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Resumo

Os crimes de natureza sexual sdo um dos delitos mais investigados no Servico
de Genética e Biologia Forenses da Delegacdo do Centro do Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses, |.P., sendo importante determinar a presenca de
material genético masculino, de forma a comprovar a ocorréncia do crime.

Os testes preliminares de orientacdo e de certeza utilizados no Servico de
Genética e Biologia Forenses para pesquisa de sémen, particularmente o teste do
Antigénio Especifico da Prostata e o de Christmas Tree, respetivamente, tém
demonstrado um elevado interesse forense. Contudo, o servi¢co detetou que em varias
pericias sexuais realizadas, ndo era determinado qualquer perfil genético de origem
masculina ou haplétipo associado, apesar do resultado de o teste preliminar de
orientagdo ser positivo.

Com este estudo, pretendeu-se avaliar o fluxo de trabalho laboratorial
atualmente implementado no Servi¢o de Genética e Biologia Forenses para a pesquisa
de sémen quanto a necessidade de realizar os testes preliminares em todas as amostras
que eram recebidas com indicacdo de pesquisa de material biolégico de origem
masculina. Para tal, avaliaram-se 647 amostras de pericias de natureza sexual
realizadas nos anos 2020 e 2021.

Verificou-se que apenas 39.6 % dessas amostras continham um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo e, como tal, necessitariam de realizar
o0s testes preliminares. A quantidade de ADN masculino influenciava os resultados dos
testes preliminares para pesquisa de sémen, sendo que pequenas quantidades de ADN
podiam impedir a sua positividade. Se apenas se realizassem os testes preliminares
nestas amostras, haveria um decréscimo de 60.4 % do custo e tempo despendidos no
teste do Antigénio Especifico da Prostata, bem como um decréscimo de 47.2 % do
tempo despendido na observacao microscopica do teste de Christmas Tree.

Por sua vez, 60.4 % das amostras ndo possuiram um perfil genético masculino
e/ou haplétipo associado significativo, ndo existindo necessidade de realizar os testes
preliminares. Estas amostras continham maioritariamente uma quantidade muito

reduzida ou até mesmo nula de material genético masculino.

PALAVRAS-CHAVE: Agressdo sexual; Pesquisa de sémen; Quantificagdo de ADN;

Teste de Christmas Tree; Teste do Antigénio Especifico da Prostata
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Abstract

Sexual crimes are one of the most investigated crimes at the Forensic Genetics
and Biology Service of the Centre Delegation of the National Institute of Legal Medicine
and Forensic Sciences, |.P., so is important to determine the presence of male genetic
material, to prove the occurrence of the crime.

The preliminary orientation and certainty tests used at the Forensic Genetics and
Biology Service for semen research, particularly the Prostate-Specific Antigen test and
the Christmas Tree test, respectively, have shown a high forensic interest. However, the
service has found that in several sexual examinations performed, no genetic profile of
male origin and/or associated haplotype was determined despite the result of the
preliminary orientation test being positive.

This study aimed to evaluate the laboratory workflow currently implemented in
the Forensic Genetics and Biology Service for semen research, regarding the need to
perform the preliminary tests in all samples that were received with an indication of
research of biological material of male origin. To this end, 647 samples from sexual
casework performed in the years 2020 and 2021 were evaluated.

It was found that only 39.6% of these samples contained significant male genetic
profile and/or associated haplotype and as such would require preliminary testing. The
amount of male DNA influenced the results of the preliminary tests for semen research
and small amounts of DNA could prevent their positivity. If only the preliminary tests were
performed on these samples, there would be a 60.4 % decrease in the cost and time
spent performing the Prostate-Specific Antigen test, and a 47.2 % decrease in time spent
on microscopic observation of the Christmas Tree test.

In turn, 60.4 % of the samples did not have a significant male genetic profile
and/or associated haplotype, so there was no need to perform the preliminary tests.

These samples contained mostly very little or no male genetic material.

KEYWORDS: Sexual assault; Semen research; DNA quantification; Christmas Tree

test; Prostate-Specific Antigen test
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1. Introducao

1.1. Contextualizacao

A agressao sexual, um dos crimes mais praticados em todo o mundo, consiste
em qualquer ato sexual ou a sua tentativa, como penetracdo ou toque de cariz sexual,
sem o consentimento da vitima, maioritariamente do sexo feminino, utilizando a forga,
ameaca ou a sua incapacidade para resistir (Dworkin et al., 2017; Krug et al., 2002;
Linden, 1999; McQueen et al., 2021).

De acordo com o Artigo 164° (Violagéo) do Codigo Penal, “(...) quem constranger
outra pessoa a: praticar consigo ou com outrem cépula, coito anal ou coito oral; ou
praticar atos de introdugéo vaginal, anal ou oral de partes do corpo ou objetos, é punido
com pena de prisdo de um a seis anos”, podendo ser punido de “(...) trés a dez anos se
praticar os referidos atos por meio de violéncia, ameaga grave, ou ter tornado a vitima
inconsciente ou a ter posto na incapacidade de resistir (...)".

Por sua vez, e de acordo com o Artigo 171° (Abuso Sexual de Criancas) do
Cddigo Penal, “(...) quem praticar ato sexual de relevo com ou em menor de 14 anos,
ou o levar a pratica-lo com outra pessoa, € punido com pena de prisdo de um a oito
anos”, sendo que “(...) se esse ato sexual consistir em coOpula, coito anal, coito oral ou
introducédo vaginal ou anal de partes do corpo ou objetos, o agente podera ser punido
com pena de prisdo de trés a dez anos (...)".

Para a resolucdo deste tipo de crimes, ha o envolvimento de diversas areas
médico-legais, nomeadamente da Clinica e Patologia Forenses, da Genética e Biologia
Forenses e da Quimica e Toxicologia Forenses.

No entanto, a &rea de Genética e Biologia Forenses, responsavel pela
identificacdo das evidéncias biolégicas para pesquisa de ADN e obtencdo dos
respetivos perfis genéticos, demonstra ter uma elevada importadncia, uma vez que
permite estabelecer a identidade do agressor e as circunstancias em que o crime
ocorreu, bem como a sua relagdo com a vitima, com o local de crime e com 0s objetos
utilizados na agresséo (M. de F. Pinheiro, 2016; Porto, 2016).

Para tal, € importante determinar a possibilidade de estarem presentes manchas
ou vestigios suspeitos em pecas de vestudrio, no corpo da vitima ou no local do crime,

gue possam confirmar o delito (M. de F. Pinheiro, 2016).



1.2. Fluxo de trabalho laboratorial

No Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacgéo do Centro do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (SGBF-C do INMLCF), o percurso
laboratorial de amostras relacionadas com um crime sexual inicia-se com a rececao,
observacdo dos diversos materiais e objetos relacionados com o delito e respetiva
selecdo das amostras-problema a analisar.

As amostras selecionadas séo sujeitas a um registo fotografico e a testes
preliminares para determinacéo da natureza do material bioldgico presente nestas. As
pesquisas de sémen, saliva e sangue sdo as mais realizadas neste tipo de crimes,
podendo ser também pesquisados outros materiais biol6gicos, como pelos e células
epiteliais (Cainé et al., 2008; M. de F. Pinheiro, 2016).

As células epiteliais podem ser encontradas a partir do agressor, através de
células expelidas do pénis, saliva ou maos e depositadas na vitima, através de um
contacto com as partes do seu corpo (Fonnelgp et al., 2019; Kenna et al., 2011),
podendo também ser encontradas no trato reprodutor feminino (Wira et al., 2005).
Atualmente, e tendo em consideracdo a evolugdo técnica, a determinacdo de perfis
genéticos a partir deste tipo de células é cada vez mais solicitada, ndo sendo, no entanto,
determinado, por rotina, no SGBF-C, este tipo de material bioldgico.

Paralelamente a pesquisa da natureza do material biolégico, é realizada a
extracdo, quantificacdo e amplificacdo do ADN presente nas amostras e respetiva
andlise. Posteriormente, é realizada uma comparacao dos resultados obtidos com o
perfil genético da vitima e do suspeito, isto €, com amostras de referéncia, de forma a
determinar se ha concordancia entre si. Se aplicavel, efetua-se uma valorizacdo
estatistica dos resultados para elaborar um relatério pericial (Cainé et al., 2008;
Magalh&es et al., 2015; M. de F. Pinheiro, 2016; Sibille et al., 2002).

1.2.1. Determinacédo da natureza do material bioldgico

Nas amostras-problema selecionadas, sédo realizados testes preliminares de
orientacdo e de certeza para determinar a natureza do material bioldgico existente.

Os testes de orientacao estabelecem a possibilidade de uma substancia ou fluido
corporal estar presente numa amostra. Ndo sdo consideradas uma prova de certeza,

uma vez que existem diferentes materiais biolégicos que podem positivar no teste
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realizado. S&o testes muito sensiveis, podendo haver um elevado risco de falsos
positivos. Por sua vez, os testes de certeza conseguem identificar conclusivamente um
material biol6gico especifico, havendo um baixo risco de serem obtidos resultados falsos
positivos (Burg et al., 2011; Butler, 2012d).

Todas as zaragatoas recebidas no SGBF-C em que € solicitada a pesquisa de
sémen sdo atualmente sujeitas aos testes preliminares de orientacdo, sendo
submetidas a testes de certeza, caso obtenham um resultado positivo.

As restantes amostras, nomeadamente roupa, pensos higiénicos, fraldas ou
qualquer outro utensilio presumivel de ter sido utilizado durante um crime sexual, sdo
sujeitas a uma luz forense, de modo a identificar manchas suspeitas. No caso de
estarem presentes, ha emisséo de fluorescéncia numa largura de banda de 420-470 nm.
Contudo, diferentes materiais bioldgicos poderdo emitir fluorescéncia, sendo por isso
fulcral determinar a sua natureza (Kearse, 2020; Lynnerup et al., 1995).

Nos crimes sexuais, 0 sémen é a amostra bioldgica mais analisada, podendo
encontrar-se presente em exsudados vaginais, anais ou bucais, em vestuario, no corpo
da vitima ou em material utilizado, como preservativos ou pensos higiénicos (M. de F.
Pinheiro, 2016).

E também importante investigar a presenca de sangue, pela possibilidade de ter
ocorrido alguma luta entre o0 agressor e a vitima, e de saliva, para verificar se houve

lambidelas e/ou mordeduras por parte do agressor (Cainé et al., 2008).

1.2.1.1. Sangue

Com o objetivo de verificar a possibilidade da existéncia de sangue numa
determinada amostra, esta € sujeita a uma prova de orientacdo, que deve ser sensivel,
rapida, simples e segura (Cox, 1991). As provas de orientacdo para o sangue baseiam-
se na detecdo das moléculas de hemoglobina, presentes nos eritrécitos. Os diversos
testes preliminares para o sangue poderao ter por base a luminescéncia, como € o0 caso
do teste de luminol (Gross et al., 1999) e a cor, como o teste de Fenolftaleina ou teste
de Kastle-Mayer (Cox, 1991).

O teste de luminol consiste na atividade de peroxidase da hemoglobina. Na
presenca de sangue, a amostra emite uma luminescéncia de cor azul (Barni et al., 2007;
da Silva et al., 2012; Gross et al., 1999; Primorac, 2014). Contudo, estudos indicam que

determinados produtos de limpeza, como a lixivia, poderdo fornecer resultados falsos



positivos no teste de luminol, devido ao poder oxidante do hipoclorito presente nesta
(Castell6 et al., 2002).

Por sua vez, o teste de Fenolftaleina ou teste de Kastle-Mayer, permite identificar
o grupo heme da hemoglobina, sendo que, na presenca de perdxido de hidrogénio, a
atividade de peroxidase da hemoglobina catalisa a reacao de oxidacao da fenolftalina,
incolor, a fenolftaleina, que passa a cor rosa, confirmando a possibilidade de presenca
de sangue (Cox, 1991). No entanto, autores indicam que determinadas substancias,
como o tomate e a cebola vermelha, poderéo reagir com o reagente utilizado neste teste,
fornecendo um resultado falso positivo (Casali et al., 2020; Tobe et al., 2007).

Se uma mancha de sangue positivar no teste preliminar de orientacdo, €
necessario realizar uma prova confirmatoria, de modo a diminuir a possibilidade de
existirem resultados falsos positivos. Poderdo realizar-se diversos testes,
nomeadamente o de Teichmann, o de Takayama, o de RSID para sangue humano e o
ABA card Hematrace ou SERATEC® HembDirect.

O teste de Teichmann baseia-se na reagcdo do grupo heme da hemoglobina com
cloreto de sodio e &cido acético, formando cristais rombicos de cloreto de hematina ou
cloreto de ferriprotoporfina (Gaensslen, 1983; Verma, 2022).

Por sua vez, o teste de Takayama consiste na formacdo de cristais de
hemocromogénio, devido a reacdo da piridina da hemoglobina (Gaensslen, 1983;
Verma, 2022).

O teste RSID para sangue humano deteta a presenca de glicoporina A humana,
presente nos glébulos vermelhos (Turrina et al., 2008).

Por ultimo, o teste ABA card Hematrace ou o teste SERATEC® HemDirect,
método utilizado no SGBF-C, é um teste imunocromatogréfico que deteta a presenca
de sangue, através da identificacdo de hemoglobina humana (Barbaro et al., 2015;
Misencik et al., 2007). Contudo, autores indicam que o teste SERATEC® HemDirect

pode ter uma reacédo cruzada com sangue de furdo ou de primatas (Barbaro et al., 2015).

1.2.1.2. Saliva

Para determinar a possibilidade da presenca de saliva, as amostras s&o sujeitas
a uma prova de orientacdo. Uma vez que as manchas de saliva séo dificilmente
detetadas a olho nu, a utilizacdo de luz forense é Util para detetar a sua presenca.

Contudo, nem sempre é facil distinguir as manchas provenientes da saliva de outros
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fluidos, como o sémen (Fiedler et al., 2008; Humphrey et al., 2001; Vandenberg et al.,
2006; Wornes et al., 2018).

Por sua vez, o teste de Phadebas € um dos testes de orientacdo comummente
utilizado para a determinacéo da possibilidade de presenca de saliva, que consiste na
detecdo enzimatica da enzima alfa-amilase. Na saliva humana, esta enzima catalisa a
hidrélise de ligacBes alfa-glicosidicas no amido, glicogénio e oligossacarideos. Os
polimeros de amido insolUveis em 4gua irdo ligar-se a moléculas de corante azul, ha
presenca da alfa-amilase (Wornes et al.,, 2018). No entanto, esta enzima podera
encontrar-se em outros fluidos corporais, como a urina, secre¢cdes vaginais ou sangue,
e, como tal, podera fornecer resultados falsos positivos (Vennemann et al., 2014;
Wornes et al., 2018).

O teste utilizado no SGBF-C designa-se por SERATEC® a-amilase, teste
imunocromatogréfico que deteta a atividade enzimatica da enzima alfa-amilase,
presente na saliva. Como esta enzima podera detetar-se em outros fluidos corporais,
como mencionado anteriormente, o teste ndo é especifico, podendo fornecer resultados
falsos positivos (Barbaro et al., 2015).

Se uma amostra de saliva positivar num teste de orientacdo, € necessario
realizar um teste de confirmacdo. Para tal, podera realizar-se o teste RSID™-Saliva,
teste imunocromatografico que deteta a presengca da enzima alfa-amilase salivar
humana, através de dois anticorpos monoclonais anti-amilase salivar humana (Casey et
al., 2010; J. B. Old et al., 2009). Apesar de alguns autores considerarem este teste como
confirmatério, uma vez que consideram que ndo existe reagdo cruzada com outros
fluidos de interesse forense (Casey et al., 2010), outros indicam que ele podera positivar
para outros fluidos corporais, como leite materno ou zaragatoas anais, podendo fornecer
resultados falsos positivos (J. B. Old et al., 2009).

Relativamente a especificidade deste teste, a enzima alfa-amilase pode assumir
duas formas, a AMY1 e a AMY2, que se encontram em outros fluidos corporais, para
além da saliva, como o sémen, leite materno, fezes e urina. Assim, ha uma reducédo
significativa da identificagdo de saliva através deste teste. Adicionalmente, o teste
RSID™-Saliva, apesar de ser considerado por alguns autores especifico para a amilase
da saliva humana, sofre uma reagdo cruzada com a amilase pancreatica humana,
devido a conformacéo homdloga dos dois tipos de amilase (Martin et al., 2006; Benjamin
C. M. Pang et al., 2008).



1.2.1.3. Sémen

O sémen é a evidéncia que demonstra maior relevancia num crime de carater
sexual, uma vez que é uma fonte de ADN excelente para determinar o perfil genético do
agressor (Burg et al., 2011; Magalhées et al., 2015).

Para determinar a sua presenca, € necessaria a realizacdo de testes
preliminares orientativos, como o teste da Fosfatase Acida (FA) e o Teste do Antigénio
Especifico da Préstata (PSA). A prova de orientacéo realizada pelo SGBF-C € o Teste
de PSA.

A Fosfatase Acida é uma enzima produzida pela prostata e secretada no fluido
seminal, encontrando-se neste em elevadas concentragbes (Lewis et al., 2013;
Sensabaugh, 1978). Uma vez que a FA também se encontra presente noutros fluidos
corporais, apesar de em baixas concentragdes, como secrec¢des vaginais, ndo é uma
enzima especifica para a presenca de sémen (Harbison et al., 2016; Kind, 1957;
McCloskey et al., 1975).

Na presenca de fosfato de acido alfa-naftilo e Brentamina Fast Blue, a FA produz
uma cor roxa-escura. A tonalidade obtida depende da atividade da enzima, que podera
ser afetada negativamente pela idade da amostra e pelas condi¢cdes de armazenamento
(Allery et al., 2003; Lewis et al., 2013).

Por sua vez, o Antigénio Especifico da Prostata € uma glicoproteina produzida
pela glandula prostética e secretada no plasma seminal (Hochmeister et al., 1999). Esta
glicoproteina € um marcador muito importante na dete¢do de sémen, sendo também
passivel de ser detetada em amostras de individuos azoospérmicos ou vasectomizados
(Hochmeister et al., 1999; Sensabaugh, 1978).

No entanto, estudos revelam que a PSA nao é uma glicoproteina especifica da
prostata. A PSA é dependente de esteroides, podendo ser detetada em outros tecidos
e fluidos corporais, em baixas concentracfes, como urina, saliva, secrecbes vaginais,
fluido amnidtico e leite materno (Breul et al., 1994; Diamandis et al., 1997; Rao et al.,
2007; Schmidt et al., 2001; He Yu et al., 1995).

Uma pequena quantidade de PSA pode ser detetada em vitimas do sexo
feminino, nomeadamente em secrecdes vaginais, uma vez que a sSintese da
glicoproteina pode ser induzida por hormonas esteroides, existentes em diversos
tecidos da mulher. Uma vez que o ciclo menstrual é regulado por estradiol e

progesterona, estudos indicam que a PSA se encontra presente, numa maior
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gquantidade, durante a fase folicular média do referido ciclo (Nagar et al., 2013; Wahed
et al., 2019).

Determinados autores indicam também que existe uma correlacdo entre 0s
elevados niveis de PSA detetados na urina e na saliva de uma vitima do sexo feminino
e a contracec¢do oral que realizam (Denison et al., 2004; Manello F. et al., 1998; H Yu et
al., 1999, 1995). Para além disso, tecidos do trato urogenital também podem contribuir
para um elevado nivel de PSA na urina feminina (Manello F. et al., 1998; Seratec®,
2006).

Em vitimas do sexo masculino, os niveis de PSA tendem a aumentar com a idade,
uma vez que a préstata se comeca a desenvolver (Antoniou et al., 2004; Seratec®,
2006). Apesar disso, os niveis de PSA na urina sdo bastante menores, quando
comparados com a quantidade de PSA existente no plasma seminal (Henky et al., 2011,
Rao et al., 2007).

Estudos indicam ainda que alguns problemas de saude, como carcinomas da
préstata, hiperplasia benigna da préstata ou outras doencas uroldgicas, também podem
interferir na quantidade de PSA presente na saliva e na urina, provocando a positividade
do teste (Aksoy et al., 2002; Breul et al., 1994).

Como tal, o teste de PSA podera fornecer resultados falsos positivos para a
presenca de sémen (Henky et al., 2011).

Um dos testes mais utilizados para a detecdo da glicoproteina PSA € o
SERATEC® PSA Semiqguant, teste rapido imunocromatografico com uma sensibilidade
muito elevada. Este teste consiste na utilizacdo de um sistema de anticorpos de duas
camadas monoclonais anti-PSA humano. O primeiro anticorpo monoclonal maével
encontra-se conjugado com um corante. Este anticorpo liga-se ao antigénio PSA,
migrando, de seguida, por atividade capilar, em direcdo a um segundo anticorpo
monoclonal, que se encontra fixado numa zona de teste. O complexo formado anticorpo-
antigénio-anticorpo possui particulas de corante concentradas, sendo facilmente
visualizado (Barbaro et al., 2015; Denison et al., 2004; Laitan et al., 2011).

Estudos indicam que é normalmente garantido um resultado positivo para
amostras com uma concentracdo de PSA igual ou superior a 2 ng/mL. Contudo, uma
guantidade escassa de material genético de origem masculina podera fornecer um
resultado positivo fraco, ou até mesmo auséncia de um resultado positivo (Barbaro et
al., 2015). Para além disso, este teste ndo possui uma reatividade cruzada com outras
proteinas constituintes do liquido seminal (Hochmeister et al., 1999), ndo existindo,

atualmente, observacdes ou dados relativos a uma reatividade cruzada com o liquido



seminal de outros mamiferos ou primatas (Barbaro et al., 2015; Hochmeister et al., 1999;
Miteva et al., 2006)

No teste de PSA, a amostra a ser analisada deve ser diluida, para evitar
resultados falsos negativos. Tal deve-se ao efeito “high dose hook effect” (Barbaro et al.,
2015; Denison et al., 2004). Como o teste de PSA é bastante sensivel, consegue detetar
a glicoproteina numa baixa concentracdo. A amostra, ao ser testada numa concentracao
elevada, podera comprometer a formacdo do complexo antigénio-anticorpo-antigénio
(Barbaro et al., 2015; Denison et al., 2004).

Para além disso, a diluicdo da amostra a ser analisada permite também a
reducdo da probabilidade de obtencéo de um resultado positivo nas amostras que nao
contém liquido seminal, uma vez que a PSA se encontra presente em outros fluidos
corporais (Barbaro et al., 2015; D. L. Laux et al., 2004, L. Laux et al., 2008).

Se o resultado do teste de orientacdo for positivo, é necessario haver uma
confirmacdo da presenca de sémen. Estudos indicam a existéncia de dois testes
confirmatdrios para tal, o teste de Christmas Tree (CT) e o teste RSID™-Sémen, sendo
o primeiro utilizado no SGBF-C.

A técnica de coloragéo de CT é uma pratica microscopica que permite visualizar
e confirmar a presenca de espermatozoides numa dada amostra. Para tal, € utilizada a
coloracdo Nuclear Fast Red, que cora as cabecas dos espermatozoides de vermelho e
a coloragdo Picro-Indigo-Carmine, que cora as células epiteliais e os flagelos dos
espermatozoides de verde. Os flagelos dos espermatozoides sdo mais suscetiveis a
perderem-se durante a realizacdo deste procedimento, sendo por iSSO necessario
distinguir a coloracdo entre cabegas de espermatozoides e outro tipo de células, como
as epiteliais (Allery et al., 2001).

O teste RSID™-Sémen é uma técnica que permite identificar a semenogelina,
proteina produzida pela vesicula seminal. Apesar de alguns autores considerarem esta
proteina especifica do sémen, afirmando este teste como confirmatério (Boward et al.,
2013; Herr et al., 1986; J. Old et al., 2012; B C M Pang et al., 2007), estudos comprovam
gue a semenogelina também se encontra presente em outros tecidos corporais, como
0 musculo esquelético, rins, colon, retina e em determinados carcinomas do pulmao, e,
como tal, podera fornecer resultados falsos positivos para a presenca de sémen (Bonilha
et al., 2006; Laitan et al., 2011; Lundwall et al., 2002).

Tal como mencionado, o SGBF-C utiliza, para fins de pesquisa de material
bioldgico de origem masculina, uma lanterna forense para detetar manchas suspeitas

de conterem sémen. Nestas amostras e nas zaragatoas colhidas no ambito das



Quantificacdo de ADN vs. determinacao da natureza de material biolégico: valorizacéo
de resultados em pericias de natureza sexual

agressfes sexuais, é realizado o teste de PSA, nomeadamente o teste de SERATEC®
PSA Semiquant. No caso de este teste ter um resultado positivo, as amostras
prosseguem para a prova confirmatoria de CT.

Vérias caracteristicas foram fulcrais para a escolha do teste de PSA como teste
de orientacdo pelo SGBF-C. Diversos estudos evidenciaram a sua elevada
especificidade, traduzida pela probabilidade reduzida de este fornecer resultados falsos
positivos para a presenca de sémen, comparativamente com outros testes, uma vez que
0s niveis de PSA em fluidos ndo prostaticos se encontram, normalmente, abaixo do
limite de detecédo (Laitan et al., 2011; Peonim et al., 2013). O tempo de permanéncia
bastante significativo de PSA nas amostras de carater sexual, relativamente a outras
proteinas, nomeadamente a fosfatase acida e a semenogelina, também foi fundamental
para a preferéncia do método (Hobbs et al., 2010; Khaldi et al., 2004; Peonim et al.,
2013).

Por sua vez, a observacao microscopica de espermatozoides permite comprovar
a presenca de sémen, quando comparado com o teste RSID™-Sémen, que podera
fornecer resultados falsos positivos para a presenca de sémen, pois a semenogelina
podera encontrar-se presente em diversos fluidos corporais distintos do sémen (Bonilha
et al., 2006; Laitan et al., 2011; Lundwall et al., 2002). Por este motivo, o teste de CT foi
selecionado pelo SGBF-C como teste preliminar de confirmacao.

Todavia, é de salientar que a auséncia de espermatozoides nao é sinénimo de
inexisténcia de crime sexual. Se ocorrer ejaculacédo fora da cavidade vaginal, como a
bucal ou a anal, os espermatozoides poderao ser eliminados por enzimas salivares ou
bacterianas, respetivamente (Hampton, 1995; Sibille et al., 2002). A recolha da amostra
tardia, a penetracdo sem ejaculacdo, o facto de o perpetrador do crime ser
azoospérmico ou vasectomizado e a utilizagdo de preservativo durante a pratica sexual
podem justificar a auséncia de espermatozoides nas amostras a analisar (Cainé et al.,
2008; Magalhées et al., 2015; Sibille et al., 2002). Também ¢é de referir que existem
falsas denudncias, que culminam numa colheita sem qualquer material biologico

masculino de relevancia.



1.2.2. Extrac&o de ADN

No SGBF-C, é realizado um fluxo de trabalho laboratorial paralelamente aos
testes preliminares e independentemente do resultado obtido nestes, de modo a ser
possivel comprovar a existéncia de um crime sexual.

Para tal, € necessario extrair o ADN de todas as amostras existentes, libertando-
o do interior da célula, através de uma lise celular, e separando-o de outros constituintes
presentes nas amostras, como inibidores e outros materiais celulares (Butler, 2012f).

Assim, é possivel obter ADN em elevada qualidade nas amostras-problema
analisadas, isto €, com a menor impureza possivel e em quantidade suficiente para se
obter um perfil genético, o qual podera ser comparado com as amostras de referéncia
(Applied Biosystems, 2008; Cainé et al., 2008; Magalhées et al., 2015; Pinheiro, 2016,
Sibille et al., 2002).

De modo a selecionar a técnica de extracdo de ADN a utilizar, € necessario ter
em conta determinados fatores, nomeadamente a quantidade de amostra existente, o
tipo de material biol6gico presente, a existéncia de potenciais inibidores da amplificacéo
e arentabilidade do método a utilizar (Jakubowska et al., 2012; Stangegaard et al., 2013).

A técnica de extracdo de fase sélida é bastante utilizada na area forense, uma
vez que é muito eficiente na remocéao de inibidores da PCR, tendo um elevado nivel de
automacéo e rendimento (Altayari, 2016; Jakubowska et al., 2012).

O SGBF-C determinou que amostras-problema de sémen sdo extraidas através
do kit PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction, que se baseia na libertacdo de ADN
do material celular, na sua ligacdo a particulas magnéticas, designadas por esferas
magneéticas, que se encontram incorporadas num polimero, na remog¢é&o de inibidores
da amplificagcdo, a realizar posteriormente, e na eluicdo do ADN purificado (Altayari,
2016).

Contudo, para além do ADN de interesse, pode ser extraido ADN ndo humano,
como de fungos e bactérias. Assim, é importante garantir que o ADN a ser analisado é
humano, e n&o de outra fonte, sendo necessério realizar uma quantificacdo especifica

para o mesmo (Butler, 2009).
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1.2.3. Quantificacdo de ADN e Extracéo diferencial

Posteriormente, procede-se a quantificagdo do ADN existente nas amostras
sujeitas ao processo de extracdo. Tal como mencionado anteriormente, a quantificacao
€ especifica para ADN humano, uma vez que poderd estar presente ADN de outras
fontes. O principal objetivo deste procedimento é verificar se existe material genético
humano suficiente para amplificar na etapa seguinte. Assim, é possivel obter resultados
de melhor qualidade, preservando a amostra para analises posteriores (Martins et al.,
2015).

O método utilizado atualmente no SGBF-C para quantificar o ADN existente em
amostras relacionadas com crimes sexuais € 0 Real-time Quantitative PCR (gqPCR),
através do kit Quantifiler ® Trio DNA Quantification. Este kit permite ndo s6 determinar
a quantidade de ADN humano total e o ADN masculino numa reac¢do Unica, como
também verificar a qualidade de ADN amplificavel, a presenca de inibidores de PCR e
a degradacdo do ADN (Butler, 2009; Swango et al., 2007).

Contudo, ao analisar-se a quantificacdo de amostras provenientes deste tipo de
crimes, poderdo ser detetadas proporcdes desequilibradas de células epiteliais e
espermaticas, provenientes da vitima e do suspeito, respetivamente, havendo
normalmente excesso de material genético da vitima, que mascara 0 componente
masculino existente (Butler, 2009; Vuichard et al., 2011). Como tal, nestes casos, podera
ocorrer posteriormente uma amplificacdo preferencial do componente maioritario da
mistura, neste caso da vitima, dificultando a detegdo do componente minoritario, isto é,
do suspeito do crime.

Com o objetivo de evitar esta ocorréncia, determina-se, de acordo com a
quantidade existente de material genético, o procedimento a realizar de seguida, ou seja,
se é necessario ou ndo realizar uma extracdo diferencial, de modo a separar o
componente feminino do masculino, e qual a amplificacdo a realizar, isto é, se se
amplifica Short Tandem Repeats (STRs) autossémicos ou do cromossoma Y.
Determina-se também a quantidade exata de ADN a utilizar na amplificacdo, de modo
a otimizar este procedimento e selecionam-se quais as amostras que contém ADN mais
promissor de ser amplificado, de modo a ser possivel estabelecer um perfil genético ou
haplétipo completo (Butler, 2012b).

E importante determinar a quantidade exata de amostra a utilizar numa
amplificacdo, pois uma amostra com excesso de material genético pode culminar na

formacédo de um eletroferograma muito complexo e de dificil interpretacdo, bem como a
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amplificacdo de uma amostra com uma escassa quantidade de material genético
culmina numa perda de alelos (Butler, 2012b).

Todavia, se se determinar a necessidade de amplificar STRs do cromossoma Y
(Y-STRS), é de notar que a informacao genética resultante ndo é tao discriminativa como
a de STRs autossOmicos, uma vez que individuos do sexo masculino que pertencam a
uma mesma linhagem partilham o mesmo haplétipo do cromossoma Y (Vuichard et al.,
2011).

Por conseguinte, ao se detetar uma desproporcdo entre a quantidade feminina
e masculina existente, poderd ser necessario realizar uma extracao diferencial, que
permite obter um perfil masculino autossomico, mais informativo. Esta extracédo realiza-
se se a quantidade de material genético de origem masculina for elevada e se se detetar
contetdo espermético na prova preliminar de certeza (Vermeulen et al., 2009).

A extracao diferencial, descrita em 1985 por Peter Gill, tem o intuito de isolar a
fracdo masculina e feminina existentes, isto é, separar as células espermaticas das
epiteliais, presentes numa mistura de ADN masculina e feminina (Gill et al., 1985;
Horsman et al., 2005; Yoshida et al., 1995).

Inicialmente, é realizada uma primeira extracdo, utilizando apenas um tampé&o
de extracdo, com o objetivo de lisar as células epiteliais, provenientes da vitima e menos
resistentes a lise. De seguida, é realizada uma segunda extracdo, com tampao de
extracdo e Ditiotreitol (DTT), que quebra as pontes de dissulfeto, constituintes das
membranas nucleares espermaticas, mais resistentes, rompendo a sua membrana e
permitindo recolher o ADN da fragdo espermatica (Butler, 2012f;, Vermeulen et al., 2009;
Vuichard et al., 2011).

E também importante salientar que durante o processo, pode haver a
impossibilidade de separar por completo as duas fragdes existentes, bem como ocorrer
a perda de células espermaticas (Butler, 2012f; Cainé et al., 2008).

Porém, se o agressor for azoospérmico ou vasectomizado, ou se a mistura
existente for proveniente de diferentes individuos masculinos, ndo € possivel a
separacao da fragcdo masculina da feminina por este método (Butler, 2012f; Han et al.,
2014; Ramos Gonzalez et al., 2020). Nestes casos, apenas sera viavel a amplificacédo

posterior de Y-STRs, que permite excluir possiveis suspeitos.
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1.2.4. Amplificacdo de ADN

Se existir material genético suficiente, procede-se a amplificagdo da amostra
pela técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), com o objetivo de se obter um
elevado numero de cépias de uma sequéncia de ADN de interesse (Bloch, 1991).

A PCR é um processo enzimatico, descrito por Kary Mullis em 1985, que permite
a amplificacdo de regides especificas da amostra de ADN em mudltiplas copias, num
periodo de tempo reduzido (Butler, 2012c).

Para a sua realizacdo, € necessario: ADN da amostra; dois primers, marcados
com fluorescéncia, que delimitam a zona de ADN de interesse a ser amplificada; dNTPs,
que atribuem os nucleétidos necessarios para completar a sequéncia de interesse a
nova cadeia de ADN; magnésio, que ativa a atividade da ADN polimerase e Taq
polimerase, responsavel por adicionar os nucledtidos a nova cadeia copia de ADN
(Butler, 2012c).

O genoma eucarittico é constituido por sequéncias de ADN repetidas, sendo
gue apenas cerca de 0.3 % do genoma humano difere de individuo para individuo (Butler,
2010a). Essas sequéncias sdo normalmente designadas pelo comprimento da unidade
de repeticdo contigua e do nucleo ou pelo comprimento total da regiao de repeticéo,
designadas por regides de satélite (Butler, 2010a). As regides de satélite que possuam
uma unidade de repeticdo entre 2 e 7 pares de base (pb) designam-se por
microssatélites ou STRs. Uma vez que o numero de repeticbes nos marcadores de
STRs pode ser variavel entre individuos, a sua amplificacdo é util para a identificacédo
humana (Butler, 2010a).

Existem diferentes tipos de marcadores de STRs relativamente ao seu tamanho
de repeticdo, sendo que as repeticbes tetranucleotidicas, isto é, com quatro
nucleotideos na base de repeticdo, sdo as mais utilizadas para fins forenses (Butler,
2010a).

A amplificacdo de STRs autossOmicos € executada na maioria das investigacoes
de agressdo sexual, podendo também realizar-se a amplificacdo de outros
polimorfismos de ADN, como Y-STRs, uma vez que a maioria dos crimes sexuais é
consumado por individuos do sexo masculino (Cainé et al., 2008; Pinheiro, 2016).

De modo a ser possivel amplificar STRs autossémicos, o0 SGBF-C utiliza o kit
GlobalFiler™ PCR Amplification, enquanto para amplificar STRs do cromossoma Y,
utiliza o kit YFiler® Plus PCR Amplification.
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1.2.5. Separacao, detecdo e andalise do material

amplificado. Valorizagdo estatistica

Os STRs autossémicos e/ou do cromossoma Y amplificados na etapa anterior
sdo separados com base no seu tamanho, por eletroforese capilar, utilizando um
sequenciador automatico, que permite detetar a fluorescéncia emitida pela amostra
(Butler, 2012e).

O resultado obtido é convertido num eletroferograma, uma representagao grafica
dos alelos presentes na amostra de ADN, que se traduz num perfil genético masculino
e/ou haplétipo do cromossoma Y.

Ao serem analisados, podera determinar-se a presenca de um perfil genético
e/ou haplétipo singular ou de mistura. O perfil genético ou haplétipo obtidos poderao ser
classificados em: completos, quando sdo obtidos resultados em todos os polimorfismos
analisados; incompletos, quando sO existem resultados em alguns polimorfismos
analisados; ou ndo valorizaveis (P. Gill et al., 2006; Luque, 2012).

Posteriormente, o perfil genético ou haplétipo problema sdo comparados com
amostras de referéncia, isto €, da vitima e do/s suspeito/s, sendo que os perfis genéticos
ou haplotipos do cromossoma Y singulares podem ser classificados como coincidentes
ou distintos da amostra de referéncia e as misturas de perfis genéticos ou de haplotipos
do cromossoma Y como compativeis ou ndo compativeis com as amostras de referéncia.
Em casos de misturas complexas, podera determinar-se que o resultado obtido é
inconclusivo (P. Gill et al., 2006; Luque, 2012).

No caso de os perfis genéticos obtidos serem coincidentes ou compativeis com
as amostras de referéncia, podera ser necessaria a valorizagdo estatistica respetiva,
através do célculo da razao de verosimilhanc¢a ou Likelihood Ratio (LR), sendo que para
os polimorfismos do cromossoma Y nao é realizada, normalmente, a sua valorizacao
estatistica (Butler, 2010b; Cowen et al., 2008; M. de F. Pinheiro, 2016). Esta razéo é

traduzida pela seguinte equacéo.

Probabilidade da amostra biolégica provir do suspeito

LR =

" Probabilidade da amostra bioldgica provir de outro individuo que nao aquele

O valor de LR obtido indica “quantas vezes é mais provavel que seja observada
a informagdo genética obtida, assumindo que a amostra pertence ao suspeito,

comparada com a possibilidade de nédo pertencer” (Pinheiro, 2016).
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E ainda importante realcar que aspetos como a recolha tardia de amostras
biolégicas, o seu mau acondicionamento, a utilizacdo de preservativo durante a pratica
sexual ou a condicdo do sistema reprodutor do agressor sdo exemplos que poderdo
justificar a auséncia de um perfil genético e/ou haplétipo e consequentemente, provocar
a impossibilidade de qualquer comparacdo com o perfil genético e/ou haplétipo do
suspeito (Cainé et al., 2008).

Na presenca de uma mistura de perfis genéticos, ao analisar-se a amplificacao
de STRs autossémicos, apenas sdo detetados componentes minoritarios que
contribuam mais de 5 % para essa mistura (Parson et al., 2001). Uma vez que o
componente masculino do agressor se encontra, normalmente, numa propor¢ao muito
baixa em comparacdo com o ADN da vitima, aquele pode ficar mascarado por este.
Consequentemente, a interpretacdo da contribuicdo masculina de STRs autossémicos
pode tornar-se impossivel ou muito complexa (Cainé et al., 2008; Parson et al., 2001).
Nestes casos, € possivel realizar uma extracdo diferencial, como explicado
anteriormente, ou analisar STRs do cromossoma Y.

No caso de nao ser possivel realizar uma extracéo diferencial, a analise de Y-
STRs tem um elevado interesse forense, uma vez que é possivel analisar apenas a
fracdo masculina existente, eliminando a fracdo feminina, pois os primers utilizados
nesta amplificacdo sdo especificos para o sexo masculino (Cainé et al., 2008; Jobling et
al., 1997; Pinheiro, 2010), identificando marcadores que apenas se encontram
presentes neste género, na sua fracdo ndo recombinante (Cainé et al., 2008; Jobling et
al., 1997).

A andlise de Y-STRs possibilita também a determinagcdo da quantidade de
contribuintes masculinos existentes na mistura presente (M Prinz et al., 2001; Mechthild
Prinz et al., 2001; Purps et al., 2015).

Contudo, todos os parentes de uma linhagem paterna possuem o mesmo ADN
do cromossoma Y, pois este é transferido diretamente de pai para filho, sem qualquer
tipo de recombinacédo, e, como tal, ndo existe variabilidade do ADN do cromossoma Y
na mesma linhagem (Butler, 2012a). Assim, a andlise de Y-STRs ndo permite identificar
0 agressor, mas sim afirmar que um dado individuo de uma determinada linhagem
podera ter contribuido para o resultado obtido, ou seja, permite excluir possiveis
suspeitos (Cainé et al., 2008; Kayser, 2017; Roewer, 2009).

Por esse motivo, a analise de STRs autossémicos, transferidos pelos dois

progenitores para a sua descendéncia, tem um maior valor probatorio
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comparativamente com os Y-STRs, pois tem um poder de discriminacao superior (Butler,
2010c).

1.3. Amostras mais investigadas no ambito de um crime

sexual

As amostras de fluidos biolégicos relevantes tém um elevado interesse forense,
pois, tal como mencionado anteriormente, poderado permitir caracterizar o perfil genético
e/ou haplétipo do agressor, comparando-o posteriormente com o perfil genético e/ou
haplétipo do suspeito.

Normalmente, ap6s um crime sexual, sao recolhidas zaragatoas do corpo da
vitima, nomeadamente dos genitais externos e vaginais, que permitam colher fluidos
corporais de interesse. O vestuario, acessorios ou utensilios utilizados durante a
agressao sexual, como roupa interior, roupa de cama ou toalhas, sdo também
analisados (Boland et al., 2007; Martinez et al., 2015; Ruiz, 2020).

Materiais como pensos higiénicos, fraldas, preservativos, roupas utilizadas
durante e apds o crime sexual, e zaragatoas recolhidas apds o delito séo exemplos das

evidéncias mais analisadas neste tipo de casos (Martinez et al., 2015).
1.3.1. Penso higiénico e fralda

Os pensos higiénicos e fraldas utilizados durante e ap6s um crime sexual, até
um periodo de 72 horas, devem ser analisados, uma vez que, se se confirmar o delito,
0 conteudo espermatico tende a ser absorvido por estes e, como tal, irda incluir um
elevado contetdo do material genético do agressor (Elliott et al., 2003; Ruiz, 2020).

Os pensos higiénicos, fraldas e objetos idénticos séo constituidos por diferentes
camadas, com diversas composi¢6es. De acordo com a literatura, a primeira camada,
porosa, é constituida por polipropileno hidrofébico e polietileno, enquanto a camada
inferior, mais absorvente, é constituida por celulose e sais de sédio poliacrilico (Ajmeri
et al., 2010; Ruiz, 2020; Zohuriaan-Mehr et al., 2008).

Os sais de sodio poliacrilico, presentes na camada inferior, sdo considerados
polimeros hidrofilicos, designados por polimeros superabsorventes (SAP) (Ruiz, 2020).

Estes polimeros tendem a absorver uma quantidade superior de fluidos, em comparagéo
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com a outra camada. Consequentemente, os fluidos corporais tendem a ser absorvidos
pelos SAP, formando um hidrogel (Ganiji et al., 2010; Ruiz, 2020; Zohuriaan-Mehr et al.,
2008).

Uma vez que os pensos higiénicos e fraldas, comummente utilizados pelas
vitimas, se encontram em contacto com as suas partes intimas, tendo a capacidade de
reter os fluidos corporais e manter a sua integridade, sao considerados uma evidéncia
muito importante para a genética forense (Harbison et al., 2016).

Devido a sua composicao, os fluidos biolégicos séo repelidos pelas camadas
superiores dos pensos higiénicos, hidrofébicas, para a camada inferior (Camarena et al.,
2017; Gregorio et al., 2019).

1.3.2. Roupa da vitima

Na maioria dos crimes sexuais, a roupa da vitima continua a ser uma evidéncia
muito importante.

Apé6s um crime sexual, a vitima tende, por vezes, a armazenar a roupa utilizada,
impossibilitando a investigacdo das evidéncias biologicas presentes nestas. De acordo
com a literatura, uma pequena percentagem de perpetradores de um crime sexual utiliza
preservativos, apesar dos iniUmeros riscos existentes para a saude (Brayley-Morris et
al., 2015; Chambers et al., 2010). Consequentemente, poderdo ejacular fora da
cavidade vaginal, podendo utilizar as roupas da vitima, deixando manchas visiveis de
sémen, que poderdo permanecer detetaveis durante muito tempo (Brayley-Morris et al.,
2015; Karadayi et al., 2020). Como tal, estas amostras tendem a fornecer resultados
confiaveis, quando avaliados pelo teste de orientacdo SERATEC® Semiquant PSA
(Karadayi et al., 2020).

Contudo, é de notar que roupas que possuam poliéster ndo fornecem resultados

promissores nos testes de PSA (Karadayi et al., 2020).

1.3.3. Preservativos

Tal como ja mencionado anteriormente, a presenca de sémen € a evidéncia mais
significativa da ocorréncia de um crime sexual.

Contudo, nem sempre € detetado ADN masculino nas zaragatoas colhidas a
vitima, sendo a utilizacdo do preservativo uma das possiveis explicagdes para tal efeito

(Burnier et al., 2021), uma vez que os perpetradores dos crimes poderdo evitar a
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transferéncia de fluidos corporais com a vitima, de modo a mascarar o crime cometido
(Kapgate et al., 2019).

Por esse motivo, o preservativo é uma das evidéncias mais promissoras de
conter material genético do suspeito e da vitima.

No entanto, estudos indicam que preservativos que contenham lubrificante
poderédo fornecer resultados falsos positivos no teste de PSA, sendo esse o motivo pelo
qual ndo se consiga confirmar a presenca de material genético de origem masculina no

teste preliminar de certeza realizado posteriormente (Bitner, 2012).

1.3.4. Zaragatoas colhidas na vitima

Num crime sexual, as zaragatoas colhidas na vitima sdo uma importante
evidéncia da ocorréncia deste tipo de ataques, uma vez que a maioria destes envolve
penetracdo vaginal, oral, digital e/ou anal.

A detecdo de espermatozoides nas zaragatoas orais, retais ou vaginais
recolhidas a vitima raramente é possivel apés 6, 24 ou 48 horas apés o crime sexual,
respetivamente (Astrup et al., 2012; Barbaro et al., 2015; Casey et al., 2017; Laitan et
al., 2011).

O tempo de permanéncia dos espermatozoides na cavidade vaginal e a sua
detecao depende também de: idade da vitima; circunstancia em que o crime ocorreu,
ou seja, se se utilizou ou ndo preservativo, nao ter ocorrido ejaculagéo, ou o perpetrador
do crime ser vasectomizado ou azoospérmico; o tempo decorrido entre a colheita da
amostra e a ocorréncia do crime e as atividades que a vitima praticou apds o crime, isto
€, se urinou, defecou, comeu ou tomou banho (Barbaro et al., 2015; Owers et al., 2018).

Estudos indicam que nas situacdes em que ndo € detetado sémen nas
zaragatoas recolhidas, ndo é frequentemente realizada a analise de ADN autossomico,
pois a expectativa de encontrar ADN masculino é muito reduzida, devido aos elevados
niveis de ADN feminino presente, que mascara o componente masculino (Owers et al.,
2018). Nestes casos, a andlise de STRs do Cromossoma Y é muito valiosa (McDonald
et al., 2015; Owers et al., 2018).

Contudo, é importante salientar que o teste de PSA é influenciado pelo pH da
amostra, sendo que baixos niveis de pH, como o pH de secre¢des vaginais, poderao

fornecer resultados falsos positivos (Barbaro et al., 2015).
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2. Justificacao e Objetivos

O sémen é a evidéncia mais significativa nas pericias de carater sexual. Contudo,
aspetos como a colheita tardia ou incorreto acondicionamento de amostras biol6gicas,
utilizacao de preservativo durante a pratica sexual, a ndo ocorréncia de ejaculacao, ou
até mesmo anomalias no sistema reprodutor do agressor poderdo proporcionar uma
escassa quantidade de material genético de origem masculina a analisar.

A quantidade insuficiente ou até mesmo nula de material genético masculino
pode ndo s6 impossibilitar a confirmacdo da presenca de sémen, atraves de testes
preliminares, como também inviabilizar a identificagdo de um perfil genético.

Para além disso, 0 SGBF-C detetou que em vérias situa¢cdes em que era obtido
um resultado positivo para o teste preliminar de orientagéo de PSA néo era determinado
qualquer perfil genético de origem masculina associado. Como tal, revelou-se
importante realizar um estudo mais aprofundado destes casos.

Assim, o principal objetivo deste trabalho sera avaliar o fluxo de trabalho
laboratorial atualmente implementado no SGBF-C para a pesquisa de sémen,
nomeadamente em relagdo a necessidade de realizacdo de testes preliminares em
todas as amostras que séo recebidas com indicacéo de pesquisa de material bioldgico

de origem masculina.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Avaliacdo de pericias de natureza sexual realizadas
no SGBF-C nos anos de 2020 e 2021

3.1.1. Preparacao das amostras a serem analisadas

Com o objetivo de avaliar o fluxo de trabalho laboratorial atualmente
implementado no SGBF-C para a pesquisa de sémen, foi efetuada uma avaliagdo dos
resultados obtidos nas pericias de natureza sexual realizadas no SGBF-C ao longo dos
anos 2020 e 2021, nomeadamente nas metodologias de quantificacdo e determinacao
da natureza do material biol6gico das diversas amostras existentes.

Foram analisadas 149 pericias, que se encontravam concluidas, n&o tendo
havido qualquer identificagdo pessoal dos intervenientes, culminando num total de 650
amostras, devidamente anonimizadas, sendo que 593 eram provenientes de vitimas do
sexo feminino e 57 provenientes de vitimas do sexo masculino.

Inicialmente, realizou-se um tratamento de dados das diversas amostras
existentes para a pesquisa de sémen, uma vez que se verificou que existiam amostras
colhidas em locais similares ou que continham diferentes designacdes, atribuidas pelos
peritos que realizaram a sua colheita. Para tal, estas foram organizadas nas seguintes
categorias: Espéculo, Lencois, Penso higiénico, Roupa interior, Vestuario, Zaragatoa
anal externa, Zaragatoa anal interna, Zaragatoa oral, Zaragatoa peniana, Zaragatoa da
superficie corporal, Zaragatoa vaginal externa e Zaragatoa vaginal interna.

Na Tabela 1, encontram-se discriminadas as diferentes designacoes

consideradas para cada categoria organizada e a respetiva quantidade existente.
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Tabela 1: Designacdes consideradas para cada categoria organizada, referentes as pericias de natureza

sexual realizadas nos anos 2020 e 2021, e respetiva quantidade existente

Categorias de amostras Tipo de amostras Quantidade

Espéculo Espéculo 6

Lencgois Toalha, pano, manta, roupa de | 75
cama/lencgois

Penso higiénico Copo menstrual, penso higiénico, 36
tampao, fralda, toalhete

Roupa interior Cuecas, soutien 111

Vestuario Blusdo, body, calgcas, camisa, 103
camisola, leggins, meias-calcas,
top

Zaragatoa anal externa Zaragatoa peri-anal 28

Zaragatoa anal interna Zaragatoa anal, zaragatoa 50
anorretal, zaragatoa intra-anal,
zaragatoa retal

Zaragatoa oral Zaragatoa bucal, zaragatoa oral 10

Zaragatoa peniana Zaragatoa peniana 1

Zaragatoa da superficie corporal | Zaragatoa abdominal, zaragatoa | 30
cervical, zaragatoa da coxa,
zaragatoa mamaria, zaragatoa
subungueal, zaragatoa do umbigo

Zaragatoa vaginal externa Zaragatoa colheita externa, 71
zaragatoa vestibular, zaragatoa
dos grandes labios, zaragatoa dos
pequenos labios, zaragatoa
perivulvar, zaragatoa vulvar

Zaragatoa vaginal interna Zaragatoa colheita interna, | 129
zaragatoa do colo do utero,

zaragatoa do exsudado vaginal,

zaragatoa do fundo do saco,
zaragatoa do introito, zaragatoa

intravaginal, zaragatoa vaginal

De modo a verificar a concordancia dos resultados obtidos nas pericias sexuais
mencionadas, compararam-se 0s resultados finais destas, isto €, a obtencao ou néo de
um perfil genético masculino e/ou haplétipo significativo com a quantidade de ADN
masculino existente e também com o resultado obtido nos testes preliminares efetuados

para a pesquisa de sémen.
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Para tal, as categorias organizadas foram inicialmente divididas em dois
subgrupos, nomeadamente “Amostras com perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo” e “Amostras sem perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo”. No primeiro grupo, consideraram-se as amostras que tiveram
relevancia para a identificacéo do agressor, independentemente do perfil genético e/ou
haplétipo obtido ter sido singular ou de mistura. Por sua vez, o Ultimo grupo
correspondeu a amostras ndo processadas, que tiveram associado um perfil genético
proveniente da vitima, ou aquelas em que foi determinado um perfil genético nao
valorizavel.

Na Tabela 2, e de acordo com as categorias organizadas, encontra-se
representado o nimero de amostras que obtiveram um perfil genético masculino e/ou
haplotipo associado significativo e que ndo obtiveram um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo.

Tabela 2: NUmero de amostras das diversas categorias organizadas com um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo e sem um perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo

Categorias de amostras Numero de amostras com perfil | NOomero de amostras sem
genético masculino e/ou | perfil genético masculino
haplotipo associado | e/ou haplétipo associado
significativo significativo

Espéculo 1 5

Lencgois 35 40

Penso higiénico 1 35

Roupa interior 64 a7

Vestuario 59 44

Zaragatoa anal externa 10 18

Zaragatoa anal interna 7 43

Zaragatoa oral 0 10

Zaragatoa peniana 1 0

Zaragatoa da superficie corporal | 13 17

Zaragatoa vaginal externa 25 46

Zaragatoa vaginal interna 43 86

Apoés a andlise das categorias do primeiro subgrupo considerado, verificou-se
que a categoria “Zaragatoa oral’ ndo continha qualquer amostra e que as categorias
“Espéculo”, “Penso Higiénico” e “Zaragatoa peniana” possuiam apenas uma. Como tal,
estas categorias ndo foram alvo de qualquer analise posterior a realizar, uma vez que

nao tinham representatividade na amostragem.
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Por sua vez, ao analisar as categorias que ndo continham um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo, verificou-se que a categoria
“Zaragatoa peniana” ndo possuia qualquer amostra, pelo que também nao foi sujeita a
analise posterior.

Como tal, foram contabilizadas apenas 647 amostras.

Posteriormente, as amostras dos subgrupos mencionados foram organizadas de
acordo com a quantidade de ADN masculino existente: uma quantidade igual ou
superior a 0.1 ng/pL; uma quantidade igual ou superior a 0.01 e inferior a 0.1 ng/uL; uma
qguantidade inferior a 0.01 ng/uL ou inexisténcia de ADN masculino.

No subgrupo “Amostras com perfil genético masculino e/ou haplétipo associado
significativo”, varios parametros foram avaliados, nomeadamente: relacdo existente
entre a quantidade de ADN masculino e a obtengdo de um perfil genético masculino
e/ou hapl6tipo associado completo ou incompleto e a relagcdo entre a quantidade de
material genético masculino e os resultados obtidos nos testes preliminares para a
pesquisa de sémen.

No subgrupo “Amostras sem perfil genético masculino e/ou haplétipo associado
significativo”, analisou-se a relagéo existente entre a quantidade de ADN masculino e
as amostras ndo processadas ou provenientes de vitimas do sexo masculino. Avaliou-
se também a influéncia da quantidade de material genético masculino existente e o
resultado obtido no teste preliminar de PSA, analisando-se, igualmente, os diversos

tipos de amostras que obtiveram um resultado positivo no teste.

3.1.2. Avaliacdo da duracdo e custo médio da realizacdo dos

testes preliminares para pesquisa de sémen

Procedeu-se ainda a uma avaliacdo do tempo médio necessario para a
realizacao dos testes preliminares executados no SGBF-C para a pesquisa de sémen,
nomeadamente na obtencdo de resultados. Para tal, foi necessario cronometraram-se
os testes do Antigénio Especifico da Prostata (PSA) e de Christmas Tree (CT) realizados
em pericias de natureza sexual no SGBF-C ao longo dos anos de 2021 e 2022, uma
vez que o estudo efetuado foi retrospetivo, ndo tendo sido efetuada qualquer avaliacdo
relativamente a este parametro nos testes preliminares realizados nas pericias dos anos
2020 e 2021.

24



Quantificacdo de ADN vs. determinacao da natureza de material biolégico: valorizacéo
de resultados em pericias de natureza sexual

Cronometraram-se 40 amostras sujeitas ao teste de PSA e ao teste de CT.
Relativamente ao teste de PSA, uma vez que o tempo médio necessario para a
obtencdo de resultados, independentemente de ser positivo ou negativo, era comum
para todas as amostras, considerou-se, para além do tempo médio de realizacdo do
teste, todo o procedimento a executar antes, isto €, a procura e recolha das amostras
do local onde se encontravam armazenadas, como também todo o procedimento a
realizar posteriormente, ou seja, o tempo despendido na insercdo dos resultados no
software LIMS do SGBF-C.

Por sua vez, em relacao ao teste de CT, o tempo médio de preparacao das
laminas para visualizar ao microscépio era comum para todas as amostras, sendo que
apenas o tempo médio de visualizacdo, de acordo com a obtencdo de um resultado
positivo ou negativo, era diferente. Como tal, para esta avaliagéo, considerou-se apenas
o tempo médio despendido na observacdo microscopica.

Para além desta andlise, considerou-se também a despesa monetéria dos testes
de PSA, ndo se avaliando o custo despendido no de CT, uma vez que 0s reagentes
utilizados podem ser aproveitados para um grande ndmero de amostras, ndo sendo

significativo o custo de cada um destes testes.

3.2. Metodologias laboratoriais utilizadas nas amostras

das pericias sexuais avaliadas

3.2.1. Testes preliminares para pesquisa de sémen

3.2.1.1. Teste preliminar de orientagéo de PSA

O teste SERATEC ® PSA Semiquant é considerado um teste preliminar de
orientac&o imunocromatografico para detecéo da glicoproteina PSA. E considerado um
teste semiquantitativo, pelo que, tal como mencionado pelo fabricante, apresenta uma
linha de controlo interno com uma intensidade reflexa de uma concentracéo de PSA de
4 ng/mL.

Inicialmente, foi retirado um pequeno fragmento das amostras selecionadas,

suspeitas de conterem manchas de sémen, e colocado num eppendorf. Foi também
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preparado um controlo positivo, feito com uma mancha de sémen conhecida, bem como
um controlo negativo.

Foram adicionados 200 pL de tampdo (8.0 g NaCl; 0.2 g KCI; 1.44 ¢
NazHPO.-2H,0; 0.24 g KH2PO4; 0.1 mL 10 wt% NaNs; pH 7.4), fornecido pelo kit, e de
seguida, as amostras foram incubadas durante 2 horas, a 400 rota¢des por minuto (rpm)
az24-°C.

Retirou-se uma cassete do invélucro, identificando-se a amostra. Apos as 2
horas, adicionaram-se 120 pL do produto de extracéo (cerca de 3 gotas) ao pogo da
cassete. Leu-se o resultado do teste apés 10 minutos, a temperatura ambiente. Este
resultado pode ser positivo, negativo ou invalido.

Num resultado positivo, foram observadas trés bandas na janela de resultados
do teste, correspondentes a uma banda controlo, a uma banda de standart interno e a
uma banda de teste.

Num resultado negativo, foram observadas apenas a banda de controlo e de
standart interno.

Os testes foram considerados invalidos se ndo apresentaram qualquer tipo de
banda de controlo ou de standart interno.

Por fim, realizou-se o registo fotografico do resultado obtido, o qual ficou
registado no software LIMS do SGBF-C.

As amostras que positivaram no teste de PSA foram sujeitas ao teste preliminar

de certeza de Christmas Tree.

3.2.1.2. Teste preliminar de certeza Christmas Tree

O método de Christmas Tree € uma técnica microscopica que consiste na
coloracao dos espermatozoides, se existentes, de verde, através da acdo do corante
Picro-Indigo-Carmin, e dos nucleos celulares de vermelho, por acédo do corante Nuclear
Fast Red.

Inicialmente, as amostras que testaram positivo no teste de PSA foram
centrifugadas a 9000 rpm durante 3 minutos.

De seguida, pipetaram-se 20 pL de sedimento para uma lamina de microscopia,
gue se encontrava devidamente identificada.

Fixou-se a amostra a lamina, com recurso a uma fonte de calor, até se verificar

gue aguela ficou completamente seca.
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Colocou-se a lamina numa camara humida, cobrindo-se a amostra com a
solucdo Nuclear Fast Red e aguardou-se 15 minutos. Ao fim deste periodo de tempo,
lavou-se cuidadosamente com agua destilada.

Cobriu-se a amostra com a solucéo Picro-Indigo-Carmin, aguardando-se 15 a 30
segundos. De seguida, lavou-se com Etanol a 90%, deixando secar ao ar.

Depois de seco, montou-se a lamela com uma gota de Entellan.

Visualizou-se ao microscépio 6tico, com uma objetiva de 40x, efetuando um
registo fotografico das amostras positivas.

Inseriu-se o resultado obtido no Registo de Provas e no software LIMS do SGBF-
C.

3.2.2. Trabalho laboratorial paralelo aos testes preliminares

Paralelamente aos testes preliminares, foi realizada a extragdo, quantificagédo e
amplificacdo das amostras das pericias sexuais realizadas no SGBF-C nos anos 2020
e 2021.

3.2.2.1. Extrac&o das amostras

A extracdo das amostras das pericias sexuais utilizaram o kit PrepFiler
Express™ Forensic DNA Extraction, através do equipamento Automate Express™

Forensic DNA Extraction System, do fabricante Applied Biosystems ®.

3.2.2.2. Quantificacdo das amostras

Para a quantificacdo dessas amostras, foi utilizado o kit Quantifiler ® Trio DNA
Quantification e o equipamento 7500 Real-Time PCR System, do fabricante Applied
Biosystems ®.

Como mencionado anteriormente, os resultados obtidos na quantificacdo destas
amostras foram posteriormente divididos em grupos, nomeadamente, com uma
quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL, igual ou superior a 0.01

ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL, inferior a 0.01 ng/uL e inexisténcia de ADN masculino.
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3.2.2.3. Amplificacdo de ADN e respetiva separacao e analise do

material amplificado

De seguida, amplificaram-se os STRs autossomicos e/ou do cromossoma Y das
amostras, tendo em consideracao os resultados da quantificagédo. O resultado obtido foi
convertido num eletroferograma, que se traduziu num perfil genético ou hapl6tipo
singular ou de mistura.

O perfil genético ou haplétipo obtidos puderam ser classificados em: completos,
se obtiveram resultados em todos os polimorfismos analisados; incompletos, se
obtiveram resultados em apenas alguns polimorfismos ou nado valorizaveis.

Para além disso, os perfis genéticos problema foram comparados com amostras
de referéncia, isto é, provenientes da vitima e/ou do suspeito. No caso de obtencéo de
um perfil genético ou haplétipo do cromossoma Y singular, o perfil genético ou haplétipo
problema foram classificados em coincidentes ou distintos das amostras de referéncia.
Por sua vez, no caso de obtencdo de uma mistura de perfis genéticos ou de haplétipos
do cromossoma Y, o perfil genético ou haplétipo problema foram classificados em
compativeis ou ndo compativeis com as amostras de referéncia.

No caso do perfil genético ou haplétipo problema ter sido coincidente ou
compativel com a amostra de referéncia do agressor, considerou-se que se obteve um
perfil genético masculino e/ou haplétipo significativo, ou seja, o perfil genético e/ou
haplétipo obtidos tiveram relevancia para identificar o agressor do crime,
independentemente de serem singulares ou de mistura.

Neste tipo de crimes, o componente masculino do agressor encontra-se,
normalmente, numa proporcédo muito baixa, quando comparado com o ADN da vitima,
que pode mascarar 0 componente minoritario. Uma vez que numa mistura de perfis
genéticos, ao analisar-se a amplificacdo de STRs autossdmicos, apenas sao detetados
componentes minoritarios que contribuam mais de 5 % para essa mistura, € importante,
nestes casos, a amplificacdo de STRs do cromossoma Y, que permite a eliminacédo da
fragdo feminina, bem como a determinacdo da quantidade de contribuintes masculinos
para a mistura.

A amplificacdo de STRs autossomicos realizou-se com o kit GlobalFiler™ PCR
Amplification, para determinar perfis de ADN nos loci D3S1358, VWA, D16S539,
CSF1PO, TPOX, Y indel, Amelogenina, D8S1179, D21S11, D18S51, DYS391, D25441,
D19S433, THO1, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33, D10S1248,
D1S1656, D12S391 e D2S1338. O sistema utlizou ainda 6 fluorocromos,
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nomeadamente o 6-FAM™, VIC™ NED™, TAZ™, SID™ e LIZ™, que permitiram a
detecdo automética de fragmentos de ADN.

A amplificacdo de STRs do cromossoma Y realizou-se com o kit YFiler® Plus
PCR Amplification, para determinar perfis de ADN nos loci DYS576, DYS3891, DYS635,
DYS389Il, DYS627, DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4, DYS448, DYS391, DYS456,
DYS390, DYS438, DYS392, DYS518, DYS570, DYS437, DYS385, DYS449, DYS393,
DYS439, DYS481, DYF387S1 e DYS533. O sistema utilizou ainda um sistema de 6
fluorocromos, nomeadamente o 6-FAM™, VIC®, NED™, TAZ™, SID™ e LIZ™, que
permitiram a detecdo automatica de fragmentos de ADN.

Para as duas amplificagdes, utilizou-se o equipamento 3500 Genetic Analyzer,
do fabricante Applied Biosystems ®.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Determinacdo de um perfil genético masculino e/ou

haplotipo associado

Inicialmente, subdividiram-se as varias categorias organizadas e mencionadas
na Tabela 2 em “Amostras com perfil genético masculino e/ou haplétipo associado
significativo” e “Amostras sem perfil genético masculino e/ou haplétipo associado
significativo”, incorporando neste grupo as amostras ndo processadas, como também
aquelas que obtiveram um perfil genético proveniente da vitima ou nado valorizavel.

Tal como descrito anteriormente, considerou-se que as categorias “Espéculo”,
“Penso Higiénico”, “Zaragatoa oral’ e “Zaragatoa peniana”, do grupo “Amostras com
perfil genético masculino associado significativo” e a categoria “Zaragatoa peniana”, do
grupo “Amostras sem perfil genético masculino associado e/ou hapl6tipo significativo”
ndo tinham representatividade na amostragem a ser analisada, pelo que ndo foram
sujeitas a qualquer tipo de avaliagéo.

Verificou-se que, de um total de 647 amostras analisadas, 256 possuiam perfil
genético masculino e/ou haplétipo associado significativo (39.6 %) e, como tal, tinham
necessidade de realizar os testes preliminares para pesquisa de sémen, de modo a
verificar se a amostra continha sémen ou outro fluido corporal. Por sua vez, 391 (60.4 %)
nao continham perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo, ndo
existindo necessidade de realizar os testes preliminares. O resultado encontra-se

esquematizado na Figura 1.
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Obtenc¢do ou ndo de um perfil genético masculino e/ou hapldtipo associado nas
amostras das pericias de natureza sexual realizadas no SGBF-C nos anos 2020 e
2021

Figura 1: Nimero de amostras, expresso em percentagem, com e sem perfil genético masculino e/ou

haplétipo associado significativo, provenientes das pericias sexuais realizadas no SGBF-C nos anos 2020
e 2021
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4.2. Comparacdo da presenca de um perfil genético
masculino e/ou hapl6tipo associado significativo, a
guantidade de ADN masculino existente e o resultado dos

testes preliminares para pesquisa de sémen

4.2.1. Relacéo entre aobtencao de um perfil genético masculino
e/ou haplétipo associado significativo e a quantidade de ADN

masculino existente

Inicialmente, determinou-se a percentagem de amostras com um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo, isto €, com relevancia para identificar
0 agressor, independentemente de ser um perfil genético e/ou haplétipo singular ou de
mistura. Estas amostras foram divididas de acordo com a quantidade de material
genético masculino existente: quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1
ng/uL; quantidade igual ou superior a 0.01 ng/yL e inferior a 0.1 ng/uL; quantidade
inferior a 0.01 ng/pL ou inexisténcia de ADN masculino.

Uma vez que todas as amostras pertencentes a este grupo continham material
genético, o grupo “inexisténcia de ADN masculino” nao foi considerado. O resultado
encontra-se representado na Figura 2.
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genético masculino e/ou haplétipo associado significativo
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Figura 2: Namero de amostras, expresso em percentagem, com perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo e a respetiva quantidade de ADN masculino existente: quantidade igual ou superior

a 0.1 ng/uL; quantidade igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/pL e quantidade inferior a 0.01
ng/pL
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Pela andlise dos resultados, averiguou-se que 51.6 % (132), 39.1 % (100) e
9.4 % (24) das amostras tiveram uma quantidade de ADN masculino igual ou superior
a 0.1 ng/uL, igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL e inferior a 0.01 ng/uL,
respetivamente. Como tal, 90.7 % das amostras contiveram uma quantidade de ADN
masculino igual ou superior a 0.01 ng/pL.

Os resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que quanto maior a
quantidade de material genético masculino, maior a probabilidade de obtencdo de um
perfil genético e/ou haplotipo relevante para identificar o agressor do crime (Butler,
2012b).

Como mencionado anteriormente, as amostras representadas neste grupo
possuiram um perfil genético masculino e/ou hapl6tipo associado significativo, ou seja,
o perfil genético ou haplétipo problema, independentemente de serem singulares ou de
mistura, tiveram relevancia na identificacéo do agressor do crime.

Contudo, observou-se que nem sempre o perfil genético ou haplétipo problema
obtidos se encontravam completos, isto €, com resultados em todos os polimorfismos
analisados. Como tal, foi necessério investigar se existia alguma relacdo entre a
guantidade de ADN masculino existente e a presenca de um perfil genético ou haplotipo
do cromossoma Y completo ou incompleto. O resultado encontra-se representado na
Figura 3.
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Perfil genético masculino e/ou hapldtipo associado significativo, de acordo com as
diferentes quantidades de ADN masculino existentes

Numero de amostras (%)

m Perfil genético completo / Haplétipo do cromossoma Y completo

M Perfil genético incompleto / Haplétipo do cromossoma Y incompleto
Figura 3: Obtencédo de um perfil genético e/ou haplétipo do cromossoma Y completo (azul) ou incompleto
(laranja), de acordo com as diferentes quantidades de ADN masculino existentes: quantidade de ADN

masculino igual ou superior a 0.1 ng/pL; quantidade igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/uL e
quantidade inferior a 0.01 ng/uL
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Verificou-se que 89.4 % (118), 81.0 % (81) e 62.5 % (15) das amostras com uma
quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL, igual ou superior a 0.01
ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL e inferior a 0.01 ng/uL, respetivamente, obtiveram um perfil
genético e/ou haplétipo do cromossoma Y completo.

Os resultados estédo de acordo com o descrito na literatura: a medida que existiu
uma menor quantidade de ADN masculino, a probabilidade de perda de alelos durante
a amplificacéo foi maior, aumentando assim o numero de perfis genéticos masculinos
e/ou haplétipos incompletos (Butler, 2012b).

4.2.2. Relagdo entre o resultado do teste preliminar de

orientacdo de PSA e a quantidade de ADN masculino existente

Avaliaram-se ainda os resultados dos testes preliminares obtidos para pesquisa
de sémen destas amostras, nomeadamente nos testes de PSA e de CT, de acordo com
as diferentes quantidades de ADN masculino existentes.

O resultado obtido no teste de PSA, de acordo com as diferentes quantidades
de ADN masculino, encontra-se representado na Figura 4.
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masculino e/ou haplétipo associado significativo

Numero de amostras (%)

B PSA positiva M PSA negativa

Figura 4: Nimero de amostras, expresso em percentagem, com perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo, que obtiveram um resultado positivo (azul) ou negativo (laranja) no teste de PSA,
de acordo com a quantidade de ADN masculino existente: quantidade igual ou superior a 0.1 ng/uL;
quantidade igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/uL e quantidade inferior a 0.01 ng/pL
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Verificou-se que 81.1 % (107), 40.0 % (40) e 25.0 % (6) das amostras com uma
quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL, igual ou superior a 0.01
ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL e inferior a 0.01 ng/uL, respetivamente, obtiveram um
resultado positivo no teste de PSA. Como tal, determinou-se que, das 256 amostras com
um perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo, 59.8 % (153)
possuiram um resultado positivo no teste de PSA.

Como abordado anteriormente, a sensibilidade do teste de PSA é bastante
elevada, sendo que para concentracdes de PSA iguais ou superiores a 2 ng/mL, é
normalmente garantido um resultado positivo (Barbaro et al., 2015). Como tal, quanto
maior for a quantidade de material genético masculino a ser analisado, maior é a
probabilidade de o teste de PSA fornecer um resultado positivo fiavel (Barbaro et al.,
2015).

Apurou-se, ainda, pela analise da Figura 4, que, a medida que a quantidade de
ADN masculino a ser analisado era menor, o nimero de resultados negativos no teste
de PSA era maior. De acordo com a bibliografia, este resultado consegue ser explicado
ndo so pelo facto de, eventualmente, ndo se encontrar presente sémen nas referidas
amostras, mas também, e apesar da sensibilidade elevada do teste, uma quantidade
muito reduzida de material genético masculino poder impedir a sua positividade
(Barbaro et al., 2015).

Para além disso, € de notar que em casos de agressfes sexuais em que ocorra
penetracdo oral, digital ou sem ejaculacdo, ndo se encontra presente sémen, mas sim
outro tipo de células ou fluidos corporais distintos, nhomeadamente, a presenca de

células epiteliais. Nestes casos, é esperado que o teste de PSA seja negativo.

4.2.3. Relagé&o entre o resultado do teste preliminar de certeza

de Christmas Tree e a quantidade de ADN masculino existente

Como referido anteriormente, a PSA encontra-se presente, em pequenas
qguantidades, em outros fluidos corporais distintos do sémen, como a urina e secrecdes
vaginais. Deste modo, dado que é um teste bastante sensivel, podera fornecer
resultados falsos positivos para a presenca de sémen.

Por este motivo, é sempre importante comprovar a sua presenca através do teste
de certeza de CT, realizado nas amostras que obtiveram um resultado positivo no teste

de orientacdo de PSA.
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O resultado obtido, de acordo com as diferentes quantidades de ADN masculino

existentes, encontra-se representado na Figura 5.

100.000
90.000
80.000

70.000

60.000

50.000

40.000

30.000

20.000

10.000 -
0.000

[ADN masculino] 20.1 ng/uL  0.01 < [ADN masculino] <0.1 [ADN masculino] < 0.01 ng/uL
ng/ulL
Quantidade de ADN masculino existente nas amostras com perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo

Numero de amostras (%)

B CT positiva M CT negativa

Figura 5: Numero de amostras, expresso em percentagem, com perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo, que obtiveram um resultado positivo (azul) ou negativo (laranja) no teste preliminar
de certeza para pesquisa de sémen CT, de acordo com a quantidade de ADN masculino existente:
quantidade igual ou superior a 0.1 ng/pL; quantidade igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/uL e
guantidade inferior a 0.01 ng/pL

Pela analise dos resultados obtidos, apurou-se que 67.3 % (72) e 20.0 % (8) das
amostras com um resultado positivo no teste de PSA, sujeitas ao teste de CT e com
uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL e igual ou superior a
0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL, respetivamente, também obtiveram um resultado
positivo. Por sua vez, 100.0% (6) das amostras com uma quantidade inferior a 0.01
ng/pL obtiveram um resultado negativo. Como tal, verificou-se que, das 153 amostras
com PSA positiva, apenas 52.3 % (80) positivaram no teste de CT.

De acordo com a bibliografia, a auséncia de espermatozoides, detetaveis nesta
pratica, ndo € sinénimo de inexisténcia de agressao sexual, uma vez que a quantidade
reduzida de ADN a ser analisada pode impossibilitar a observacao de espermatozoides
ao microscopio, o agressor do crime pode ser vasectomizado ou azoospérmico, a
penetracao pode ter ocorrido sem ejaculacdo ou ter sido digital ou oral, ou até mesmo,
nos casos de penetracdo anal, os espermatozoides podem ser degradados por enzimas
bacterianas (Cainé et al., 2008; Hampton, 1995; Magalhdes et al., 2015; Sibille et al.,
2002).
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4.3. Comparacdo da inexisténcia de um perfil genético
masculino e/ou hapl6tipo associado significativo, a
guantidade de ADN masculino existente e o0s testes

preliminares para pesquisa de sémen

4.3.1. Relacdo entre a inexisténcia de um perfil genético

masculino e/ou haplétipo significativo e a quantidade de ADN

masculino existente

De acordo com o mencionado na Figura 1, também se determinou a
percentagem de amostras sem um perfil genético masculino e/ou haplétipo associado
significativo, isto é, sem um perfil ou haplétipo de relevancia para identificar o agressor.
Estas amostras foram divididas de acordo com a quantidade de material genético
masculino existente: quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/pL;
quantidade igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL; quantidade inferior a
0.01 ng/uL e inexisténcia de ADN masculino.

O resultado obtido encontra-se descrito na Figura 6.
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Figura 6: Nimero de amostras, expresso em percentagem, sem perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo e respetiva quantidade de ADN masculino existente: quantidade igual ou superior a

0.1 ng/uL; quantidade igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/uL; quantidade inferior a 0.01 ng/uL
e inexisténcia de ADN masculino
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Pela analise dos resultados, determinou-se que 4.9 % (19), 10.0 % (39), 46.0 %
(180) e 39.1 % (153) das amostras sem perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo continham uma quantidade de ADN masculino igual ou superior
a 0.1 ng/uL, igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL, inferior a 0.01 ng/uL e
sem ADN masculino, respetivamente. Foi possivel verificar que a maioria das amostras
deste grupo, nomeadamente 85.1 %, conteve uma quantidade de ADN masculino muito
reduzida, isto €, inferior a 0.01 ng/uL, ou até mesmo nula, podendo impedir a obtencao
de um perfil genético masculino e/ou haplétipo significativo (Cainé et al., 2008;
Magalh&es et al., 2015; Sibille et al., 2002).

Uma pequena percentagem de amostras (14.9 %) conteve uma quantidade de
ADN masculino igual ou superior a 0.01 ng/pL, cujo perfil genético masculino e/ou
haplétipo obtido néo foi relevante para a resolucdo da pericia. Como tal, investigou-se,
para estes casos, se as amostras provinham de vitimas do sexo masculino e, como tal,
justificativas da quantidade elevada de ADN masculino ou de amostras ndo processadas.
O resultado encontra-se representado na Figura 7.
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associado significativo
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Figura 7: NUmero de amostras, expresso em percentagem, sem um perfil genético masculino associado
e/ou haplétipo significativo, provenientes de vitimas do sexo masculino (azul) ou de amostras nao
processadas (laranja), com uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/pL, a esquerda,
e igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/pL, a direita

Apurou-se que 63.2 % (12) e 26.3 % (3) das amostras com uma quantidade de
ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/pL eram provenientes de vitimas do sexo
masculino e, como tal, justificativas da quantidade elevada de ADN masculino existente,
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e de amostras ndo processadas, respetivamente. Por sua vez, 15.4 % (6) e 56.4 % (22)
das amostras com uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.01 ng/uL e

inferior a 0.1 ng/puL, eram provenientes de vitimas do sexo masculino e de amostras nao
processadas, respetivamente.

4.3.2. Relacdo entre o resultado do teste preliminar de

orientacdo de PSA e a quantidade de ADN masculino existente

Avaliaram-se também os resultados obtidos nos testes preliminares para
pesquisa de sémen das amostras gue nao possuiram um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo, nomeadamente no teste de PSA, uma vez que
nenhuma amostra sujeita ao teste de CT positivou.

O resultado obtido no teste de PSA, tendo em consideracdo a quantidade de
material genético existente, encontra-se representado na Figura 8.
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Quantidade de ADN masculino existente nas amostras sem perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo

M PSA positiva M PSA negativa

Figura 8: NUmero de amostras, expresso em percentagem, sem perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo, que obteve um resultado positivo (azul) ou negativo (laranja) no teste de PSA, de
acordo com a quantidade de ADN masculino existente: quantidade igual ou superior a 0.1 ng/pL; quantidade

igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL; quantidade inferior a 0.01 ng/uL e inexisténcia de ADN
masculino

Pela andlise dos resultados, verificou-se que 36.8 % (7), 53.8 % (21), 20.6 %
(37) e 11.8 % (18) das amostras com uma quantidade de ADN masculino igual ou

superior a 0.1 ng/pL, igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL, inferior a 0.01
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ng/uL e sem ADN masculino, respetivamente, obtiveram um resultado positivo no teste
de PSA. Determinou-se, assim, que de um total de 391 amostras sem perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo, apenas 21.2 % (83) obtiveram um
resultado positivo no teste de PSA.

Contudo, verificou-se que existiu uma elevada percentagem de amostras,
nomeadamente, 36.8 % e 53.8 %, com uma quantidade de ADN masculino igual ou
superior a 0.1 ng/uL e igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior a 0.1 ng/uL,
respetivamente, que obtiveram um resultado positivo no teste de PSA, ndo possuindo,
posteriormente, qualquer perfil genético masculino e/ou haplétipo associado. Como tal,
avaliou-se que tipo de amostras obteve este resultado ndo expectavel. O resultado
encontra-se representado na Figura 9.
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M PSA positiva para 0.01 < [ADN Masculino] < 0.1 ng/uL

Figura 9: Nimero de amostras, expresso em percentagem, pertencente a cada categoria de amostra sem
perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo e com um resultado positivo no teste de
PSA, de acordo com a quantidade de ADN masculino existente: quantidade igual ou superior a 0.1 ng/uL
(azul) e quantidade igual ou superior a 0.01 ng/pL e inferior a 0.1 ng/pL (laranja)

Pela analise dos resultados, verificou-se que as categorias “Espéculo”, “Penso

higiénico”, “Zaragatoa anal externa” e “Zaragatoa oral” nao obtiveram qualquer resultado
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positivo no teste de PSA para uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a
0.01 ng/pL.

Para uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL, 33.3 %
(1) e 28.6 % (2) das categorias “Lencéis” e “Zaragatoa anal interna”, respetivamente,
obtiveram um resultado positivo no teste de PSA, bem como a totalidade das amostras
das categorias “Roupa interior” (1) e “Vestuario” (3).

Para uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.01 ng/uL e inferior
a 0.1 ng/uL, 11.1 % (1), 83.3 % (10), 60.0 % (6) € 50.0 % (1) das categorias “Lengéis”,
“Roupa interior’, “Vestuario” e “Zaragatoa vaginal interna”, respetivamente, também
obtiveram um resultado positivo para o teste de PSA, tal como a totalidade das amostras
da categoria “Zaragatoa anal interna” (1), “Zaragatoa da superficie corporal” (1) e
“Zaragatoa vaginal externa” (1).

Apesar de estas amostras conterem uma quantidade de ADN masculino elevada,
€ de notar que 57.1 % (16) nado sofreu qualquer processamento, uma vez que, ao ser
determinada a quantidade de ADN existente, se verificou que existiam amostras mais
promissoras de serem amplificadas ou relevantes no contexto da agressédo sexual, de
modo a estabelecer um perfil genético ou haplétipo completo, como indicado na
literatura (Butler, 2012b).

Autores referem que a glicoproteina PSA pode encontrar-se presente, apesar de
em concentragdes muito reduzidas, noutros fluidos corporais distintos do sémen
(Denison et al., 2004; Manello F. etal., 1998; H Yu et al., 1999, 1995). Como mencionado
anteriormente, a urina é um dos fluidos corporais que pode conter a PSA em elevadas
quantidades, quando comparado com os restantes fluidos, devido a tecidos do trato
urogenital feminino, mas também a utilizag@o de contracetivos orais, nas vitimas do sexo
feminino, e ao desenvolvimento da préstata e a determinadas displasias existentes, nas
vitimas do sexo masculino (Denison et al., 2004; Manello F. et al., 1998; Seratec®, 2006;
H Yu et al., 1999). Amostras que possam conter vestigios de urina, como “Lencgdéis”,
“Roupa interior” ou “Vestuario”, mesmo que em pequena quantidade, podem positivar
no teste de PSA, sem possuirem material genético masculino de relevancia.

As amostras que possam possuir saliva, como “Zaragatoa da superficie corporal”,
também podem positivar no teste de PSA, devido a utilizagdo de contracetivos orais,
nas mulheres, ou a existéncia de alguns problemas de saude, como carcinomas da
préstata, hiperplasia benigna da prostata ou outras doencas urolégicas, nos homens
(Aksoy et al., 2002; Denison et al., 2004; Manello F. et al., 1998; H Yu et al., 1999).
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Além do mais, nas vitimas do sexo feminino, é de notar que € possivel detetar
uma pequena quantidade de PSA, nomeadamente em secrecfes vaginais, uma vez que
a sintese da glicoproteina pode ser induzida por hormonas esteroides, existentes em
diversos tecidos da mulher (Nagar et al., 2013; Wahed et al., 2019). Como tal, amostras
da categoria “Zaragatoa vaginal externa” e “Zaragatoa vaginal interna” podem positivar
no teste de PSA, ndo possuindo qualquer material genético masculino.

Em amostras anais, como “Zaragatoa anal interna”, as enzimas bacterianas
podem justificar o facto de ndo se detetar espermatozoides ou material genético de
relevancia, pois podem degrada-los (Hampton, 1995; Sibille et al., 2002).

Como tal, é possivel que um teste de PSA positive, ndo contendo material
genético masculino de relevancia.

Contudo, é também de notar que o teste de PSA é muito sensivel, podendo
detetar a glicoproteina numa baixa concentragdo. Assim, é plausivel que um teste de
PSA, mesmo com uma pequena quantidade de material genético presente, detete a
glicoproteina, mas ndo exista uma quantidade suficiente para se detetar
espermatozoides através da técnica de Christmas Tree, nem para fornecer um perfil
genético e/ou haplétipo de relevancia forense. Como tal, nestes casos, ndo se consegue
comprovar a existéncia de um crime sexual, uma vez que o teste de PSA é orientativo
(Barbaro et al., 2015; Denison et al., 2004).
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4.4. Avaliacao da duragédo e custo dos testes preliminares

De modo a avaliar o tempo necessario para a realizacdo dos testes preliminares
para pesquisa de sémen, nomeadamente para a obtencdo de resultados,
cronometraram-se 40 procedimentos de PSA e de CT, realizados nas pericias de
natureza sexual no SGBF-C ao longo dos anos de 2021 e 2022.

Como mencionado anteriormente, no teste de PSA, considerou-se para esta
avaliacdo, para além do tempo médio necessério para a obtencédo de resultados, todo o
procedimento a realizar antes (procura e recolha das amostras do local onde se
encontravam armazenadas) e posteriormente (inser¢cdo dos resultados no software
LIMS do SGBF-C).

Por sua vez, em relacdo ao teste de CT, apenas se considerou o tempo médio
despendido na observacdo microscépica, de modo a averiguar a desigualdade,
consoante o resultado fosse positivo ou negativo. Avaliaram-se 20 CT positivas e 20 CT
negativas.

Relativamente ao teste de PSA, considerou-se um tempo médio de 2.43 horas
para a obteng&o de resultados.

Como indicado anteriormente, nos anos 2020 e 2021, 650 amostras
provenientes de 149 pericias sexuais foram sujeitas ao teste preliminar de PSA, sendo
que apenas 647 foram avaliadas, pois tiveram representatividade na amostragem.

De acordo com o fluxo de trabalho laboratorial atualmente implementado no
SGBF-C, todas as amostras em que € solicitada a pesquisa de sémen sao sujeitas ao
teste de PSA, sendo que se este teste obtiver um resultado positivo, € necessério
realizar o de CT.

Contudo, determinou-se que apenas 256 amostras tinham necessidade de
realizar os testes preliminares, pois obtiveram um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo, sendo necessario comprovar se a amostra continha
sémen ou outro fluido corporal.

Como tal, investigou-se o tempo médio despendido na realizacédo do teste de
PSA, de acordo com o fluxo de trabalho laboratorial atualmente imposto no SGBF-C e
o tempo médio necessario a despender, se apenas se realizasse o teste nas amostras

com necessidade. O resultado encontra-se representado na Figura 10.
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= Tempo médio despendido na realizagdo do teste de PSA (horas)

= Tempo médio necessario a despender para a realizagdo do teste de PSA (horas)

Figura 10: Tempo médio despendido, em horas, na realizacéo do teste de PSA, de acordo com o fluxo de
trabalho laboratorial atualmente implementado no SGBF-C (azul) e tempo médio necessério a despender,
se apenas se considerassem as amostras com necessidade (laranja)

Pela andlise dos resultados, determinou-se que o tempo médio despendido no
teste de PSA, de acordo com o fluxo de trabalho laboratorial atualmente imposto no
SGBF-C, foi superior (1572.2 horas) ao tempo médio necessério a despender (622.1
horas). Assim, se apenas se realizasse o teste de PSA nas amostras com necessidade,
haveria um decréscimo de 60.4 % em relagdo ao tempo médio atualmente despendido,
diretamente proporcional ao numero de amostras sem perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo.

Uma vez que se considerou que o valor monetario do teste de PSA poderia variar
de acordo com o fornecedor, avaliou-se apenas a propor¢do do custo atualmente
despendido e do necessario a despender. Como tal, verificou-se que haveria igualmente
um decréscimo de 60.4 % em relacdo ao custo monetario atualmente despendido.

Simultaneamente a esta pesquisa, cronometraram-se, também, 40 testes de CT,
considerando-se, apenas, a observagao da lamina preparada ao microscoépio, de acordo
com o resultado obtido. O tempo necessario de preparacao das laminas néo foi avaliado,
uma vez que era idéntico para todas as amostras, independentemente do seu resultado.
Avaliaram-se 20 testes com um resultado positivo e 20 com um resultado negativo.

O valor monetério despendido para a realizacdo do referido teste néo foi sujeito
a qualquer tipo de avaliacdo, uma vez que o0s reagentes utilizados podem ser
aproveitados para um grande numero de amostras, ndo sendo significativo o custo de

cada um destes testes.
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Como tal, consideraram-se dois tempos médios despendidos, de acordo com o

resultado obtido, representados na Figura 11.

= Tempo médio despendido na observagdo microscopica de CT positivas (minutos)

= Tempo médio despendido na observagdo microscopica de CT negativas (minutos)

Figura 11: Tempo médio despendido, em minutos, na observacéo microscopica de CT positivas (azul) e de
CT negativas (laranja)

Determinou-se que o tempo médio de detecdo dos espermatozoides ao
microscépio era menor para CT positivas (3.0 minutos), em comparacao com as CT
negativas (12.0 minutos).

No estudo efetuado, detetou-se que 153 amostras com um perfil genético
masculino e/ou hapl6tipo associado significativo e 83 sem um perfil genético masculino
e/ou haplotipo associado significativo obtiveram um resultado positivo no teste de PSA
e como tal, realizaram também o teste de CT. Dessas 236 amostras, apenas 33.9 %
(80) obtiveram um resultado positivo no teste preliminar de certeza.

Assim, e considerando que apenas as amostras com um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo e com um resultado positivo no teste
de PSA (153) teriam necessidade de realizar o teste de CT, determinou-se o tempo
médio despendido na observacdo microscopica de todas as amostras analisadas (236),
bem como o tempo médio necessario a despender, se apenas se realizasse o teste de

CT nas amostras com necessidade. O resultado encontra-se presente na Figura 12.
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® Tempo médio despendido na observagdo microscépica (horas)

= Tempo médio necessario a despender na observagdo microscépica (horas)

Figura 12: Tempo médio despendido, em horas, na observacéo microscopica do teste de CT, de acordo
com o fluxo de trabalho atualmente implementado no SGBF-C (azul) e o necessario a despender, se apenas
se considerassem as amostras com necessidade (laranja)

Pela analise dos resultados obtidos, verificou-se que o tempo médio despendido
na observacdo microscopica do teste de CT, de acordo com o fluxo de trabalho
laboratorial atualmente implementado no SGBF-C, foi superior (35.2 horas) ao tempo
médio necessario a despender, se apenas se realizasse o referido teste nas amostras
gue obtiveram um perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo (18.6
horas). Como tal, apenas 52.8 % do tempo seria necessario, havendo um decréscimo
de 47.2 % em relacdo ao tempo médio atualmente despendido.
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5. Conclusdes

Com este estudo, foi possivel concluir que nas pericias sexuais realizadas nos
anos 2020 e 2021 no SGBF-C, 39.6 % das amostras obtiveram um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado com relevancia forense, a maioria das quais com
uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.01 ng/uL, sendo necessario
realizar os testes preliminares para determinar se o material biolégico presente era
sémen ou outro fluido corporal.

Comprovou-se que, para uma quantidade reduzida de material genético
masculino, a probabilidade de perda de alelos durante a amplificacdo era elevada,
traduzindo-se num aumento de perfis genéticos masculinos e/ou haplétipos incompletos.

Para uma quantidade de ADN masculino igual ou superior a 0.1 ng/uL, uma
elevada quantidade de amostras (81.1 %) obteve um resultado positivo no teste
preliminar de orientacdo de PSA, demonstrando assim que este fornecia um grande
namero de resultados positivos fidveis para uma elevada concentracdo de ADN
masculino.

Contudo, para uma quantidade diminuta de material genético masculino, os
resultados positivos eram menores. Estes dados permitiram mostrar que os resultados
negativos podiam ser explicados ndo sé por ndo se encontrar presente sémen, mas
também porque uma quantidade muito reduzida de ADN masculino podia impedir a
positividade do teste.

Tendo em conta que todas as amostras que obtiveram um resultado positivo no
teste de PSA foram também sujeitas ao teste preliminar de certeza Christmas Tree,
detetou-se que apenas 52.3 % das amostras tiveram um resultado positivo, sendo que
para quantidades elevadas de ADN masculino, nomeadamente superiores a 0.1 ng/uL,
0s numeros de resultados positivos no teste de CT foram elevados (67.3 %). No entanto,
para quantidades reduzidas de ADN masculino, a quantidade de resultados positivos
neste teste foi diminuta ou até mesmo nula, demonstrando que, para estas quantidades,
dificilmente se consegue obter um resultado positivo no teste de CT, impossibilitando,
assim, a confirmacédo da presenca de sémen na amostra a ser analisada.

Por sua vez, 60.4 % das amostras analisadas das pericias sexuais realizadas no
SGBF-C nos anos 2020 e 2021 ndo possuiram um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo, e, como tal, ndo tinham necessidade de realizar os

testes preliminares para determinacéo da presenca de sémen, sendo que a maioria das
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amostras deste grupo possuiram uma quantidade muito reduzida ou até mesmo nula de
ADN masculino.

Quanto menor a quantidade de ADN masculino a ser analisado, maior o nimero
de resultados negativos no teste de PSA, comprovando que, apesar da elevada
sensibilidade do teste de PSA, uma quantidade diminuta de material genético masculino
podia impedir a positividade do teste.

A presenca da PSA em outros fluidos corporais, como urina, secre¢des vaginais
e saliva, conseguiu justificar o resultado positivo do teste em amostras que néo
contiveram um perfil genético masculino e/ou haplétipo associado significativo, como
“Lencgdis”, “Roupa interior”, “Vestuario”, “Zaragatoa da superficie corporal”’, “Zaragatoa
vaginal externa” e “Zaragatoa vaginal interna”. A presenga de enzimas bacterianas, ao
degradarem e impedirem a detecdo e visualizagdo de espermatozoides em amostras
anais, puderam justificar o resultado positivo no teste de PSA e negativo de CT.

Contudo, a elevada sensibilidade do teste de PSA pode permitir a obtencdo de
resultados positivos fiaveis, mesmo com uma pequena quantidade de ADN masculino.
No entanto, ndo existindo uma quantidade suficiente para detetar espermatozoides ao
microscopio ou até mesmo para obter um perfil genético masculino e/ou haplétipo de
relevancia forense, ndo € possivel confirmar, nestes casos, a presenca de sémen nas
amostras analisadas, nem comprovar a existéncia de um crime sexual, pois este teste
€ apenas orientativo.

Confirmou-se que, ao realizarem-se 0s testes preliminares de pesquisa de
sémen apenas nas amostras que obtivessem um perfil genético masculino e/ou
haplétipo associado significativo, haveria um decréscimo do custo e tempo despendidos
para a realizacdo do teste de PSA, proporcional ao nimero de amostras sem perfil
genético masculino e/ou haplétipo associado significativo (60.4 %), bem como um
decréscimo do tempo despendido na observacdo microscopica do teste de CT (47.2 %).

Assim, é possivel afirmar que a metodologia laboratorial atualmente imposta no
SGBF-C possui vantagens, nomeadamente a elevada sensibilidade do teste de PSA,
sendo possivel detetar a glicoproteina, quando esta se encontra presente numa
guantidade reduzida, e a elevada especificidade e sensibilidade do teste de Christmas
Tree.

No entanto, existem grandes desvantagens na metodologia atualmente
implementada, tais como: impossibilidade de confirmar a ocorréncia de um crime sexual
ou a presenca de sémen, se apenas o teste de PSA positivar, pois € um teste orientativo;

realizacdo de testes preliminares para pesquisa de sémen de forma desnecessaria, pois
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existe normalmente um elevado nimero de amostras que ndo possui um perfil genético
masculino e/ou haplétipo associado significativo, ndo sendo possivel confirmar, através
da sua realizacao, a existéncia de um crime sexual, acarretando assim tempo e custo

elevados despendidos na realizacédo dos testes preliminares de PSA e CT.
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6. Perspetivas futuras

De acordo com o estudo efetuado e as conclusdes obtidas, é importante sugerir
a alteragéo do fluxo de trabalho laboratorial atualmente implementado no SGBF-C para
pesquisa de sémen, realizando os testes preliminares para determinar a sua presenga
apenas nas amostras que obtenham um perfil genético masculino e/ou haplétipo
associado significativo, isto €, relevante para identificar o agressor do crime, de forma a
ser possivel rentabilizar o tempo e o custo despendidos na sua realizagéo.

Para além disso, sera também importante avaliar outras metodologias realizadas
no SGBF-C, como a determinacdo da presenca de sangue ou de saliva em amostras

criminais, de forma a que possam ser igualmente otimizadas.
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