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{ Introducao }

A analise de marcadores genéeticos do tipo STR (short tandem repeat) € uma das metodologias mais utilizadas em pericias no ambito da genética
forense. Para além do estudo de marcadores autossomicos, também o estudo de marcadores do cromossoma Y € muito frequente, tendo estes
especial importancia nao s6 em pericias de agressao sexual, como tambéem em pericias de identificacao genética individual e no ambito da
investigacao biologica de parentesco.

A necessidade de resolver as pericias de forma céle
realizarem no menor tempo possivel, nunca compro

re, torna fundamental que os procedimentos laboratoriais sejam otimizados no sentido de se
metendo os resultados obtidos. Nesse sentido, os kits comerciais de amplificacao de STRs tém

sido aperfeicoados de forma a poderem ser utilizac

0s sem necessidade prévia de uma extracao de ADN. Atualmente, o kit Yfiler® Plus (Applied

Biosystems) € o mais utilizado na obtencao de haplotipos do cromossoma Y no SGB
Sul do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses), permitindo a am

--S (Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacao do
olificacao simultanea de 27 Y-STRs (short tandem repeats do

cromossoma Y).

Para que uma nova metodologia possa ser aplicada na rotina laboratorial do SGBF-S, € imperativo proceder a sua validacao interna para determinar
a sua eficacia e reprodutibilidade, de modo a que possa ser aplicada na casuistica forense. Assim, o presente trabalho revela os primeiros
resultados obtidos no SGBF-S relativamente a amplificacao direta de manchas de sangue com Yfiler® Plus PCR Amplification Kit.

E Metodologia }

Foram selecionadas 22 amostras (manchas de sangue) de ind
Prep-n-Go™ Buffer (Applied Biosystems), amplificadas com o
sujeitas a eletroforese capilar no sequenciador automatico A

ividuos do sexo masculino nao relacionados entre si. As amostras foram extraidas com
it Yfiler® Plus no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler e posteriormente

oplied Biosystems 3500 Genetic Analyser. As mesmas amostras foram amplificadas de

forma direta, fazendo um punch de 0.5mm, e sujeitas a mesma metoc

ologia de analise. A analise dos fragmentos amplificados foi realizada com o

software GeneMapper ID-X v1.4 e v1.6 (Applied Biosystems). A com

naracao de perfis geneticos, no que diz respeito as caracteristicas alélicas

obtidas e a qualidade/quantidade de produto amplificado através da analise da altura dos picos em RFUs foi analisado com o software Microsoft
Office Excel.

E Resultados e Discussao }
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Figura 1 — O grafico representa a altura média (RFUs) dos picos em cada marcador, com amplificacao direta (AMP-DIR) e com extracao com Prep-n-go (AMP-PREP-N-GO); a
tabela do grafico representa os valores da média da altura dos picos em cada um dos marcadores genéticos, consoante a metodologia utilizada.

A analise dos resultados obtidos com o software GeneMapper ID-X v1.4 e v1.6 (Applied Biosystems), revela a existéncia de perfis de qualidade e
concordantes entre si, independentemente da metodologia utilizada. Assim, as alteracdes a metodologia do fabricante que foram adotadas
(reducao do volume final de amplificacao de 25ul para 12,5ulL e diminuicao do tamanho do punch de 1,2mm para 0,5mm), nao comprometem a
obtencao de resultados validos, demonstrando a robustez do kit Yfiler® Plus. Na generalidade das amostras, foram obtidos perfis de melhor

gualidade na amplificacao direta, talvez devic

0 a quantidade de amostra extraida nao ter sido a ideal em algumas situacdes (p. ex. manchas de

sangue

oouco impregnadas). No entanto, os

ampli

dos pi

‘icadas de forma direta. Analisando o g
cos (RFUs) mais elevada no caso das a

reduzi

nerfis tendem a ser mais equilibrados nas amostras extraidas com Prep-n-Go do que nas amostras
rafico e respetiva tabela (Figura 1), observa-se claramente que foram obtidos perfis com altura meédia
mostras amplificadas de forma direta. Por se tratar de um estudo preliminar e com uma amostragem

da, nao foram efetuados testes estatisti

COS.

[ Conclusoes }

Os resultados preliminares apresentados sao muito satisfatorios, confirmando-se a robustez do Yfiler® Plus. Por conseguinte, devera prosseguir-se
de forma a concluir a validacao desta metodologia e implementa-la no SGBF-S.




