
3 0,5 5uL Standard 2 + 45uL DNA Dilution Buffer 10x
4 0,05 5uL Standard 3 + 45uL DNA Dilution Buffer 10x
5 0,005 5uL Standard 4 + 45uL DNA Dilution Buffer 10x

De seguida, num tubo de 2mL, preparou-se uma solucdo de mistura com 10uL/amostra de
Quantifiler™ THP PCR Reaction Mix e 8ul/amostra de Quantifiler™ Trio Primer Mix. ApOs a
adicdo dos reagentes, agitou-se a solucdo de mistura no vortex e adicionou-se 18uL a cada po¢o da
Optical 96-Well Reaction Plate a ser utilizado com standards, amostras e controlos. A cada
guantificacdo adicionou-se um controlo negativo contendo apenas a solucdo de mistura e dois
controlos positivos com concentragfes diferentes (0,1ng/uL e 2,0ng/uL).

Adicionou-se 2uL de standard, amostra e controlo, no pogo com a coordenada que lhe
corresponde. Tapou-se a placa com uma pelicula adesiva Optical Adhesive Film e com o auxilio de
um utensilio apropriado.

Por fim, colocou-se a placa no equipamento 7500 Real-Time PCR System e obteve-se 0s

resultados recorrendo ao software HID Real-Time PCR Analysis Software versao 1.2.

1.3. Amplificacio do DNA

A amplificacdo de DNA foi realizada, para as primeiras duas validacGes, apenas com o kit
GlobalFiler™, Para a Gltima validagdo com o kit GlobalFiler™, com o kit PowerPlex® Fusion 6C e
com o kit YFiler™ Plus. Em todas as amplificacdes realizadas, o protocolo utilizado foi o atualmente
aplicado no Servigo de Genética e Biologia Forense, da Delegacdo do Norte, do INMLCF, I.P. de

acordo com cada kit de amplificacéo.
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1.3.1. GlobalFiler™PCR Amplification Kit

Este kit de amplificacdo é um dos mais utilizado devido ao seu grande poder de
discriminacdo, pois € constituido por 24 marcadores, e por isso, foi utilizado em todas as validacoes.
Este kit permite amplificar 22 STRs (D3S1358, VWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179,
D21S11, D18S51, DYS391, D2S441, D19S433, THO1, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317,
D7S820, SE33, D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S1338) em conjunto com a amelogenina e 0 Y
Indel. (24)

Comeca-se por preparar uma mistura que contém 3,75uL/amostra de GlobalFiler™ Master
Mix e 1,25uL/amostra de GlobalFiler™ Primer Set. De seguida, adiciona-se 5uL da mistura a cada
tubo MicroAmp® Reaction tubes a ser utilizado.

Através dos resultados da quantificacdo, foi definida a quantidade de DNA que deve ser
adicionada a reacdo de amplificacdo, de forma, a perfazer um input de 1ng/uL. Quando necessario,
adicionou-se low TE (10mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 8.0) até perfazer um volume de 12,5uL.

A cada reacdo de amplificacdo foi adicionado um controlo positivo (5L de mistura + 5uL
de DNA Control 007 (0,1ng/uL) + 2,5uL de low TE) e um controlo negativo (SuL de mistura +
7,5uL de low TE).

Selou-se com MicroAmp® Caps e colocou-se num termociclador GeneAmp® PCR System
9700, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit, utilizando o programa de 26 ciclos.

Na Tabela 6 encontra-se especificado as condi¢des do programa de PCR.

Tabela 6: Condicdes do programa de PCR utilizado para o kit GlobalFiler™. (24)

26 ciclos _ :
Incubacéo i Extenséo Final Final
Desnaturagdo Annealing
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C
1 minuto 10 segundos 90 segundos 10 minutos o0

1.3.2. PowerPlex® Fusion 6C System

Este kit de amplificacdo também é bastante discriminativo, sendo constituido por 27
marcadores. Este kit permite amplificar 26 STRs (D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248,
D13S317, Penta E, D16S539, D18S51, D2S1338, CSF1PO, Penta D, THO1, VWA, D21S11,
D7S820, D5S818, TPOX, D8S1179, D12S391, D19S433, SE33, D22S1045, DYS391, FGA,

DYS576, DYS570) em conjunto com a amelogenina. Como parte dos loci analisados s&o em comum
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com o kit GlobalFiler™ isso permite aumentar o grau de confianca dos resultados obtidos, para além
de aumentar a informagéo sobre o perfil de DNA das amostras. Sendo esse aspeto importante, quando
se trata de amostras de restos cadavéricos, em que € dificil obter um perfil completo. (25)

Comeca-se por preparar uma mistura que contém 2,5uL/amostra de PowerPlex® Fusion 6C
5X Master Mix e 2,5uL/amostra de PowerPlex® Fusion 6C 5X Primer Pair Mix. De seguida,
adiciona-se 5uL da mistura a cada tubo MicroAmp® Reaction tubes a ser utilizado.

A partir dos resultados da quantificacdo, definiu-se a quantidade de DNA a adicionar a reacéo
de amplificacdo, perfazendo um input de 1ng/uL. Quando necessario, adicionou-se Water,
Amplification Grade até perfazer um volume de 12,5pL.

A cada reacdo de amplificacdo foi adicionado um controlo positivo (5L de mistura + 1uL
2800M Control DNA (10ng/uL) + 6,5uL de Water, Amplification Grade) e um controlo negativo
(5uL de mistura +7,5uL de Water, Amplification Grade).

Selou-se com MicroAmp® Caps e colocou-se num termociclador GeneAmp® PCR System
9700, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit, utilizando o programa de 26 ciclos.

Na Tabela 7 encontra-se especificado as condi¢des do programa de PCR.

Tabela 7: CondicGes do programa de PCR utilizado para o kit PowerPlex® Fusion 6C System. (25)

26 ciclos _ :
Incubacédo _ . Extenséo Final Final
Desnaturacao Annealing
96°C 96°C 60°C 60°C 4°C
1 minuto 5 segundos 1 minuto 10 minutos o0

1.3.3.  YFiler™ Plus PCR Amplification Kit

Este kit de amplificacdo permite identificar 25 Y-STRs (DYS576, DYS3891, DYS635,
DYS3891l, DYS627, DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4, DYS448, DYS391, DYS456,
DYS390, DYS438, DYS392, DYS518, DYS570, DYS437, DYS385 a/b, DYS449, DYS393,
DYS439, DYS481, DYF387S1, DYS533). Como todos os loci analisados sdo do cromossoma Y,
permite tracar um perfil desse cromossoma. Isso € importante, pois pode ser utilizado para a
identificagdo de restos cadavéricos, que por norma, sdo amostras em que o0 DNA ja se encontra
degradado, pois o cromossoma Y, devido ao seu tamanho reduzido, dura mais tempo sem ser
degradado. Também permite a identificacdo através de amostras de referéncia de familiares diretos

do sexo masculino, na auséncia de amostras de referéncia da pessoa que se pretende identificar. (26)
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Primeiro preparou-se uma mistura que contém 5,0pL/amostra de YFiler Plus™ Master Mix
e 2,5uL/amostra de YFiler Plus™ Primer Set. Adiciona-se 7,5uL da mistura a cada tubo MicroAmp®
Reaction tubes a ser utilizado.

Com os resultados da quantificacdo, calculou-se a quantidade de DNA a adicionar a reacao
de amplificacdo, de forma a ter input de 1ng/uL. Quando necessario, acrescentou-se Water,
Amplification Grade até obter um volume final de 12,5uL.

Adicionou-se a reacao de amplificacdo um controlo positivo (7,5uL de mistura + 1uL DNA
Control 007 (2,0ng/uL) + 4uL de Water, Amplification Grade) e um controlo negativo (7,5uL de
mistura +5uL de Water, Amplification Grade).

Por fim, selou-se com MicroAmp® Caps e colocou-se num termociclador GeneAmp® PCR
System 9700, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit, utilizando o programa de 26

ciclos. Na Tabela 8 encontra-se especificado as condi¢des do programa de PCR.

Tabela 8: Condigdes do programa de PCR utilizado para o kit YFiler™ Plus. (26)

26 ciclos _ :
Incubacéo : Extensé&o Final Final
Desnaturacao Annealing
95°C 94°C 61,5°C 60°C 4°C
1 minuto 4 segundos 1 minuto 22 minutos 0

1.4. Analise dos Produtos Amplificados

Ap0s o processo de amplificacdo é necessario que 0s produtos obtidos sejam separados e
posteriormente, analisados, permitindo assim a distingdo entre alelos e a obtencdo de um perfil
genético. Para separar os produtos obtidos, recorre-se a eletroforese capilar no sequenciador 3500
Genetic Analyser.

O protocolo utilizado é o aplicado pelo Servigo de Genética e Biologia Forense, da
Delegacdo do Norte, do INMLCEF, I.P.. Para os trés kits de amplificacdo o protocolo, nesta etapa, é
bastante idéntico, deferindo apenas nos reagentes que sao adicionados.

Comegou-se por preparar uma mistura de reagentes num tubo de 2mL, de acordo com a

informacéo apresentada pela Tabela 9.
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Tabela 9: Preparacdo da mistura de reagentes a utilizar na eletroforese capilar de acordo com cada
kit. (24-26)

Quantidade Tipo de . B Kit Powerplex® Kit YFiler™
(uL/amostra) reagente el SllEs Fusion 6C Plus
12,5 Hi-Di™ formamide
0,5 Size Standard 600 LIZ™ WEN ILS 500 600 LIZ™

De seguida, a cada pogo da MicroAmp Optical 96-Well Reation Plate a ser utilizado,
transferiu-se 13uL da mistura preparada especificamente para cada kit e 1L do produto amplificado
ou do Ladder Alélico especifico para cada kit.

A placa foi colocada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 para as amostras serem
desnaturadas a 95°C durante 3min., sendo logo de seguida aplicadas no sequenciador automatico
3500 Genetic Analyser.

A analise dos resultados obtidos foi feita com recurso ao software GeneMapper™ ID-X

Software, versdo 1.4.

2. Colaboracao no Processo de Validacao

2.1. Validacio do kit de Extracio de DNA PrepFiler Express™ em

Amostras de Referéncia

No Servigo de Genética e Biologia Forense as metodologias validadas e utilizadas para a
extracdo de DNA de amostras de referéncia séo, a utilizacdo do tampéo Prep-n-Go™ Buffer para
amostras de referéncia de saliva e amplificacdo direta, através de punch adicionando assim as
amostras de sangue em papel FTA (Whatman® FTA® Card) diretamente na reagdo de amplificacéo.

Com esta validagao, pretendeu-se demonstrar que o kit de extragdo de DNA PrepFiler
Express™, também permite extrair essas mesmas amostras de DNA, obtendo perfis genéticos com a
gualidade com que se obtém com as metodologias anteriormente validadas.

Para realizar esta validacdo, recorreu-se a amostras de sangue j& utilizadas em pericias
anteriores, sendo que se utilizou amostras de sangue de testes de paternidade e amostras de sangue
de referéncia para restos cadavéricos, em papel FTA (Whatman® FTA® Card). Também se utilizou
amostras de saliva colhidas voluntariamente através de zaragatoas bucais (Whatman® FTA® Omni

Swab) fazendo uma raspagem da mucosa bucal a familiares. De forma a garantir a qualidade dos
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resultados, também se extraiu 0 DNA de amostras de sangue de Materiais de Referéncia Certificados
(MRC). Nenhuma das amostras utilizadas foi colhida ou utilizada sem o consentimento prévio. De
forma, a garantir a anonimizacdo das amostras, foi atribuido um codigo a todas amostras, sendo este
utilizado ao logo de todo o processo de validacéo.

As amostras de controlo de qualidade e as amostras de testes de paternidade apenas se extraiu
o DNA com o kit PrepFiler Express™, sendo os resultados obtidos para as amostras de paternidade
comparados com os resultados obtidos anteriormente por amplificagdo direta.

As amostras de referéncia para restos cadavéricos e as amostras de saliva foram extraidas
com o tamp&o Prep-n-Go™ Buffer e com o kit PrepFiler Express™, sendo os resultados obtidos para
ambos os kits comparados entre si.

Todas as amostras foram amplificadas com o kit GlobalFiler™ e procedidos a analise dos
produtos amplificados. N&o foi necessario realizar a etapa de quantificacdo, porque todas as amostras
tém caracter de amostras de referéncia e como tal foi considerado que todas elas continnham DNA em

guantidade e qualidade suficiente para prosseguir com a amplificacao.

2.2. Validacio do kit de Extracido de DNA PrepFiler Express BTA™

em Amostras Dificeis

No Servico de Genética e Biologia Forense, 0 DNA é extraido nas amostras problemas de
sangue, saliva e fluidos vaginais, com recurso ao kit PrepFiler Express™, sendo que esta
metodologia ja se encontra validada.

Com esta validacdo, pretendeu-se demonstrar que extraindo o DNA, destas mesmas
amostras, mas com recurso ao kit PrepFiler Express BTA™ com o protocolo proposto para amostras
faceis, se obteria perfis genéticos, com a qualidade com que se obtém extraindo com o kit PrepFiler
Express™.

Para esta validagdo recorreu-se a amostras de referéncia de sangue de testes de paternidade
e amostras de sangue de referéncia para restos cadavéricos, sendo as mesmas que se utilizou na
validacdo anterior. Também se recorreu a amostras de saliva colhidas voluntariamente através de
zaragatoas bucais (Whatman® FTA® Omni Swab) fazendo uma raspagem da mucosa bucal a
familiares. De forma, a garantir a qualidade dos resultados, também se extraiu 0 DNA de amostras
de sangue de Materiais de Referéncia Certificados (MRC). Para simular as amostras problemas que
muitas vezes surgem em pericias criminais, aproveitou-se amostras de sangue, saliva e sémen, em
tecidos, de trabalhos anteriores, sendo os tecidos de varios tipos, como ganga, 1, poliéster, etc. Para

0 mesmo tecido existia mancha de sangue, mancha de saliva e mancha de sémen, tendo cada uma
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das amostras trés versdes, manchas originais, lavagem com detergente e lavagem com lixivia.
Nenhuma das amostras utilizadas foi colhida ou utilizada sem o consentimento prévio. De forma, a
garantir a anonimizacgdo das amostras, foi atribuido um cédigo a todas amostras, sendo este utilizado
ao logo de todo o processo de validagéo.

De forma, a avaliar a sensibilidade do método, também se utilizou manchas de sangue, saliva
e sémen em papel FTA (Whatman® FTA® Card), sendo que se utilizou para cada material bioldgico
uma serie de dilui¢bes: Original, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000, 1:5000 e 1:10.000. Estas amostras
também foram reaproveitadas de trabalhos anteriores.

Também se procedeu a avaliacdo da reprodutibilidade do método através de varias extracoes
das amostras de sangue de referéncia para restos cadavéricos em dias diferentes, de forma, a
demonstrar que obtém-se sempre quantidades idénticas de DNA para uma mesma amostra.

Todas as amostras foram extraidas com o kit PrepFiler Express™ e com o kit PrepFiler
Express BTA™, quantificadas com o kit Quantifiler™ Trio, e tendo em conta os resultados obtidos
na quantificagdo, foram amplificadas com o kit GlobalFiler™ e procedida & sua analise dos produtos
amplificados.

Para todas as amostras, comparou-se os resultados obtidos, na etapa de quantificacdo e na
analise dos produtos amplificados, das amostras extraidas com o kit PrepFiler Express™ com os
resultados obtidos, nas mesmas etapas, para as amostras extraidas com o kit PrepFiler Express
BTA™,

2.3.  Validacio do kit de Extracido de DNA PrepFiler Express BTA™

em Amostras de Restos Cadavéricos

No Servico de Genética e Biologia Forense, 0 DNA de amostras provenientes de cadaveres
e restos cadavéricos, é extraido com recurso ao kit PrepFiler Express BTA™. Como tal foi necessario
proceder a validacdo do método, bem como a validagdo da utilizagdo deste método para amostras
provenientes de restos cadavéricos.

Para esta validagdo recorreu-se a amostras de 0ssos, dentes, unhas e musculo de pericias
anteriores para identificagdo de cadaveres e restos cadavéricos. As amostras de 0ssos e dentes, como
jatinham sido utilizadas anteriormente, ja se encontravam em pd, nao tendo sido necessario proceder
a sua preparacdo, podendo ser logo extraido o DNA. De forma, a garantir a anonimizacéo das
amostras, foi atribuido um c6digo a todas amostras, sendo este utilizado ao logo de todo o processo

de validagdo.
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Todas as amostras foram extraidas com o kit PrepFiler Express BTA™. As amostras de 0sso,
musculo e uma das amostras de dente foram extraidas com os 4 protocolos propostos. Uma das
amostras de dente, como ndo tinha quantidade suficiente, foi apenas extraida com o Protocolo 1. As
amostras de unhas, como eram 4 Protocolos e 4 amostras diferentes, foi extraido por protocolo uma
amostra diferente, ou seja, Unha 1 extraiu-se com o Protocolo 1, Unha 2 com o Protocolo 2, Unha 3
com o Protocolo 3 e Unha 4 com o Protocolo 4.

Todas as amostras foram quantificadas com o kit Quantifiler™ Trio e tendo em conta os
resultados para o DNA humano e DNA masculino obtidos foram amplificadas com os Kkits
GlobalFiler™, PowerPlex® Flusion 6C e YFiler™ Plus. Posteriormente, procedeu-se a analise dos
produtos amplificados.

Os resultados da quantificacdo obtidos para as amostras extraidas, com os 4 protocolos,
foram comparados entre si. No caso dos resultados obtidos para a analise de fragmentos, ou seja, 0s
perfis genéticos obtidos, procedeu-se a trés comparacOes distintas, para cada uma das amostras:

e Comparou-se para um mesmo kit de amplificacdo, os resultados obtidos com os 4

protocolos de extracéo;

e Comparou-se para um mesmo protocolo de extracdo, os resultados obtidos para cada um

dos kits de amplificacéo;

e Comparou-se 0s resultados obtidos, com os perfis obtidos durante a pericia de

identificacdo de cadaver ou restos cadaveéricos.
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Discussao e Conclusao

Durante o periodo de estagio, procedeu-se a varios processos de validagdo, sendo descrito e
discutido a parte laboratorial associada. Nas validacdes recorreu-se a metodologias de extracdo de
DNA distintas, tendo se comparado os resultados obtidos, com as diferentes metodologias, para as
mesmas amostras.

Na primeira validagdo, extraiu-se 0 DNA das amostras de referéncia de saliva com o tampao
Prep-n-Go™ Buffer e com o kit PrepFiler Express™. A metodologia que recorre ao uso do tampéo
Prep-n-Go™ Buffer permite obter o DNA das amostras, para posterior analise, de uma forma mais
rapida e facil, mas como ndo requer a filtracdo da amostra, de forma, a retirar o suporte da amostra,
faz com que a amostra extraida contenha algumas impurezas. Ja isso ndo ocorre na metodologia que
recorre ao kit de extragdo de DNA PrepFiler Express™, pois ap6s a reacdo de lise, as amostras sdo
centrifugadas, fazendo com que o lisado atravesse uma coluna, separando assim, o lisado do suporte
da amostra. Também na metodologia com o kit de extracdo PrepFiler Express™, como os ultimos
passos ocorrem de forma automatizada e recorrendo a particulas magnéticas, isso torna-o um método
mais vantajoso, pois reduz os erros originados pelo operador e obtém uma amostra com menos
impurezas e inibidores da reacdo de PCR. Isso também é observado nos eletroferogramas obtidos
para cada um dos Kits, pois os obtidos para as amostras extraidas com o kit PrepFiler Express™
encontravam-se mais “limpos”. A desvantagem da utilizagdo do kit PrepFiler Express™ é que é um
método mais demorado, uma metodologia ligeiramente mais complexa e requer o0 uso de
equipamentos, que por si s, tem custos inerentes, para além que requer o uso de muito material de
uma s0 utilizacdo, sendo descartado apds utilizacao.

Na segunda validacdo, extraiu-se o DNA de amostras de referéncia de sangue, sémen e saliva
e amostras de sangue, sémen e saliva em tecido (simulacdo de amostras problema de pericias
criminais) com o kit PrepFiler Express™ e com o kit PrepFiler Express BTA™. A metodologia para
cada um dos kits € muito idéntica, sendo que as maiores diferencas € que com o kit PrepFiler Express
BTA™ ¢é necessario adicionar um reagente extra (Proteinase K) a reacdo de lise e que esta é muito
mais demorada. Para ambos os kits a quantidade de DNA obtido para a mesma amostra é semelhante,
assim como a quantidade de alelos identificados nos eletroferogramas obtidos e a exatiddo com que
eram identificados, sendo que os alelos identificados, quando para 0 mesmo STR, eram iguais para
ambos os kits de extracdo. Ou seja, os kits sdo muito semelhantes sendo apenas desvantajoso a
utilizacdo do kit PrepFiler Express BTA™ porque requer mais tempo, obtendo no final resultados
analogos ao kit PrepFiler Express™.

Na ultima validacgdo, extraiu-se 0 DNA de amostras de restos cadavéricos com 4 protocolos

propostos pelo fabricante para o kit PrepFiler Express BTA™, como descrito no tépico relativo a este
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kit, no capitulo “Experiéncia Adquirida”. Os 4 protocolos apresentam algumas diferengas na sua
metodologia, nomeadamente, na quantidade de cada reagente que é adicionada, a quantidade de
amostra, 0 nimero de aliquotas, o tempo da reacdo de lise e a necessidade ou ndao de proceder a
concentracdo das amostras. O Protocolo 4 foi desenvolvido com o intuito de extrair o DNA de
amostras muito dificeis e para tal necessita de mais quantidade de cada reagente, de uma maior
quantidade de amostra, pois é necessario realizar pelo menos 4 aliquotas para posteriormente, se
puder proceder a sua concentracdo. Este protocolo também pode necessitar um maior tempo de
reacdo de lise, podendo ficar a reagir overnight. Mesmo apresentando desvantagens, como a
necessidade de mais reagentes e de amostra, a necessidade de passos extra para concentrar as
amostras e requerer de mais tempo, o Protocolo 4 é vantajoso porque permite obter eletroferogramas
com mais alelos identificados, para os 3 kits de amplificacdo. Ja o Protocolo 1, é o oposto do
Protocolo 4 pois, necessita de menos reagentes, menos amostra e menos tempo de reacdo de lise,
para além de ndo ser necessario concentrar as amostras, mas em termos de resultados no
eletroferograma é o que apresenta menos alelos identificados. Os Protocolos 2 e 3, sdo equivalentes
entre si e considerando os aspetos mencionados, sdo um intermédio entre o Protocolo 1 e o Protocolo
4. Resumindo, os 4 protocolos tém as suas vantagens e desvantagens e por isso, é importante antes
de proceder a extracdo do DNA das amostras, selecionar qual dos protocolos, melhor se adequa as
amostras que se pretende extrair o DNA. Por exemplo, se a amostra que se pretende extrair é um
0ss0 e contém quantidade suficiente para se extrair com o Protocolo 4, € preferivel estd opcdo, pois
0s 0ss0s, sdo considerados amostras dificeis. Por outro lado, se a amostra for uma unha, do qual se
verificou que com todos os protocolos se obteve bons resultados (quando estas ndo se encontravam
bastante degradadas), é suficiente extrair com o Protocolo 1.

Durante a realizacdo das validacdes ficou evidente a existéncia e o cumprimento de todas as
normas que permitem uma boa gestdo e controlo de qualidade, do Servigo de Genética e Biologia
Forense. Também foi notorio a implementacdo de cuidados para garantir a protecdo dos dados
associados as amostras, desde a sua anonimizagéo, através da atribuicdo de um numero a cada uma
das amostras, que servira para as identificar ao longo de todo o processo de analise. Outro aspeto que
demonstra os cuidados aplicados para garantir a prote¢do da informacéo e das pessoas associadas as
amostras, € a necessidade de todas as pessoas com autorizagdo para realizar estagio ou estudos de
investigacdo, assinem um termo de responsabilidade onde garantam o completo sigilo de toda a
informacdo a que poderdo ter acesso, associada a alguma pericia. Outro aspeto positivo a salientar, é
a boa organizacéo do Servigo de Genética e Biologia Forense, da Delegacdo do Norte, sendo isso
observado, na arrumagcao e identificacdo de todos os materiais, equipamentos e reagentes; no facto
de ser atribuido a cada profissional determinadas fungGes; no cuidado em registar todo o material

aberto, utilizado, e acabado na preparacdo das amostras; entre outras coisas.
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Este Estagio Curricular permitiu acompanhar o dia a dia do Servico de Genética e Biologia
Forense, realizar uma grande parte das metodologias utilizadas, acompanhar todos 0s passos
associados a analise das amostras, desde a sua extragdo, a analise dos seus fragmentos, para além de
melhorar os conhecimentos tanto tedricos como praticos na area da Genética Forense. O estagio
também permitiu desenvolver soft skills como a comunicagdo e postura junto de colegas de trabalho
e superiores hierarquicos e a responsabilidade e rigor a ter, ao proceder ao processamento e analise
dos resultados das amostras. O estagio também permitiu aprender como trabalhar com softwares de
analise como o HID Real-Time PCR Analysis Software e GeneMapper ID-X Software, permitiu
trabalhar com equipamentos como sequenciadores, robds de extracdo automatizada e equipamentos
para Real-Time PCR.

Em retrospetiva a experiéncia destes 9 meses a estagiar no Servico de Genética e Biologia
Forense foi bastante enriquecedora, sendo uma mais-valia para o curso, pois permite complementar

os conhecimentos lecionados.
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