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RESUMO

O intervalo post-mortem (PMI) corresponde ao intervalo de tempo que decorre

entre a morte de um individuo e a descoberta do respetivo cadaver.

A sua determinacdo tem sido foco de muitos estudos na area da medicina-legal,
uma vez que é uma ferramenta crucial para a obtencdo de informacao acerca das
circunstancias da morte. Estas informacdes podem auxiliar na validacao de alibis
associados com o crime, bem como na sua resolucao e, principalmente, permitem

a distincdo de uma morte recente de uma morte mais antiga.

Na pratica habitual, o PMI é determinado através dos fendmenos cadavéricos
que acompanham o processo da morte. No entanto, estas metodologias classicas
nao facultam PMI’s fidveis, uma vez que os parametros observados nao se alteram

de forma linear e constante em PMI’s longos.

Uma determinacdao mais fiavel do PMI devera recorrer a parametros que sofram
alteracdo continua no decorrer do post-mortem, que envolvam metodologias de
quantificacdo simples e econdmica. A degradacao dos acidos nucleicos, que ocorre

ap6s a morte, parece possuir esta carateristica.

Os micro-RNA’s (miRNA’s) poderao constituir os acidos nucleicos de importante
relevancia em diversos estudos forenses, uma vez que permanecem estaveis em
condicOes adversas, presentes na maioria dos casos onde havera necessidade do

seu estudo.

Quando ocorre a morte de um individuo, inicia-se um processo de
desintegracao celular, que promove a libertacio dos miRNA’s para o espaco
extracelular. Estes vao sofrendo alteracbes no decurso do PMI, possiveis de

observar pelo aumento ou diminuicdo da sua expressao.

Neste trabalho, efetuou-se a comparacao entre dois métodos de quantificacao,
que utilizou dois kits comerciais diferentes, de forma a selecionar o método mais

fiavel e inovador para a determinacao do PMI, recorrendo a quantificacao de



mMiRNA’s extraidos de manchas de sangue colhidas a cadaveres, o mais préximo

possivel da hora da morte e no momento da autoépsia.

Neste estudo foram utilizadas manchas de sangue, uma vez que estas
constituem a pratica habitual de preservacao de amostras forenses durante longos
periodos de tempo. Os miRNA’s foram extraidos destas manchas e,
posteriormente, foram sujeitos a uma quantificacdo por reacdao em cadeia da

polimerase (PCR) em tempo-real.

Esta quantificacdao possibilitou a observacdao do comportamento de trés
miRNA’s (miR-106a-5p, miR-144-5p e miR-185-5p), em dois momentos post-
mortem distintos (imediatamente ap6s a morte e no momento da autépsia médico-
legal), usando uma amostra de 14 individuos (10 cadaveres e 4 individuos

voluntarios que constituem um grupo de controlo).

Os resultados obtidos nao sao suficientemente claros, mas parecem indicar que
nenhum dos miRNA’s estudados sera util para a estimativa do PMI. Embora sofram
um decréscimo da sua expressao com o decurso do tempo post-mortem, este nao

é estatisticamente significativo.

No entanto, para que este estudo possa ser validado seria necessaria a sua
replicacio num maior numero de amostras. Idealmente deveria também ser
estudada a influéncia do género e da idade neste decréscimo de expressao. A
concentracao de miRNA’s presente nas amostras extraidas também devera ser
determinada, para que se possam adaptar os procedimentos de forma a obter

melhores resultados.

Palavras-chave: micro-RNA; intervalo post-mortem; reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real; manchas de sangue; fendmenos cadavéricos.



ABSTRACT

Post-mortem interval (PMI) refers to the interval between the time when an

individual’s body was found and the time of death.

The PMI determination is a major focus of many studies in legal medicine, since
it provides information about the circumstances of death. This information can help
to validate alibis in criminal cases, as well as in its resolution, and allows to

differentiate an ancient death from a modern death.

Currently, PMI is determined through the visual observation of cadaverous
phenomenon that follows the death process. However, all methods commonly in
use are some degree unreliable and inaccurate, since they do not change constantly

and linearly, specially concerning in long PMI’s.

A more reliable determination of PMI requires parameters that present
continuous change in this interval, and, if possible, involving methodologies with
simple and inexpensive quantification. The post-mortem degradation of nucleic

acids fits well in this definition.

Micro-RNA’s (miRNA’s) will be the nucleic acids with major relevance in future
forensic studies, since they remain stable in adverse conditions present in most of

the studied cases when is necessary.

When death occurs, a cellular disintegration process begins, which promotes
the release of miRNA’s into the extracellular space. These undergo changes during

PMI, which may be observed by the increase or decrease in their expression.

In this work, a comparison was made between two methods, in order to select
the most reliable and innovative method for PMI determination, using
quantification of miRNA’s extracted from bloodstains collected from corpses,

immediately after death and during the medico-legal autopsy.

Bloodstains were used, since this is the usual method of preserving forensic

samples for long periods. miRNA’s were extracted from these stains and



subsequently quantified using a relative quantification method, by real-time

polymerase-chain-reaction (qPCR).

This relative quantification allows the observation of behavior of three miRNA’s
(miR-106a-5p, miR-144-5p e miR-185-5p) expression in two distinct moments after
death (immediately after death and at the time of the medico-legal autopsy), in a

sample of 14 individuals (10 corpses and 4 volunteers as a control group).

The obtained results are not very clear but allow to believe that none of the
studied miRNA’s will be useful for the estimation of PMI, because they suffer a non-

statistical significant decrease in its expression during the post-mortem process.

However, for the validation of this study, replication in a larger number of
samples will be required. The influence of age and gender in this process should
also be investigated. The determination of the miRNA’s concentration present in
extracted samples is also useful in order to adapt all the procedures and get better

results.

Keywords: micro-RNA; post-mortem interval; real-time polymerase-chain-

reaction; bloodstains; cadaverous phenomena.
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1.1 ESTIMATIVA DO INTERVALO POST-MORTEM

O intervalo post-mortem (PMI) corresponde ao intervalo de tempo que decorre
entre a morte de um individuo e a descoberta do respetivo cadaver. No seu decurso,
ocorre a alteracao da estrutura e da composicao do corpo humano devido a
paragem da circulacdo, a alteracao nas rea¢des enzimaticas, a degradacao celular

e a cessacao da producao anabdlica de metabolitos [1], [2].

O seu estudo é bastante relevante para as ciéncias forenses, na medida em que
possibilita a obtencdo de informacao acerca das circunstancias da morte e pode
auxiliar na validacao de alibis em situacoes de crime, bem como na sua resolucao.
Além disso, pode fornecer informacdo crucial para a distincio de uma morte
recente de uma morte mais antiga e fornecer também dados Uteis para a
identificacao da vitima ou do suspeito, na medida em que permite a confirmacao
de testemunhos colhidos [3], [4]. No entanto, a sua determinacao é bastante
complexa, uma vez que as alteracdes que ocorrem no cadaver sao condicionadas
quer por fatores intrinsecos, como a idade e o género, quer por fatores extrinsecos,

como a temperatura e a humidade [5], [6].

Atualmente, os métodos utilizados pelos patologistas forenses para estimar o
PMI baseiam-se na observacdo de fendmenos cadavéricos que acompanham a
morte, nomeadamente: fendmenos fisicos, fisico-quimicos, bioquimicos,
entomoldgicos e botanicos [6], [7]. No entanto, os resultados obtidos com a sua
utilizacdo nem sempre sao fiaveis, pois estes parametros ndo se alteram de forma
linear e constante nos casos que envolvem PMI’s longos [8]. Apenas se conseguem
obter intervalos precisos em mortes que ocorreram de forma natural e nas quais o
cadaver é encontrado imediatamente ap6s a morte. Ou seja, quanto maior o PMI,

menos precisdo ha na sua estimativa [9].

Por essa razdo, tém sido desenvolvidos novos métodos como a citometria de
fluxo e a eletroforese capilar que permitem estudar alguns marcadores que sofrem
alteracdoes post-mortem e, consequentemente, determinar ha quanto tempo
ocorreu a morte. Nao obstante, estes métodos, por si s, nao conferem uma maior

precisdo na referida determinacao [6].
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Um método eficaz para a determinacdao do PMI tera de recorrer a parametros
que sofram alteracao continua apos a morte. A degradacdo dos acidos nucleicos,
como o mRNA que, segundo alguns autores, ocorre no post-mortem, parece
possuir esta carateristica e a sua analise constituira um papel fundamental nas
ciéncias forenses [10]. Pela mesma ordem de ideias, o estudo da expressao de

miRNA’s também sera promissor.

1.1.1 METODOS CLASSICOS

Na pratica habitual, os patologistas forenses recorrem ao estudo de processos
fisicos (livor e algor mortis), fisico-quimicos (rigor mortis), tanatoquimicos (humor
vitreo, fluidos sinovial e cérebroespinal, alteracdes oftalmoldgicas, alteracoes
hematoldgicas e atividade enzimatica), microbioldégicos (decomposicao),
entomoldgicos e botanicos, para determinar o PMI.

1.1.1.1 PROCESSOS FiSICOS

O livor mortis ou hipdéstase inicia-se 1 hora apos a morte, atingindo o seu
maximo apo6s 3 a 4 horas. A sua fixacdo da-se entre 9 a 12 horas post-mortem
[10].Carateriza-se pela coloracao vermelho-arroxeada que surge nas zonas onde
ha acumulacao de sangue, devido a cessacdo da circulacdo sanguinea e a acdo da
forca da gravidade (figura 1) [11]. Durante as 12 horas decorrentes da morte os
livores podem-se deslocar com a pressao do polegar na pele ou com a
movimentacdao do cadaver para uma posicao diferente daquela em que se
encontrava aquando a ocorréncia da morte. Apés a fixacao dos livores, estes nao

podem ser alterados por qualquer acao externa [10].
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Este ndo se trata de um método muito preciso para a estimativa do PMI, ja que
a coloracao da lividez pode ser alterada por diversos fatores, entre os quais a idade
e o sexo do cadaver, a posicao em que este se encontra, as condicoes ambientais
a que esteve exposto e, ainda, a diminuicao da quantidade de sangue no corpo
pela ocorréncia de hemorragias. Por exemplo, quando o corpo esta exposto a
ambientes frios, os livores adquirem uma cor vermelho-cereja devido ao aumento

na concentracdao de hemoglobina oxigenada [12], [13].

Figura 1. Livor mortis num cadaver na posicdo de supino. Ha acumulacdo de sangue nas

zonas inferiores do corpo, que estido em contato com a superficie. Adaptado de [11].

O algor mortis ocorre 8 a 12 horas apds a morte, a superficie da pele, e quando
o clima é temperado. Carateriza-se pela reducao da temperatura do cadaver, até
atingir os valores do meio envolvente, com base na lei do arrefecimento de Newton
- “a taxa de diminuicdo da temperatura de um corpo é proporcional a diferenca de
temperaturas entre o corpo e o meio envolvente” [12]. Existem variados fatores que
intervém no arrefecimento do corpo e que facilmente influenciam a taxa a que o
mesmo ocorre, sendo o principal fator o tamanho do cadaver (quanto mais
pequeno este €, mais rapidamente a sua temperatura atinge os valores da

temperatura ambiente) [11].

Este método constitui também um método muito limitado de determinacdo do
PMI, uma vez que a temperatura varia de acordo com varios fatores, entre os quais:
o local onde é efetuada a sua medida (podendo ser oral, retal, do cérebro ou do

figado), a altura do dia, a temperatura do meio ambiente, a causa de morte e,
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também, fatores individuais [14]. A taxa de arrefecimento é calculada através da

98.6 x Temperatura do corpo (em °F) [10]

formula: PMI (em horas) = G

1.1.1.2 PROCESSOS FiSICO-QUIMICOS

O rigor mortis ou rigidez cadavérica surge de 2 a 3 horas apdés a morte,
estabelecendo-se totalmente 8 a 12 horas post-mortem. Este processo permanece
visivel durante 36 horas, desaparecendo decorridos 2 a 3 dias. Corresponde ao
endurecimento dos musculos do corpo, devido ao desaparecimento da adenosina
trifosfato (ATP), que é crucial para a contracao muscular. Inicia-se nos musculos da
face e do pescoco e, de seguida, afeta os do tronco, membros superiores e
membros inferiores [14], [15]. Enquanto este processo acontece é impossivel
mover o cadaver, sendo que este sO volta a ficar flexivel quando ocorre o

relaxamento dos musculos (figura 2) [11].

Figura 2. Rigor mortis - a posicao que o cadaver apresenta corresponde aquela em que se
encontrava aquando a morte. Acedido a: 22 de maio de 2017, em:

https://plus.google.com/+RubenMartin11955781/posts/5jVWSnHHHhe

Tal como os anteriores, trata-se de um método que nao nos fornece estimativas
precisas do PMI, visto que os seus resultados sao influenciados pela temperatura e
pela situacao metabdlica do individuo [11]. O seu estudo é fundamental para se

determinar se o local onde o cadaver foi encontrado corresponde ao local da morte,
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pois o endurecimento do corpo ocorre imediatamente e, sendo assim, se este for

movido, a posicao do cadaver ndao sera compativel com o cenario [15].

1.1.1.3 PROCESSOS TANATOQUIMICOS

As alteracoes oftalmologicas observam-se 10 a 12 horas ap6s a morte. Neste
periodo, a parte exposta da cérnea seca e adquire uma coloracao escura,
denominada de “tache noire’ (figura 3) [11]. A cérnea torna-se opaca decorridas 2
horas e vai adquirindo maior opacidade com o decorrer do PMI. Este método soé
apresenta alguma utilidade nos cadaveres que apresentam os olhos abertos, pois
guando estes estao fechados a cornea fica turva mais rapidamente. Os resultados
fornecidos ndo sao precisos, ja que estas alteracdes sdao influenciadas pela

temperatura, idade, género, entre outros fatores [16].

Figura 3. Coloracdo escura na esclerética dos olhos de um cadaver, que surge devido a
secagem que ocorre apds a morte. Adaptado de [11].

O humor vitreo é a substancia gelatinosa e transparente que preenche a
camara posterior dos olhos, localizada entre o cristalino e a retina. Tem uma funcao
mecanica, sendo responsavel por manter a retina no lugar e pela manutencao da
forma e ténus do globo ocular [17]. E um fluido bastante utilizado em estudos
bioquimicos post-mortem pois, devido a sua localizacdo anatémica, é de facil

colheita e, também, por ser bastante resistente a contaminacdo bacteriana e a
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putrefacdao. O seu conteudo em potassio vai aumentando com o tempo que decorre
apo6s a morte. No entanto, a sua monitorizacao nao nos permite obter resultados

fiaveis e precisos para o calculo do PMI [18].

Da mesma forma, os fluidos sinovial e cerebrospinal, embora sendo de facil
obtencao, visto que se localizam em espacos confinados, como as articulacdes e o
cérebro (respetivamente), também nao permitem a obtencao de um PMI muito
exato, visto que algumas proteinas que o compdéem nao se alteram apos a morte
[19].

As alteracoes hematologicas permitem estimar o tempo que decorre da morte,
uma vez que os glébulos brancos presentes no sangue sofrem alteracoes
degenerativas facilmente observaveis - nos glébulos brancos corados com técnicas
padrao estas alteracdes surgem cerca de 6 horas apds a morte; por sua vez, nos
linfocitos estas surgem decorridas 24 horas da morte [20]. No entanto, as amostras
de sangue colhidas no cadaver sdao dificeis de avaliar, ja que ocorre a perda da
integridade celular e, em simultaneo, o transporte transmembranar, dependente
de energia e responsavel pela redistribuicao de eletrolitos e produtos quimicos, é
interrompido [21]. Esta metodologia também é influenciada por fatores externos

e, por esta razao, também nao possibilita a obtencao de um PMI preciso [22].

Por outro lado, a atividade enzimatica da citocromo-c oxidase (ou COX), no
coracao humano, e das lactato- e malato-desidrogenase (LDH e MDH,
respetivamente), no figado humano, possibilitam a estimativa do PMI. A COX é uma
enzima-chave da cadeia respiratoria que ocorre nas mitocondrias dos mamiferos,
crucial na geracdao de ATP, e que sofre um decréscimo gradual da sua atividade
com o avancar do intervalo post-mortem; no entanto, esta diminuicao nao esta
estatisticamente relacionada com o PMI, visto que é influenciada por diversos
fatores. As enzimas LDH e MDH sao mais Uteis para longos PMI’s; no entanto, a

avaliacdo da sua atividade também nao permite obter resultados precisos [23].
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1.1.1.4 PROCESSOS MICROBIOLOGICOS

A decomposicdao baseia-se em dois mecanismos: a autélise e a putrefacao. A
autolise diz respeito a destruicao das células, por parte das enzimas presentes no
seu interior. Por sua vez, a putrefacao ocorre devido a destruicdao dos tecidos moles
do cadaver, por parte de bactérias, fungos e outros microrganismos; as bactérias
do trato gastrointestinal percorrem o corpo através dos vasos sanguineos e do
sistema linfatico, degradando o material organico complexo em fluidos e gases
mais simples, que se vdao tornando evidentes em determinadas zonas do corpo
[24].

Este processo ocorre em 5 momentos distintos durante o PMI (esquema 1 e
figura 4) e depende do método e intervalo de tempo no qual ocorre a inumacao,
das carateristicas especificas do cadaver (como peso, género e idade) e das
condicoes do local onde este se encontra sepultado (por exemplo, do tipo de solo
e do pH do mesmo) [25], [26].

Esquema 1. Momentos de decomposicdo que ocorrem ao longo do PMI. Adaptado de [12].

-Ocorre 36 a 72 horas apds a morte;
-lnicia-se a autdlise enzimatica e a
proliferacao de bactérias intestinais;

-O corpo parece fresco, mas comeca a
apodrecer no seu interior.

Apodrecimento
inicial

-Ocorre 1 semana apds a morte;

-H4a o aparecimento de uma mancha verde
no abdémen, devida a presenca de gases.

Putrefacao
inicial

-Ocorre 1 més apds a morte;

-Surge uma coloracao verde palida nas
partes expostas, que vai ficando mais
escura com o tempo;

-A pele da epiderme comeca a descolar-se,
as unhas caem, o abdémen colapsa e os
gases escapam.

Putrefacao
negra

-Ocorre 2 meses apos a morte;

-Inicia-se a secagem do cadaver e o
aparecimento de mofo.

Fermentacao
butirica
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-Ocorre meses a anos apés a morte;

-HaA o progressivo desaparecimento de
tecidos moles.

Secagem e
esqueletizacao

Figura 4. Cadaveres em diferentes momentos da decomposicdo. Acedido em: 23 de maio

de 2017, em: http://www.malthus.com.br/mg_imagem_mapa.asp#setmenu

1.1.1.5 PROCESSOS ENTOMOLOGICOS

A entomologia forense constitui o método mais solido para se estimar o PMI
de cadaveres que ja se encontram em putrefacdo, oferecendo resultados fiaveis
para a determinacdao de PMI’s até 72 horas [27]. Neste método, fidvel e de facil
aplicacdo, procede-se ao calculo da fase de desenvolvimento de insetos e,
especialmente, de espécies necréfagas que se alimentam do cadaver e, deste
modo, fazer a estimativa dos PMI’s, com intervalos de variacao de 1 dia a varias
semanas. Imediatamente apdés a morte, 0s insetos sao atraidos pelos gases e
odores libertados pelo cadaver, sendo as moscas 0s primeiros insetos
colonizadores. No entanto, dentro dos insetos que podem ser estudados, os
necréfagos sao os mais importantes para a estimativa do PMI, pois reproduzem-se
e completam o seu ciclo de vida exclusivamente neste ambiente. A familia
Calliphoridae, mais conhecida por mosca-varejeira, tem sido a mais utilizada em
investigacoes forenses, uma vez que apresenta boa dispersdo, adapta-se

facilmente e é predadora de larvas de outras moscas [28], [29].
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1.1.1.6 EVIDENCIAS BOTANICAS

A botanica é util quando os cadaveres se encontram em avancado estado de
decomposicdo ou completamente esqueletizados, permitindo apenas obter
resultados com um limite minimo de PMI ou determinar o ano da morte. Recorre-
se ao seu estudo quando os cadaveres sao encontrados em areas ricas em
vegetacado, nas quais estes se integram lenta e, por vezes, completamente no meio
ambiente que os rodeia. Nestas circunstancias, as plantas estao permanentemente
ligadas a um substrato e demonstram alteracdes de crescimento associadas com
0s restos mortais. No entanto, o seu estudo nao permite a determinacao exata do
PMI, pois ndao é possivel determinar com precisao o inicio da colonizacao das
mesmas [30], [31].

1.1.2 NOVAS METODOLOGIAS

1.1.2.1 ACIDOS NUCLEICOS

O acido desoxirribonucleico (DNA) tem sido relatado como um método
promissor para uma estimativa mais precisa e fiavel do PMI. Tal como outros
componentes de origem biolégica, o DNA degrada-se quimica e fisiologicamente
com o fendmeno da putrefacdao. Contrariamente aos métodos classicos, esta
degradacao pode ocorrer de forma linear e constante no decurso do PMI, sendo
esta uma condicdo ideal para se obter intervalos exatos [6], [8]. A autélise do DNA
inicia-se imediatamente apds a morte e prolonga-se por 72 horas, sendo afetada
por fatores externos, como a temperatura ambiente - dai a que o estudo do DNA
apenas forneca resultados fidedignos quando estamos perante PMI’s curtos, ou
seja, até 72 horas [32].

Da mesma forma, o acido ribonucleico (RNA) também apresenta um elevado

grau de degradacao, sendo afetado por diversos fatores fisicos e quimicos que
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ocorrem aquando a morte e no decurso desta, podendo fornecer resultados falso-
negativos [8], [33]. O seu estudo € mais complexo que o do DNA, ja que apresenta
apenas uma cadeia Unica, facto este que o torna mais instavel [34]. Em diversos
estudos descritos na literatura, esta degradacdo foi avaliada através da analise do

decaimento do RNA mensageiro (MRNA), com o objetivo de se estimar o PMI [33].

Atualmente, tém-se realizado estudos que se centram no potencial do miRNA
para efetuar a mesma estimativa, uma vez que, pelo seu curto tamanho (entre 18
a 24 nucleétidos (nt)), este ndo é tao suscetivel a degradacao que acompanha o
processo da morte. Consequentemente, o miRNA pode ser extraido com boa
qualidade e em quantidade suficiente a partir de tecidos colhidos de cadaveres
sujeitos a autopsia médico-legal [33], [35]. A integridade do RNA é influenciada por
varios fatores, entre eles: a idade do individuo aquando a morte, o género, a

desidratacdo, a hipoxia e o abuso de alcool e/ou drogas [33].

O estudo dos niveis de expressdao génica em determinados intervalos de tempo
apo6s a morte possibilitara complementar os métodos que se utilizam atualmente
para a determinacdo das causas e circunstancias da morte e, adicionalmente,
podera fornecer alguma informacdo sobre o estado patoldégico dos individuos
estudados [33].

Por essa razao, propde-se o estudo da relacao entre a expressao dos miRNA’s

extraidos de manchas de sangue colhidas a cadaveres e o PMI.

1.2 POTENCIAL DO MICRO-RNA NAS CIENCIAS FORENSES

O miRNA é uma dupla cadeia de RNA endo6gena, nao codificante e composta
por cerca de 18 a 24 nt. Este regula a expressao génica, tanto a nivel da transcricao
como da traducdo. Nos humanos, regula aproximadamente 20 a 30% dos genes e
esta envolvido num elevado numero de processos bioldégicos (como a

hematopoiese, a morte e a proliferacao celular) [35]-[39].

20



A sua sintese e processamento ocorrem no nucleo e no citoplasma (figura 5).
Inicialmente, no nucleo, ocorre a transcricio do miRNA primario (pri-miRNA) pela
RNA polimerase |l; este pri-miRNA é posteriormente clivado pelo complexo
Drosha/DGCR8, dando origem ao percursor de miRNA (pre-miRNA) que,
posteriormente, é exportado para o citoplasma pela proteina exportina-5 (XPO5).
No citoplasma ira sofrer uma clivagem pela enzima RNase Dicer; esta clivagem da
origem ao duplex de RNA, composto por duas cadeias, miRNA maduro (cadeia
guia) e miRNA*. Por ultimo, o miRNA maduro é incorporado no complexo RISC,
silenciando genes alvo, a nivel pds-transcricional, tanto através da clivagem de
MRNA como através da inibicdo da traducdo; por sua vez, o miRNA* é degradado.
O silenciamento de genes é efetuado com base na complementaridade do miRNA

com a sequéncia alvo [40], [41].

Figura 5. Biogénese de miRNA’s - esta ocorre no nucleo e no

citoplasma. Adaptado de [64].

Devido ao seu curto tamanho, este acido nucleico é bastante estavel e,
consequentemente, ndo esta tdao sujeito a degradacao post-mortem que afeta os
fluidos bioldgicos com interesse forense - carateristica que o torna tdao importante
para varios estudos realizados na area da medicina legal e ciéncias forenses [39],
[42].

Na sua grande maioria, os miRNA’s encontram-se no interior das células; no
entanto, ao contrario do que se pensava, estes também se encontram em circulacao
(como, por exemplo, em varios fluidos biolégicos) onde a sua elevada expressao

pode estar associada com diferentes tipos de cancro e outras patologias como a



diabetes e também pode estar relacionada com danos em varios érgaos [43]-[45].
Os miRNA’s em circulacao encontram-se protegidos no interior de microvesiculas,

também denominadas de exosomas [46].

Atualmente, o estudo de miRNA’s tem sido aplicado nas ciéncias forenses,
fundamentalmente com a finalidade de identificacao de fluidos biolégicos. Outras
aplicacdes incluem a determinacdo da causa de morte através da detecdao de
determinadas patologias e a determinacdo da antiguidade das amostras, por
monitorizacdo das alteracdes na expressao de determinados genes. No entanto,
devido as suas carateristicas, este estudo podera também ser aplicado na
determinacao do PMI, através da quantificacdo da degradacao do miRNA [6], [47],
[48].

O estudo de miRNA’s também tem sido muito relevante noutras areas da
medicina, permitindo o diagnéstico, prognoéstico e a terapéutica de varias
patologias - por exemplo, através do estudo dos miRNA’s consegue-se detetar
casos de infertilidade, a presenca de casos de patologia cancerigena e de varias
doencas infeciosas [37], [49], [50].

Os miRNA’s sao biomarcadores considerados ideais para estudos na area da
medicina legal, uma vez que sdo estaveis em varios fluidos biolégicos, apresentam
sequéncias conservadas para as diferentes espécies, tém expressao especifica
associada a diferentes tecidos e a diferentes estadios de desenvolvimento
biol6gicos. Acresce dizer que a sua expressao pode ser quantificada através de
varias metodologias, entre elas a reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo-

real, que é um método sensivel, fiavel, especifico e robusto [43], [45].

1.2.1 OS MICRO-RNA’'S NA DIFERENCIACAO DE FLUIDOS BIOLOGICOS
COM INTERESSE FORENSE

A determinacao do tipo e origem dos fluidos biolégicos encontrados nos locais

de crime é essencial para as ciéncias forenses, uma vez que permite a obtencdo de



informacao que pode ser util na resolucdo do crime, por estabelecimento do perfil
genético das amostras encontradas no local. Este perfil é exclusivo de determinado
individuo (exceto nos gémeos homozigéticos) sendo, por essa razao, a ferramenta

essencial para a reconstrucao do crime [39].

Existem alguns fluidos biologicos estudados recorrentemente nas investigacdes
forenses, como é o caso do sangue, da saliva, do sémen, das secrecdes vaginais,
entre outros [48]. Estes fluidos, que nem sempre sdao de facil distincao a vista
desarmada, podem ser identificados de forma mais fidvel através do estudo da
expressao de varios miRNA’s, uma vez que estes apresentam niveis de expressao

diferentes para cada fluido bioldgico (tal como descrito na tabela 1). [9], [51]-[56].

Tabela 1. miRNA’s (ou miR’s) especificos para os fluidos biolégicos mais importantes

para as ciéncias forenses. Adaptado de: [9], [51]-[56].

Fluidos
o miRNA’s expressos
biologicos
miR-142-5p, miR-219 [9]
miR-16, miR-16-5p, miR-20a, miR-106a, miR-126-5p,
miR-144-3p, miR-185, miR-451, miR-451a, miR-486-
5p [51]
miR-144 [52]
Sangue

miR-126, miR-150 [53]
miR-190a-5p, miR-454-3p [54]
miR-103a-3p, miR-142-3p, miR-200a-3p, miR-301a-
miR-26a-5p, miR-144-5p, miR-374-5p [55]
3p, miR-502-3p [56]
miR-200c-3p, miR-203a-3p, miR-205, miR-205-5p,
miR-223-3p, miR-658 [51]
Saliva miR-208b, miR-583 [52]
miR-200c, miR-203 [53]
miR-935, miR-3168 [54]
miR-10a, miR-10b, miR-135a, miR-135b, miR-507,
Sémen miR-943 [51]
miR-135a-5p, miR-888-5p [54]
miR-124a, miR-372 [51]
miR-617, miR-891a [52]
miR-31-3p, miR-3134 [54]

Secrecdes
vaginais
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Humor vitreo miR-96, miR-106b [9]

1.2.2. OS MICRO-RNA’S NA DETERMINACAO DA CAUSA DE MORTE

Os miRNA’s tém sido utilizados como biomarcadores para o diagnostico,
prognoéstico e terapéutica de varias patologias, entre elas as doencas infeciosas.
Estes vao sofrendo alteracdes nos seus niveis de expressao a medida que ha a
evolucdao das patologias, pelo que podem auxiliar na identificacao da causa de

morte de um determinado cadaver [37].

Por exemplo, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pode ser identificado
pela presenca de miR-150 e de miR-146b-5p; por sua vez, os miR-208 e miR-499

encontram-se associados ao enfarte agudo do miocardio [37], [40].

1.2.3 OS MICRO-RNA’S NA ESTIMATIVA DO INTERVALO POST-MORTEM

A determinacao do PMI é um dos desafios com maior relevancia na pratica
forense. Conforme referido anteriormente, esta determinacdao é essencial para a
resolucao de muitos casos criminais que originam cadaveres e, também, para a
identificacao de vitimas e/ou suspeitos, aceitacao ou rejeicao de alibis. Esta € uma
via para auxiliar na distribuicao de bens delegados em testamentos, nos atestados
de 6bito e no tempo decorrido da morte do individuo [4], [57]. No entanto, os
resultados obtidos ndo sdao precisos nem fiaveis, visto que todos os métodos

utilizados para esta determinacao sdo suscetiveis a acdo de fendmenos externos

[6].
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Uma estimativa ideal do PMI recorre ao uso de parametros que sofram uma
alteracdo linear e constante apdés a morte, que envolvam metodologias de
quantificacdo simples e econémica. O miRNA assenta nestes principios. Este
permanece estavel nos fluidos biol6gicos secos e pode ser colhido em quantidade
e qualidade suficientes para analise, mesmo em condicdes adversas, como sejam
as variacoes de pH, condicoes de armazenamento prolongado e multiplos ciclos de
congelacao e descongelacao [6], [35], [45], [48], [58], [59].

Quando ocorre a morte de um individuo, inicia-se um processo de
desintegracao celular e, com este, a libertacao de miRNA’s das microvesiculas para

0 espaco extracelular [46].

No decorrer do post-mortem, os miRNA’s vao sofrendo modificacbes que é
possivel observar pelo aumento ou diminuicao da sua expressao. As alteracdes nos
perfis de expressao dos miRNA’s afetam as interacdes entre estes e destes com os
seus alvos [37], [60]-[62].

A quantificacdo de miRNA’s permite também a diferenciacdo de mortes diurnas
de mortes noturnas, uma vez que existem mMiRNA’s sensiveis aos ritmos
circadianos. Por exemplo, o miR-142-5p e o miR-219 apresentam niveis de
expressao diferentes no sangue entre individuos que morreram durante o dia e

individuos que morreram durante a noite [9].
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2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Com este trabalho pretende-se desenvolver um método mais preciso e fiavel
para a determinacao de PMI’s, procedendo a extracdao de miRNA’s e estudando a
sua expressao no decorrer deste intervalo de tempo, a partir de manchas de sangue
colhidas a cadaveres, em dois tempos diferentes, imediatamente ap6s a morte e

no momento da autopsia Médico-Legal.

Este estudo foi realizado em duas fases distintas, em cada uma das quais se
utilizaram kits diferentes, de forma a possibilitar a selecio do kit mais eficiente,

por comparacao entre as duas fases.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para cumprir o objetivo principal deste trabalho, apds revisao sistematica da
literatura relativa ao estudo de miRNA’s na medicina legal e a sua relagao com a

determinacao do PMI, procedeu-se a:

o Selecao de trés miRNA’s referidos na literatura e descritos como sendo
expressos no fluido biolégico sangue - miR-106a-5p, miR-185-5p e miR-144-

5p, a fim de monitorizar a sua expressao em dois tempos apdés a morte.

o Verificar se é possivel a extracao do miRNA a partir de dois grupos de manchas
de sangue:
- A partir de amostras colhidas a cadaveres (imediatamente ap6s a morte e
no momento da autopsia médico-legal), pelo servico de patologia forense;
- A partir de amostras colhidas a um grupo controlo de individuos saudaveis,
voluntarios, por picada no dedo indicador direito, com lanceta, no servico de
genética e biologia forenses, apds consentimento informado (de acordo com o

formulario no anexo Il);
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O

©)

Analisar a expressao de miR-106a-5p, de miR-185-5p e de miR-144-5p em cada
amostra em estudo, através da quantificacio por PCR em tempo-real, com a
utilizacao do controlo endégeno miR-103a-3p utilizando dois kits distintos e
utilizando o UniSp6 e o Universal primer como spike-in’s num dos Kkits

utilizados;

Comparar os resultados obtidos nas varias quantificacdes utilizando os dois

kits, para verificar qual deles cumpre o objetivo de forma mais eficaz;

Concluir acerca da relacdao da expressao dos varios miRNA’s com o PMI.
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3.1 SELECAO DE MICRO-RNA’S A ESTUDAR

Os miRNA’s a estudar foram escolhidos ap6s revisao bibliografica,
especialmente da area médico-legal e forense, e que descreve miRNA’s como sendo
expressos especificamente em fluidos bioldégicos (ver tabela 2). Destes
selecionamos trés miRNA’s especificos do sangue: miR-106a-5p, miR-144-5p e
miR-185-5p.

Esta selecao baseou-se sobretudo nos resultados obtidos em estudos que
estabeleceram uma relacdo entre a expressdao de diferentes miRNA’s com a

distincdo entre diferentes fluidos biolégicos.

Numa das fases deste trabalho foi também utilizado o miR-103a-3p como

controlo endbégeno e o UniSp6 e o Universal primer como spike-in’s.

3.2 OBTENCAO DE MANCHAS DE SANGUE

As manchas de sangue utilizadas neste estudo foram divididas em dois grupos:
manchas de estudo e manchas-referéncia (tabelas 2 e 3; com registos fotograficos
no anexo l), correspondendo, respetivamente, a manchas de sangue colhidas a
cadaveres e a manchas de sangue colhidas a individuos saudaveis. Estes ultimos
constituem um grupo controlo, permitindo assim comparar a expressao dos
miRNA’s estudados. Apds a colheita, todas as manchas foram armazenadas a

temperatura ambiente.

Relativamente as manchas de estudo, estas foram recebidas no SGBF-N
provenientes do Servico de Patologia, integradas num projeto mais alargado,
desenvolvido no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP
(INMLCF, IP), denominado DipMor. Estas foram colhidas em cadaveres, de sexo

masculino e feminino, autopsiados entre Maio e Julho de 2017. Todas as manchas
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foram colhidas em cadaveres que deram entrada no instituto momentos apos a
morte (periodo que variou entre 1 a 11 horas), ou seja, que apresentam um PMI
muito curto. Em todos eles foram colhidas duas manchas de sangue: na chegada
do cadaver ao instituto e no momento da autopsia (que se realizou

aproximadamente 24 horas apos a entrada do cadaver).

Por sua vez, as manchas-referéncia foram colhidas a individuos voluntarios, de
sexo masculino e feminino, aparentemente saudaveis, apds consentimento
informado, através de puncao com uma lanceta e registadas em cartdées “Human
ID Bloodstain card” da Whatman™, no Servico de Genética e Biologia Forenses da
Delegacao do Norte do INMLCF, IP (SGBF-N). Estas manchas serviram de controlo,
permitindo a verificacdo da existéncia ou ndao de diferencas na expressao dos

mMiRNA’s selecionados entre individuos saudaveis e cadaveres, como ja foi referido.

Tabela 2. Registo das amostras pertencentes ao grupo problema - manchas de sangue
colhidas a cadaveres (A: imediatamente apds a morte; PT.P. no momento da autopsia

médico-legal).

Referéncia da Identificacao o Data da
Data do obito .
amostra do dador colheita
1A 10-05-2017
10-05-2017 11:20 horas
?, 84 anos
10:23 horas 11-05-2017
1 PT-P
11:00 horas
15-05-2017
2 A
15-05-2017 15:15 horas
d, 32 anos
08:18 horas 16-05-2017
2 PT-P
14:00 horas
01-06-2017
3A
01-06-2017 18:00 horas
?, 84 anos
07:40 horas 02-06-2017
3 PT-P
09:30 horas
11-07-2017
4 A
11-07-2017 18:36 horas
d, 84 anos
13:40 horas 12-07-2017
4 PT-P
09:30 horas
12-07-2017 12-07-2017
5A d, 29 anos

12:20 horas 14:25 horas
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13-07-2017

5 PT-P
12:00 horas
12-07-2017
6 A
12-07-2017 18:30 horas
d, 75 anos
10:35 horas 13-07-2017
6 PT-P
09:30 horas
14-07-2017
7 A
14-07-2017 14:16 horas
d, 67 anos
11:05 horas 15-07-17
7 PT-P
17-07-2017
8 A
17-07-2017 19:15 horas
d, 45 anos
15:30 horas 18-07-2017
8 PT-P
19-07-2017
9A
19-07-2017 09:45 horas
?, 19 anos
04:55 horas 19-07-2017
9 PT-P
14:00 horas
19-07-2017
10 A
19-07-2017 09:30 horas
d, 24 anos
04:55 horas 19-07-2017
10 PT-P

14:00 horas

Tabela 3. Registo das amostras pertencentes ao grupo de referéncia - manchas de

sangue colhidas a individuos voluntarios e saudaveis.

Referéncia da

amostra Identificacdao do dador Data da colheita
11 Q, 23 anos 22/05/2017
12 3, 23 anos 11/07/2017
13 @, 50 anos 25/07/2017
14 Q, 88 anos 25/07/2017
15 3, 52 anos 26/07/2017

Todas as amostras registadas nas tabelas anteriores foram utilizadas em todos
0s momentos deste estudo, com excecdo das amostras 1 A e 1 PT.P. Estas foram
excluidas da primeira fase do estudo, uma vez que as manchas eram muito mais

ténues que as restantes (ver registo fotografico no anexo I), o que podera ser



sinbnimo de pouca quantidade de material genético, incluindo de miRNA,

provavelmente devido a problemas técnicos relacionados com a colheita.

Houve o cuidado de utilizar amostras provenientes de individuos de ambos os
géneros. No entanto, a maioria das manchas obtidas pertenciam a cadaveres do

género masculino.

3.3 FASE| - Utilizacao do kit “miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR”
(Exiqon)

3.3.1 EXTRACAO DE MICRO-RNA’S

Para a extracdao dos miRNA’s foi utilizado o kit “mirPremier® microRNA
Isolation” da Sigma-Aldrich (referéncia SNC10), seguindo o protocolo indicado pelo
fabricante, referente a extracdo de pequenos RNA’s em tecidos humanos (ver

anexo ).

Este kit contém todos os reagentes necessarios a extracdo dos miRNA’s, com
excecao do etanol 100% (EMSURE®).

Relativamente a equipamentos, foram utilizados: o vortex “press-to-mix 34524,

da Snijders e a centrifuga “Biofuge Pico”, da Heraeus.
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3.3.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO MICRO-RNA

Para tentar determinar a concentracdo dos miRNA’s obtidos apos a primeira
extracdo foi utilizado o kit “Qubit® RNA Assay”, no Fluorimetro Qubit® e seguidos

os procedimentos indicados pelo fabricante (ver anexo lll).

Este kit contém todos 0s reagentes necessarios a determinacao da concentracao
do miRNA. Esta determinacdo permite avaliar a integridade do miRNA obtido em

cada amostra sujeita a extracao.

Relativamente a equipamentos, foram utilizados: o vortex “press-to-mix 34524”,

da Snijders e o fluorimetro “Qubit® 1.0".

3.3.3 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR E QUANTIFICACAO DOS MICRO-
RNA’S POR PCR EM TEMPO-REAL

Para a primeira conversao do miRNA em DNA complementar (cDNA) recorre-se
a utilizacdo do kit “miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR’ (referéncia
#203351, da Exiqon). Com este mesmo kit procedemos a quantificacdo relativa
dos miRNA’s em estudo por PCR em tempo-real. Foram seguidas as instrucdes do
fabricante para ensaios individuais, descritas no protocolo A e com o reagente de

amplificacao SybrGreen® (ver anexo lll).

Este kit possui todos 0s reagentes necessarios a conversao em cDNA e a
realizacao de PCR em tempo-real, incluindo os primers de miRNA essenciais ao
estudo, nomeadamente: miR-106a-5p, miR-185-5p e os controlos UniSp6 (spike-in)

e miR-103a-3p (controlo enddgeno).

Relativamente a equipamentos, foram utilizados: o termociclador “GeneAmp®

PCR System 9700 (Applied Biosystems); as centrifugas “Centrifuge 5810’
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(Eppendorf) e “Heraeus Pico 21 Centrifuge” (Thermo Fisher Scientific); o vértex
“Vortex-T Genie 2” (Scientific Industries) e o equipamento de PCR “7500 Real-Time
PCR System” (Applied Biosystems). A analise dos resultados foi efetuada utilizando
o programa “HID Real-Time PCR Analysis Software v1.2".

Na PCR foi estudada a expressao ou a quantidade relativa de todos os miRNA’s.
Sera realizada uma quantificacdo relativa (RQ), em que se procede a uma
comparacdo de C,’s, através da formula 2724¢r, O SYBR Green® é o fluoroforo
utilizado neste kit e que emite fluorescéncia quando se intercala na sequéncia de

cDNA, permitindo a visualizacdao das curvas de amplificacao.

3.4 FASE Il - Utilizacao do kit “miScript®ll RT” (Qiagen)

3.4.1 EXTRACAO DE MICRO-RNA’S A PARTIR DAS MANCHAS DE SANGUE

Para a segunda fase de extracao de miRNA’s recorreu-se ao kit “RNeasy® Micro
Kit” (referéncia 74004, da Qiagen). O procedimento foi adaptado a partir das

recomendacdes do fabricante (ver anexo IV).

Este kit contém todos os reagentes necessarios a extracdo dos miRNA’s, com
excecao do etanol 100% (EMSURE®). Este foi utilizado para a obtencao de etanol
70% e de etanol 80%, por diluicao.

Relativamente a equipamentos, foram utilizados: o vortex “press-to-mix 34524”,

da Snijders e a centrifuga “Biofuge Pico”, da Heraeus.

Nesta fase foi efetuado um Unico processo de extracdo, no qual foram extraidas

as amostras 1 a 10, A e PT.P, e as amostras 11 e 13 a 15.
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3.4.2. CONVERSAO EM DNA COMPLEMENTAR

A segunda conversdao dos miRNA’s em cDNA foi realizada com o kit “miScript®ll
RT Kit” (referéncia 218161, da Qiagen), de acordo com as indicacdes do fabricante

(ver anexo V).

O kit inclui todos os reagentes necessarios a conversao dos miRNA’s extraidos
em cDNA'’s.

Relativamente a equipamentos, foram utilizados: o termociclador “GeneAmp®
PCR System 9700” (Applied Biosystems); a centrifuga “Heraeus Pico 21 Centrifuge’
(Thermo Fisher Scientific) e o vortex “Vortex-T Genie 2 (Scientif Industries).

3.4.3. QUANTIFICACAO RELATIVA POR PCR EM TEMPO-REAL

A segunda quantificacdo por PCR em tempo-real foi realizada com o kit
“miScript SYBR® Green PCR’ (referéncia 218073, da Qiagen).

Nesta quantificacdo foram utilizados 2 primers de miRNA’s, “miScript Primer
Assays”, especificos para o fluido biolégico sangue e selecionadas a partir da

literatura - miR-144 e miR-185 - e o corante SYBR Green?®.

Foi seguido o procedimento indicado pelo fabricante (ver anexo 1V), com
duplicacdo do numero de ciclos de PCR (executaram-se 80 ciclos, ao invés dos 40

indicados).

Nesta segunda fase foi realizada uma uUnica quantificacdo por PCR em tempo-

real, utilizando todas as amostras disponiveis, exceto a amostra 14.

39



O kit é constituido por todos os reagentes necessarios a realizacao de PCR em
tempo-real, e pode incluir varios primers de miRNA a escolha; neste caso, incluiu

0S primers essenciais ao estudo da expressao do miR-144-5p e do miR-185-5p.

Foi utilizado o equipamento de PCR “7500 Real-Time PCR System” (Applied
Biosystems) e a analise dos resultados foi efetuada utilizando o programa “HID
Real-Time PCR Analysis Software v1.2".

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a expressao relativa dos miRNA’s estudados, utilizou-se o chamado
método de Livak [63], através do cdalculo de 2**<". Este calculo relaciona o aumento
ou diminuicdo da expressao dos diferentes miRNAs estudados a partir dos C;
obtidos, no momento imediatamente ap6s a morte (considerado o tempo zero) e
no momento da autopsia médico-legal - quando os valores de 22T s3ao superiores
a 1 podemos concluir que houve aumento de expressao; por sua vez, quando o

resultado é inferior a 1 podemos concluir que houve diminuicdo da mesma.

Os valores obtidos com o método de Livak foram analisados utilizando o
software estatistico “IBM® SPSS® Statistics 24", com execucdo de um teste t-
student. O nivel de confianca adotado foi de 95%, pelo que os resultados apenas

apresentam significancia estatistica quando p<0.05.
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Este estudo foi executado em duas fases distintas, com recurso a diferentes
kits. Em ambas as fases foram executados os mesmos procedimentos, com
excecao da determinacdo da concentracdo de miRNA’s, uma vez que esta nao foi

viavel.

4.1. FASE I - Utilizacao do kit “miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR’
(Exiqon)

Em primeiro lugar, procedeu-se a extracdao de miRNA’s a partir das manchas de
sangue com o kit “mirPremier® microRNA Isolation” (Sigma-Aldrich). Tal como
referido anteriormente, todas as amostras foram sujeitas a este procedimento, com

excecao das amostras 1 Ae 1 PT.P.

Como forma de verificar a integridade das amostras obtidas no procedimento
anterior foi realizada a determinacdo da concentracao de miRNA’s extraidos das
manchas de sangue. Foi utilizado o kit “Qubit® RNA Assay” e um fluorimetro “Qubit
1.0”, disponivel no servico. Nao obtivemos sucesso, uma vez que o limite de
detecdao do aparelho ndao permitiu obter a concentracdao das amostras. Apenas foi

possivel determinar que estas apresentam concentracoes inferiores a 20 ng/mL.

O passo seguinte, crucial para a resposta aos objetivos propostos neste estudo,
consistiu na quantificacdo relativa dos miRNA’s por PCR em tempo-real, segundo o
protocolo fornecido pelo kit “miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR”.

Num primeiro momento, efetuou-se a diluicio do cDNA 80x em agua livre de
nucleases, tal como indicado no protocolo que acompanha o kit. No entanto, as
curvas de quantificacdo obtidas ndao foram as esperadas. Uma possivel explicacao
para esta observacdo tera sido devido a utilizacio do cDNA muito diluido. Este
correspondera a quantidades muito reduzidas de miRNA’s, visto que este foi
extraido a partir de manchas de sangue e nao de tecidos com elevadas
concentracoes de material genético, como ocorre na pratica habitual de estudos

que envolvem este tipo de acido nucleico.
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Consequentemente, num segundo momento, efetuou-se uma adaptacdo ao
protocolo, utilizando-se o cDNA mais concentrado. Assim, a quantificacdo relativa
dos miRNA’s foi processada recorrendo a uma diluicio muito inferior do cDNA

obtido com a utilizacao de 1.5 pL de cDNA e 2.5 pL de agua livre de nucleases.

4.1.1. RESULTADOS OBTIDOS NA QUANTIFICACAO RELATIVA POR PCR
EM TEMPO-REAL

Nas quantificacoes efetuadas procedeu-se ao estudo da expressao dos
seguintes miRNA’s: miR-103a-3p, miR-106a-5p e miR-185-5p, com o UniSp6 como

controlo spike-in. O miR-103a-3p foi utilizado como gene referéncia.

As quantificacdes foram executadas em momentos distintos, de forma a ajustar
as definicoes do aparelho a obtencdo das curvas de amplificacao pretendidas e
respetivos valores de C; (de acordo com o exemplo representado no anexo V). Estes
sdo inversamente proporcionais a expressao dos genes - este fato permitirda o
estudo da relacdao existente entre os miRNA’s e o PMI, uma vez que as manchas

utilizadas foram colhidas em diferentes intervalos de tempo apds a morte.

Efetuou-se o cdlculo da média dos valores de C; obtidos nas varias
quantificacdes para cada uma das amostras. Também se procedeu ao calculo do
AC; nas varias amostras, exceto nas do grupo de controlo, uma vez que estas
apenas constituem um controlo positivo da amplificacdo. Os valores obtidos

encontram-se registados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Valores de C; obtidos na primeira quantificacdo relativa realizada por PCR em

tempo-real para o gene de referéncia miR-103a-3p.

miR-103a-3p ‘

Valor de C;
Amostras
A PT.P Controlo
2 Indeterminado Indeterminado
12.5661 15.0500
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28.0449
20.8962
24.1000

19.5385
21.7555
46.9937

Indeterminado
30.8566

Tabela 5. Resumo dos resultados dos C;’s e AC;’s obtidos na primeira quantificacdo relativa

realizada por PCR em tempo-real. AC; = Ci(alvo) - C; (referéncia) = C;(miR-106a-5p ou miR185a-5p)

- C/(miR-103a-3p).

miR-106a-5p

Amostras A
2 29.9227
3
4 26.0404
5 29.7689
6 47.4592
11
12

Valor de G,
PT.P
29.0060
47.6854
29.4059
48.8059

Controlo

28.9139
41.8260

A
Indet.
-2.0045
8.8727
23.3592

AC,
PT.P
Indet.
28.1469
7.6504
1.8122

Controlo

miR-185a-5p

Amostras A
2 43.8653
3 21.4959
4 41.8537
5 36.4910
6 48.4110
11
12 e

Valor de G,
PT.P
51.1797
63.9117
46.6346
47.8112
38.5505

Controlo

23.0625
55.7851

A
Indet.
8.9298
13.8088
15.5948
24.3110

AC,
PT.P
Indet.
48.8617
27.0961
26.0557
-8.4432

Controlo

Por limitacbes quanto a quantidade de reagentes as seguintes amostras nao

foram quantificadas: amostras 7a 10, A e PT. P, e amostras13 a 15 (tabelas 2 e 3).

As curvas de amplificacdo para a amostra 3 com a sonda miR-106a-5p

apresentaram erros, razao pela qual ndao foram consideradas para o estudo.
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Analisando os valores de AC; obtidos em A e em PT.P verifica-se que:

v" O miR-106a-5p apresenta diminuicao na sua expressao com o decurso do PMI,
exceto nas amostras 5 e 6;

v" Por suavez, o miR-185-5p também apresenta diminuicdo da sua expressao com
o decurso do PMI, exceto na amostra 6.

Os valores de C; obtidos nas amostras do grupo de controlo (amostras 11 e 12)
permitem confirmar que os miRNA’s estudados sofrem alteracdes na sua expressao

com O processo da morte.

Os AC,’s de todas as amostras (exceto as do grupo de controlo e da amostra 3)
foram comparados segundo a formula 2", que constitui o método de Livak. Este
método permite analisar a magnitude da variacao da expressdao dos miRNA’s entre

dois grupos.

Em primeiro lugar, procede-se ao calculo das médias dos AC;’s para cada miRNA
em estudo; de seguida, calcula-se o valor de AAC;, segundo a formula: AAC; =
AC.(PT.P) - AC/(A); e, por ultimo, procede-se ao calculo de 2T, Estes calculos

encontram-se registados na tabela 6.

Tabela 6. Calculos efetuados com os valores de C; obtidos na primeira quantificacdo
relativa para estudo da eficiéncia da PCR em tempo-real. AAC; = AC(PT.P) - AC(A).

miR-106a-5p

Média de A 10.0758
AC, PT.P 12.5365
JAVA &% 2.4607
24T ~0.1817

Média de A 15.6611
AG PT.P ~ 23.3926
AAC: 7.7315
24T =~ 0.0047

De acordo com o que esta descrito no capitulo 3.5 em relacdao ao método de

Livak, podemos concluir que na fase | deste trabalho ambos os miRNA’s estudados
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apresentaram diminuicdo da sua expressdo com o PMI - o que esta em
concordancia com as conclusdes retiradas a partir da analise da variacao dos

valores de C;.

Os resultados obtidos com este método foram sujeitos a uma analise estatistica
no programa “IBM® SPSS Statistics 24", com execucdao de um teste de t-student
(uma vez que seguem uma distribuicao normal). A partir desta analise conclui-se
que nem o decréscimo da expressao de miR-106a-5p nem o decréscimo da
expressao de miR-185a-5p apresentam significancia estatistica nas amostras
estudadas (p = 0.0720 > 0.05 e p=0.1750 > 0.05, respetivamente - ver no anexo
V).

Sendo assim, embora a diminuicao da expressao dos miRNA’s estudados na
fase | ndao seja estatisticamente significativa com o decurso do PMI, com este
estudo ndo é possivel tirar conclusdées definitivas sobre se esta diminuicao da

expressao podera servir para determinar o PMI.

4.2. FASE Il - Utilizacao do kit “miScript®ll RT” (Qiagen)

Em segundo lugar, procedeu-se a extracdo de miRNA’s a partir das manchas de
sangue com o kit “RNeasy® Micro Kit’. Tal como referido anteriormente, todas as

amostras foram sujeitas a este procedimento, com excecao da amostra 12.

O passo seguinte consistiu na conversao dos miRNA’s extraidos das manchas
em cDNA e, posteriormente, na quantificacdo relativa dos miRNA’s por PCR em

tempo-real, segundo o protocolo fornecido pelo kit “miScript SYBR® Green PCR’.

Foi utilizada a mesma diluicdao do cDNA da fase I, 1.5 pyL de cDNA e 2.5 pL de

agua livre de nucleases.
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4.2.1. RESULTADOS OBTIDOS NA QUANTIFICACAO RELATIVA POR PCR
EM TEMPO-REAL

Na quantificacdo efetuada procedeu-se ao estudo da expressdao dos seguintes
mMiRNA’s: miR-144-5p e miR-185-5p.

O método utilizado para esta quantificacao foi o mesmo que se utilizou na fase

I, com a utilizacao de um kit diferente.

Devido ao elevado custo associado a este tipo de estudos, ndo foi possivel
dispor de um controlo enddégeno usando este kit. Assim, ndo foi possivel efetuar a

normalizacao dos valores de C; obtidos nesta quantificacao.
Os valores de C; obtidos nesta fase encontram-se registados na tabela 7.

Tabela 7. Resumo dos resultados dos C;’s obtidos na segunda quantificacdo relativa

realizada por PCR em tempo-real.

miR-144-5p

Amostras Valor de G,
A PT.P Controlo
1 46.4887 49.3848
2 39.5742 37.4720
3 38.4993 39.0735
4 40.8946 39.0093
5 38.5668 37.4704
6 40.4420 40.5852 '
7 40.9105 40.3409
8 38.4406 38.5139
9 39.6167 40.4647
10 35.8000 38.6819
11 38.8314
13 39.9458
14 44.5957
15 41.8674
Amostras Valor de C;
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A PT.P Controlo

1 37.6470 38.7275
2 37.9194 35.1225

3 36.5958 36.7385

4 37.7007 37.3262

5 37.6411 36.6139

6 37.5601 38.0567 -

7 37.5710 37.5773

8 36.9847 38.5988

9 36.7048 36.6552

10 34.9334 36.7658

11 37.3820
13 38.7620
14 37.8253
15 37.5956

Foram quantificadas todas as amostras extraidas na fase Il do trabalho.

Uma vez que ndo é possivel a normalizacao dos valores obtidos com este kit,
apenas podemos estimar o comportamento dos miRNA’s com o PMI através da

analise da variacao dos valores de C; entre a amostra A e a amostra PT.P

Assim, analisando os a variacao dos valores de C; obtidos verifica-se que:

v O miR-144-5p apresenta diminuicdo da sua expressao com o decurso do PMI,
exceto nas amostras 5 e 7;
v' Por sua vez, o miR-185-5p também apresenta diminuicao da sua expressao com

o decurso do PMI, exceto nas amostras 5 e 9.

Os valores de C; obtidos nas amostras do grupo de controlo (amostras 11, 13,
14 e 15) permitem confirmar que os miRNA’s estudados sofrem alteracbes na sua

expressdo com o processo da morte.

Como nao foi possivel a normalizacao dos dados, também nao foi possivel a

analise estatistica dos mesmos.
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Sendo assim, a fase Il deste trabalho apenas permitiu observar uma diminuicao
da expressdao dos miRNA’s estudados, a semelhanca do que se observou na fase I.
Para retirar outras conclusdes seria necessaria a quantificacdo dos miRNA’s

estudados em conjunto com um controlo endégeno.

" Outlier: valor aberrante.
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Tal como referido anteriormente, estudaram-se manchas de sangue no decurso
deste trabalho. Destas, as manchas de sangue com diferentes intensidades de cor,
apresentaram resultados dispares relativamente aos restantes. Por anadlise das
manchas verificamos que estas ultimas apresentavam diferentes intensidades de
cor por comparacao da amostra colhida logo apés a morte com a colhida no
momento da autépsia; a mancha referente ao momento da autépsia apresentava
maior intensidade. Este facto podera constituir a causa de se obter um menor valor
de C; nestas manchas e, consequentemente, de levar a concluir de forma errénea
que ha um aumento de expressao com o PMI. Esta discrepancia nos resultados
podera ser sinbnimo de ma colheita ou de maior degradacdao das amostras, pelo
que estas foram consideradas outliers. Também podera estar relacionada com

diferentes concentracdes de miRNA extraido a partir das varias amostras.

Por outro lado, o facto do tempo que mediou a primeira colheita (A)
relativamente ao momento da morte ser variavel (entre 1 a 11horas), também

podera ter influéncia na diferente expressao dos miRNA’s estudados.

Apo6s a extracdo dos miRNA’s tentou-se a sua quantificacdo com o kit Qubit. No
entanto, como o limite de detecdo do fluorimetro disponivel no instituto nao

permitiu a obtencdo da concentracdo de miRNA, este procedimento foi excluido.

Sendo assim, como as amostras apresentavam quantidades infimas de miRNA
decidiu-se adaptar o numero de ciclos de PCR (realizando 80 ciclos em vez dos 40).
Este efeito também se poderia ter conseguido por utilizacdo de uma técnica
otimizada com recurso a amplificacdo dos miRNA’s extraidos que nao foi possivel

realizar.

Observou-se uma diminuicao da expressao dos miRNA’s estudados, quer na
fase | quer na fase Il, embora os resultados obtidos ndao sejam significativamente
estatisticos. Apesar disso, selecionamos o método utilizado na fase Il como o
melhor para este tipo de estudo, embora nao tenha sido efetuada a normalizacao
dos dados (por falta da quantificacdo de um controlo endégeno). Esta escolha foi
realizada tendo em conta o facto dos valores de C; obtidos nesta segunda
guantificacdo terem sido mais constantes em todas as amostras (a0 comparar com
a fase ) e, também, devido a obtencao de melhores curvas de amplificacdo. O nao

ter sido possivel a utilizacdo de um controlo endégeno nesta fase do trabalho, nao
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permitiu perceber completamente o significado dos resultados obtidos com este

método.
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No decorrer deste estudo surgiram algumas dificuldades, uma vez que na
revisdo bibliografica inicial ndo foi encontrada informacao relativa a quantificacao
de miRNA’s extraidos a partir de manchas de sangue colhidas a cadaveres. Os
estudos desenvolvidos até ao momento na bibliografia consultada foram realizados
com miRNA’s extraidos a partir de fluidos biolégicos liquidos e em tecidos

cadavéricos.

6.1 CONCLUSOES

As manchas de sangue poderao ser uma nova e util abordagem para a obtencao
e quantificacao relativa de miRNA’s e consequentemente para a determinacao do
PMI.

Esta abordagem teria muita utilidade, uma vez que as manchas de sangue sao
utilizadas de forma rotineira no SGBF com o objetivo de preservar as amostras

colhidas por longos periodos de tempo.

Este estudo foi realizado em duas fases distintas, recorrendo a dois kits
diferentes. Este incidiu na quantificacao relativa de trés miRNA’s selecionados a
partir de bibliografia consultada, em especial relacionada com a area médico legal
e forense, onde sao referidos como sendo expressos e carateristicos do fluido
biol6gico sangue. Utilizou-se ainda um outro miRNA como referéncia para fins de

normalizacdo da quantificacao relativa.

Para todos os miRNA’s foi possivel verificar alteracdes na sua expressao com o
decurso do PMI, o que permite concluir que a metodologia que envolve o estudo

de amostras preservadas em mancha pode ser realizada neste tipo de estudos.

Dos miRNA’s estudados, nenhum apresentou diminuicdo da sua expressao com

significancia estatistica.
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Por essa mesma razao, este estudo apenas permite concluir que nenhum dos

miRNA’s estudados podera ser um meio para determinar o PMI.

6.2 PERSPETIVAS FUTURAS

Para que as conclusdes obtidas com este trabalho possam ser mais fiaveis e
ilativas, sera necessaria a replicacao deste estudo metodolégico num numero

superior de amostras.

Também devera ser avaliada a diferente expressao dos miRNA’s estudados
tendo em conta o género e a idade dos cadaveres, apesar de se ter tido o cuidado

de escolher amostras de sexo feminino e de sexo masculino.

Idealmente, devera também ser avaliada a concentracao de miRNA’s extraidos
das manchas de sangue ou, entdo, devera proceder-se a amplificacdo dos mesmos.
Este parametro sera util para a otimizacdao dos procedimentos necessarios a sintese
de cDNA e, também, a quantificacao por PCR em tempo-real e, consequentemente,

a obtencao de melhores resultados.

Também devera repetir-se o método utilizado na fase Il deste trabalho, com a
quantificacdo de um controlo endégeno - miR-103a-3p. Apenas com a execucao
desta quantificacdo sera possivel uma melhor comparacao entre os dois métodos
utilizados e, consequentemente, a selecao do melhor método para estudos com

esta finalidade.
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ANEXO | - Registo fotografico das manchas de sangue colhidas, apés a

sua utilizacdo na a extracao de miRNA’s

» Grupo problema:

Referéncia da i
Logo apods a morte (A)

No momento da

mancha autoépsia (PT. P)
Whatmon™
Lot No. BF 7044316
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Lot No. BF7044316
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» Grupo de referéncia:
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ANEXO Il - Formulario de consentimento informado para a colheita de

manchas de sangue a voluntarios

AUTO DE COLHEITA DE AMOSTRAS PARA INVESTIGACAQ CIENTIFICA

Data da colheita / /

NOME:

Data de Nascimento / /

Naturalidade

Naturalidade do Pai

Naturalidade da Mae

Declaro que sou a pessoa identificada e que dou o meu consentimento para a colheita de

amostras ap0ds informacdo abaixo resumida

Assinatura

1- As amostras colhidas destinam-se a investigacdao cientifica, carecendo apenas de

consentimento informado, conforme Lei n° 12/2005, de 26 de Janeiro.

2- As amostras nao serdo identificadas durante o percurso laboratorial, ndo sendo possivel

fazer o cruzamento entre o nome do participante, a respetiva amostra e os resultados.

3- Este estudo pode ser objeto de publicacdo em revista de reconhecido valor cientifico da

especialidade, nao sendo publicados quaisquer dados pessoais relativos aos participantes.

NOTAS:

Responsavel pela colheita
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ANEXO Ill - Protocolos seguidos na fase | deste trabalho

Na fase | deste trabalho foram executados os procedimentos indicados

pelos fabricantes dos diferentes kits:

> “mirPremier® microRNA Isolation” para a extracao de miRNA'’s:

Small RNA isolation - Mammalan Tissues

Prepare Lysis Mix, Acocording 1o Table 3 below,
add mcroRNA Lysss Buffer and Binding Solution 1o
a clean tube and mix briefly, and then add 100%
ethanol and mix bnefly Supplement the solution
with 10 pl of 2-mercaplosthanoi per 1 mil of the
solution. Pregare a volume of the Lysis Mux
sufficient for that day's use  Each standard
preparation reguires 700 JL of the Lysis Mix it s
best to prepare the Lysis Mix just prior 1o the stan
of the purfication procedure. Keep the Lysis Mix at
100 tormperature before use

Tabie 3. Lysis Mix for Mammakan Tissues

2

Lyse Tissue Samples. Add 700 pl (for 20-40 mg
tsswe) or 350 L ffor < 20 mg Ussue) of the Lyss
Mix 1o the fissue sample and homagenze the
tisspe with a rotor-stator hamogenizer for 45-50
seconds n modersie speed. Let the sample sit at
room temperature for 3-5 mnutes Do nat vortex
the crude lysate.

Note Do not exceed 80 seconds of

Peilet Cellular Debris. mm“l
maximum speed (14,000 16 000 x g) in a standard
microcentrifupe for 5 minutes 10 remove calluiar
detris, genomic DNA. and lasge RNA

Filter Lysate. Pipe! the lysale supematant inlo a
Fitration Colurnn (blue retaines ring). Avokd the
pelet. Centrifuge & maximum speed (14,000 -
16.000 x g) for 30 seconds. Save ihe clarified flow-

through lysate

Add Exhanol for RNA Binding. Mecasure the
volume of the clarfied lysate with & pipefte. Add 1.1
volumes of 100% ethano! 1o the clarified lysate (For
example. add 748 3L of 100% ethanol to 680 (L of
the ccartfed lysate) Mix immediately and
tharoughly by voriex of inversion. Do not
centrifuge the tube

Note Increase the amount of 100% ethanol 1o 15
volumes if process liver tissue or other tissues that
may contan a high leve! of glycogen

Bind RNA to Column. Pipet 700 pl of the moture
nio & Bnding Column {red retamer rng)

Centrfupe at maximum speed (14,000 ~15 000 x @)
for 30 seconds. Decant the Sow-through hqud
Repeat the bndng step with the remainng modure,
Note: Liver tissues are fich in giycogen, and 3
small amount of giycogen may be refained on the
top of the red retainer at the cantrfugal sde after
each binding step. If this occurs, Switch the tube
centrifugation orientation in the following wash
sieps to facitate the removal of the glycogen

7. Farst Column Wash. Add 700 pl of 100% ethanol
into the column Centrifuge a8 maximum speead
{14,000 -15.000 x g) for 30 seconds. Discard the
fow-through biquid and retum the cotumn 1o the
Collecton Tube.

8. Second Column Wash. Add 500 ul of Bnang

Component Amountimi Solstion inlo the column  Centrifuge at maximum
Lysis Mix speed (14,000 -16.00Q x g) for 30 seconds.

| microRNA Lysis Bufler (M1070) 630yl Note: Repeat the Binding Solubon wash step If

Msmm 320 4l procassing pancreatic tissue or any fissue nch in

100% ethanol 50 WL ribonucieases.

9. Third Column Wash. Transfer the Binding
Caolurmn indo a fresh Coliaction Tube (provided),
Acd 500 i of the Emvanoldiluted Wash Solution 2
ino the coiumn Centrifuge at maximum speed
{14,000 -15.000 x g} for 30 seconds. Discard the
fiow-through Iquid and retum the column 1o the
Collection Tube

10. Fourth Column Wash. Aad another 500 L of the
Ethancl-dilstad Wash Solution 2 info the column,
and certrifuge at maxmum speed (14,000 -16.000
x g) for 30 seconds. Discard the fiow-through Sguid
and redum the column 1o the Collection Tube,

11. Dry Column. Centrifuge the column at maxmum
speed (14,000 -16,000 x g) for 1 minute 1 dry.
Carefully remove the column-tube assembly from
the cantnfuge 10 avoid splashing the resicual flow-
trough kquid 1o the dred columa

12 Elute RNA. Transier the colurnn 10 & new 2 mi
Calbection Tube (provided). Acd 50 pl of Blution
Solution directly onto the center of the filter insde
e column. Reduce the volume of Elution Solution
10 20-30 L # the starting material s small or if 3
more concentrated RNA sample is desired  Close
the cap and lat the Wwbe sit for 1 minate. Centrifuge
2 maximum spead (14,000 -16 000 x g) for
1 minute 1o elute Repeat the alution step by
collecting the sluate in @ ppetie tip and reload the
solution drectly anto the center of the fiker nisice
the column. Close the cap and izt the fube sit for 1
minute. Centrifuge at maxamum speed for 1 minute
to elute Purified RNA is now n the flow-through
eluate and ready for immediale use or storage at
-20 "C (short term) or ~70 “C (long term).

N



> “Qubit® RNA Assay” para a determinacdo da concentracido de miRNA’s

Prepare samples and standards

The protocol beliny you are prepatiog standascs for calibrating the Qubit®
Fhmuywﬂmnuwhnommmmhhmnm
“Calibwaty thw Quirit* Hmm‘mmﬁ,ywmﬂhwmﬁo(w)l)u‘
k—wmh\umwp’n&n ple purity deser tions, it is possible to use
the Quibit” ﬂmbmhmtﬂmummhmn@k
— samphy perform each assay for your sample

21 Sct up the requared nuember of 05-ml tubes vou peed bor standards and samples. The
Qobat™ microRNA assay requires 2 stamdards.

Note: Use ondy thin-wall, clear 8.5-mi ophcal-grade real-time PCR tubes. Acceplabie
tubes include Quirie® assay tubves (00 tubes, Cat. now QB2856) ar Axygen® PCRO6-C
tabes [VWR, part musnber 1000 18304

22 Label the tube Fds.
Note: Labwel the Bd of sach stmdard tubw cormectly. an calibration of the Qube®
Fluormesetor roquines that the standards be introduced (0 the instriament & e right
vedes

2.3 Prepane the Qubir™ working solution by diluting the Qubbit™ microRNA meagent 1:200 in
Qubit™ micoRNA buffer. Use a chean plastic tishe each tme you make Qublt’ working
salution. Do not mix the warking sol ution in a giass container.

Note: The final volutw i each tube mast be 200 ul. Fach standand tubs reguines 190 ).
of Qubit® working soluton, and ench smple tube soquines snywhere from 150 gl to

199 pl. Prepare suffickent Quiblr® working solution to Jdate all standurds and
samples.
For example, tor § ssmples. prepane enpugh working sol for the samples and

2 sandards: - mul.pumhem wmmzuammmuou.u
Qutst” micmRNA coagent plis 1,990 pl. of Quibit” microRNA babfur).

24 Load 190 pl of Qubsie® working solution o each of the tubes used for standands.

25 Add 10 gl of ench Qubit® microRNA standand to the appropriate tebe and mix by
vortexing 2-3 seconds, bemng carehal ot to creste bubibles.

Note: Caneful pipetting is critical i ensus that ecctly 10 pl. of each Qubit™ micoRNA
standard s added b0 190 plof Qebit® workmg solution.

26 Load Qubi™ working solution nto individual assay tubes so thal the final volume in
cach tabe after adding sample & 200 ul.,

Note: Yoor sample car be between | pland 20 pl, theredorr, load ench away
tube with a solume of Qubit” working solution any whese between 180 uland 199 pl.

27 Add each of your samyples fo asary tabes aomtainmg fhe comect vohsme of Quba®
workang sokition {prepared in step 24) aoel mex by vortesing 2-3 seconds. The final
volume in each tube should be 200 ut.

28 Allow all tubwes 10 meubate af room femg for 2

Frooved o Resd standands and sampies”; fodlow the procedure appopriate e yout
(mstrument

o “Quibit” 30 Fluomeeter ™ o0 page 7
“Qubit’ 210 Fluomeneter” on page 8

Quar™ microRNA Assay Kits | &
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“miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR’ para a conversido em cDNA e

quantificacio por PCR em tempo-real:

Protocol

The mRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR protocol is a two-part protocol consisting of:
1. First-strand cDNA synthesis (Step 1-5)

2_Real-time PCR amplification (Step 6-11)

Important: Keep reagents and reactions on ice (or at 47C) at all times.
First strand synthesis:

Step |
RNA input volume

Since the RNA concentration in extractions from serum and plasma
cannct be determined with accurately we recommend using the
amcunt of starting materal a5 3 measure for input amount.

-
Step 2 Gently thaw the 5x Reaction buffer and nuclease-free water, and
Prepare reagents Immedately place on ice. Mex by vortexng. Re-suspend the RNA
spike-in{s) according 1o the appropriate RNA Spike-in protocol (see
page 15), leave on ice for 15-20 minutes. immediately before use.
remove the Enzyme mix from the freezer. mix by ficking the tubes and
place on ice. Spin down all reagents.
Step 3 if performing first-strand cONA synthesis on multiple RNA samples, it
Combine reagents s recommended 10 prepare an RT workang solution of the Sx Reaction
according to Table 14 buffer, water, Enzyme mix and ANA spike ins in the proporticn
indicated in the firsz four lines of Table 14)
Note: remember tc The fcllowsng procedure is recommended:
calculate necessary 1. Prepare the required amourt of RT working solution and place it on ice.
excess volume for 2. Dispense RT work ing solution into nuciease free tubes.
pipetting and robotic 3. Dispense tamplate RNA in each tube.
gead wolume
Sx Reaction buffer 2
Nuclease -free water 45
Enzyme mix 1
Synthetic RNA spike ins, optional as
replace with 1.0 if omitted
Tempiate totat RNA™ 2
Tatal volume 0
Table 14. Reverse transcription reaction saiup
w
Step & Mix the reaction by very gentie vortexing or pipetting 1o ensure that all
Mox and span reagents ae thoroughly mixed. Afier maxing. spin down.
reagents
v
Step 5 « incubate for 60 minat 42°C.
Incubate and heat « Heat inactivate the reverse transcriptase
inactivate” forSminat 95°C.
« immediately cool to AT
« Store at 4°C or freeze.
-

~
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qPCR protocol

Step 6 Place cONA (from Step 5), nuclease free water and PCR Master mix on
Prepare reagents for ico and haw for 1520 min, Protect the PCR Master mix vials from ght.
real-time PCR Immediately defore use, rmux the FCR Master mex by pipetting up and
down. The rest of the reagents are mixed by vortexing and spun down.
-
Step? Immediately before use, dlute only the amount of cCONA template reeded
Dslute cONA template for the plarned real-time PCR reactions 40« in nuclease free wisler (2.9 add
A0x in rucloane 390 i reclonss froe water toeach 104 of reaction). B is recoerenended o
free water* Use “low-muckes acd binding” wbes or plates. 1t is not recommended 10
store e 1 40 diution of cDNA
Recommendation: Inciude » passive refernence dye in the cONA dlution if
advead by nstrument manulacturer. Please note that the PCR Master mix
does not include ROX. The amourt of ROX reguired i nstrumant dapendant
and It s mportant 1o refer to the marulacturer s recammendations when
decding how rmuch ROX 10 use
| Seeivs |
Step 8 When multiple resl-time PCR reactions are performed with the same
Combine PCR Master microRNA primer set. s recommended 10 prepare 2 prmenmasier
mix, PCR primer set mux working-solution of the PCR primers and the PCR Master mix (in
and cONA according the proportion indicated in Tadle 15).
10 Table 15 The tollowing procedurs is recommended:
1. Prepare the required ameunt of PCR primern.master mix working-
Max thoroughly solution (see Table 3) and place it on ice. N is recommended 10
include 10% excess of all magents in the master mix 1o compensate
Note: remember to for pipetting excess materiaf.
calculate necessary 2. Place the relevant volume of primer:master mix working-scluton
excess volume for in PCR tubes/wells (see Table 3) and spn tubes/plate briefly in 4
ppeitng and robote centrduge (1500g for | minute), 10 avosd air bubbles.
dead volume 1 Add cONA template 1 sach tube/weil.
PCR Master mix 5
PCR pnmaer set™ 1 |
Diutec cONA template ‘ |
Total volume 1]
Table 15. Real-time PCR reaction, pr 10yl maction™
w
Step § Mix the reaction by gentle pipetting to ensure that ali reagents are
Mix and spin mixed thoroughly, Aher mixing cap tubes or strips or seal the plate
reagents with optical sealing as recommended by the manufacturer. Spen down

in 3 centrifuge (15003 for | minute). The experiment can be paused at
this point. Store the reactions protected from light a2 4°C for upto 24
hours.

w




Step 10 Perform real-time PCR amplification followed by melting curve

Real-time PCR analysss according to Table 16
amplification

Polymerase Activation/ 95°C. 18 min 95°C, 10 min
| Denaturation
Amplification 4Samplification 42 amplification
cycles at cycles at
95°C.10s ¥SC. W0s
40°C, 1 minm, &°C, I min,
ramp-rate ramp-rate
1.6°Cl™ 1.4°'Cis™
! Optical read Opucal read
| Melting curve analysis™ Yes Yes
Table 16, Real-time PCR oycle conditions
.
Step 11 Perform inttial data analysis using the software suppled with the real
AnalyTe data time PCR instrument 1o obtan raw Cq values ICp or Ct, depending on

PCR instrument). If you are using an ABI instrument, please note that
Itis not recommended to use auto Ct settings. For 4 guide on haw 10
set manual baseine and threshold, refer 1o Tip 10, page 41 in the Tips
saction. Furthermore, if the data is 1o be analyzed using Exigon GenEx,
the experiment must be set up a8 an AQ experiment, not RQ. If you are
using a Roche LCABD instrument, we recommend analysis using the

Ind derivative method,

For tps on normalzation. please see Tip 11, page 43.

We recommend performing normalization and further data analysis
with the Exiqon GenEx qPCR analysis soltware (www. exigon comy
mima por- analyws). Please refer 1o our data analyses gusde for

recommendations.

~
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ANEXO IV - Protocolos seguidos na fase Il deste trabalho

Na fase Il deste trabalho foram executados os procedimentos indicados

pelos fabricantes dos diferentes kits:

> “RNeasy® Micro Kit” para a extracao de miRNA'’s:

Things to do before starfing

W Buffers RWT and RPE are supplied as concentrates. Before using for the first
fime, add the required volumes of ethanol (96.-100%), as indicoted on the
bottle, fo obtain a working solution.

B if performing opfional on-column DNose digestion, prepare DNasze | stock
solution as described in Appendix B (page 35).

Procedure

1. Excise the tissue sample from the animal or remove it from storage.
Determine the amount of tissue. Do not use more than 5 mg fissve,
or 10 mg adipose tissue.

Unless you are working with RNAlofer or AllProtect stabilized fissue, do not
allow the tissue to thaw before placing in QlAzol Lysis Reagent.

2. If the entire piece of tissue can be used for RNA purification, place it
directly into 700 pl QlAzol Lysis Reagent in a suitably sized vessel for
disruption and homogenization.
if only a portion of the tissue is to be used, determine the weight of
the piece to be used and place it into 700 pl QlAzol Lysis Reagent in
a suitably sized vessel for disruption and homogenization.

RNA in fissues is not protected ofter harvesting unfil the sample is stobilized
in RNAloter or AllProtect Reagent, flash-frozen, or disrupted and

homogenized in step 3. Unstabilized, frozen animal fissue should not be
ollowed to thaw during handling.

Note: Uze o suifably sized vesse!l with sufficent headspoce fo occommodate
foaming, which may occur during homogenizafion.

3. Homogenize immediately using the Tissuelyser system, the
TissueRuptor, or another method until the sample is uniformly
homogeneous (usually 20-40 s).

See pages 15-17 for @ more delailed descripfion of disruplion and
homogenization methods.

Note: Homogenizafion with the TissueRuptor or the Tissuelyzer sysiem [zee
page 16) generally results in higher fotal RNA yields than with other
homogenization methods.

Foaming may occur during homogenization, especially of brain fissue. If
this occurs, let the homogenate stand of room temperature for 2-3 min
until the foam subsides before continuing with the protocol.

Note: Homogenized fissue lysates can be stored af -70°C for several
months.

~
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10,

Place the tube containing the homogenate on the benchtop at room
temperature (15-25 C) for 5 min.
This step promotes dissociation of nucleoprotein complaexes.

Add 140 pl chloroform to the tube containing the homogenate and
cap it securely. Shake the tube vigorously for 15 s,

Thorough mixing is important for subsequent phase separation,

Place the tube containing the homogenate on the benchtop at room
temperature for 2-3 min.

Centrifuge for 15 min at 12,000 x g at 4'C. After centrifugation, heat
the contrifuge up to room temperature (15-25 C) if the same
contrifuge will be used for the next centrifugation steps.

After centrifugation, the sample separates into 3 phoses: an upper,
colorless, aquecus phase containing RNA; a white interphase; and o lower,
red, organic phase. The volume of the aquecus phase should be
approximately 350 ul.

Note: If you want to purify o separate miRNA-enriched fraction, follow the
steps in Appendix A (page 32) after performing this slep.

Transfer the upper aqueous phase to a new collection tube (not
supplied). Add 1.5 volumes (vsually 525 pl) of 100% ethanol and mix
thoroughly by pipetting up and down several times. Do not
contrifuge. Continue without delay with step 9.

A precpitate may form after addition of ethanol, but this will not affect the
procedure.

Pipet up to 700 pl of the sample, including any precipitate that may
have formed, into an RNeasy MinElute spin column ina 2 ml
collection tube (supplied). Close the lid gently and centrifuge at
28000 x g (210,000 rpm) for 15 s at room temperature (15-25°C).
Discard the flow-through.*

Reuse the collection fube in step 10.

Repeat step 9 using the remainder of the sample. Discard the flow-
through.*

Reuse the collection tube in step 11.

Optional: If performing optional en-column DNase digestion (see

“Important points befare starfing”), follow stepe B1-B4 (page 35) after
performing this step.

1.

12.

Add 700 pl Buffer RWT to the RNeasy MinElute spin column, Close
the lid gently and centrifuge for 15 s at 28000 x g (210,000 rpm) to
wash the column. Discard the flow-through.*

Skip this step if performing the opfional on-column DNase digestion |poge
35).

Reuze the collection tube in step 12.

Pipet 500 pl Buffer RPE onto the RNeasy MinElute spin column. Close
the lid gently and centrifuge for 15 s ot 28000 x g (210,000 rpm) to
wash the column. Discard the flow-through.

Reuse the colledtion tubs in step 13.

(o)



13. Pipet 500 pl of 80% ethanol onto the RNeasy MinElute spin column.
Close the lid gently and centrifuge for 2 min at 28000 x g (10,000
rpm) to wash the spin column membrane. Discard the collection tube
with the flow-through.

Note: 80% sthanol should be prepared with ethanol ($6-100%) and
RNase-free water.

Note: Afler centrifugafion, carefully remove the RNeasy MinElute zpin

column from the collection tube so that the column does not contact the
fiow-through. Otherwise, carryover of ethanol will occur.

14. Place the RNeasy MinElute spin column into a new 2 ml collection
tube (supplied). Open the lid of the spin column, and centrifuge at
full speed for 5 min to dry the membrane. Discard the collection tube
with the flow-through.

To aveid damage to their lids, ploce the spin columns into the centrifuge
with ot lecst one empty position between columns. Orient the lids so that
they point in a direction oppesite fo the rotafion of the rotor (e.g., if the
rotor rofates dockwize, orient the lids counterclockwise),

It is important to dry the spin column membrane, since residual ethanol
may interfere with downstream readtions. Centrifugation with the lids open
ensures that no ethanol is carried over during RNA elution.

15. Place the RNeasy MinElute spin column in a new 1.5 ml collection
tube (supplied). Add 14 pyl RNase-free water directly to the center of
the spin column membrane. Close the lid gently, and centrifuge for
1 min at full speed to elute the RNA.

As little oz 10 1 RNaze-free water can be used for elution if o higher RNA
concenfration is required, but the yield will be reduced by approximately
20%. Do not elute with less than 10 4 RNase-free water, as the spin
column membrane will not be sufficiently hydrated.

The dead volume of the RNeasy MinElute spin column is 2 ul: elution with
14 ul RNaze-free water results ina 12 ul eluate.

> miScript®ll RT Kit” para a conversao em cDNA:

I.  Thaw template RNA on ice. Thaw 10x Nucleics Mix and either 5x miScnpt
HiSpec Buffer or 5x miScnp! HiFlex Buffer (depending on the apphcabon,
see “Notes before starting” and Table 1) at room femperature | 15-25°C)
Mix sach solution by flicking the tubes. Ceninfuge briefly to collect residual
Iquid from the sides of the tubes and then sfore on e

2. Prepare the reverse-franscriphion mas#er mix on ice according fo Table 2.
Mix and then store on ice. The reverse-franscription masier max contains all
components required for first-sirand cDNA synthesss except femplaie RNA.

=



Note miScript Reverse Transcriptase Mo should be removed from the
~20°C lrewzer jusl belore preparation of the master mix and ploced on ke
It shouk! be returned to the freezer immediately after ise

Table 2. Reverse-transcription readion components*

Component Valume/recction
wmwmmsmwuu a4

10w Hlucines M 2

Rt lave frow vt Varable

St Riewne Tasoscniphme M 2m

Tomphste B IA added i shp 1) Variabie hoe Table | for recomenmidatens
Totol volume 0m

SN g wp moee an oo seoc bon, prepars O volise of manier ms 10N greaber than Sl egueed
for e bl naember of reacSom 1o be performed

TThe correat buller 1 e depends an the s ubseguent PCR gppieat son "Hoks bebore darting” amd
Tobie |

3. Add lemplate RHA 1o each tube confamng revense-transcnphon maoster
mix. Mux geally, briefly contrifuge, and then ploce on ice

4 Incubate for 60 min of 37°C

5 Incubate for 5 min al 95°C o madivate miScnpt Reverse Transcriplose Mix
and ploce on e

If you wish to proceed with reak-ime PCR immediately, dilute the revere-
transcrphon machons os described in Table 3, mix gently, brelly
centrifuge, and continue with real-time PCR. Allernatively, 1o store the
revene-lranscriphon reactions pror 1o real-time PCR, lramber undiluied fo
a ~20°C freerer, or dispense the diluted reachons into 110 ul abiquots and
transter 1o a ~20°C freecer

> “miScript SYBR® Green PCR’ para a quantificacdo por PCR em tempo-real:

Procedure

1. Thaw 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 10x miScript
Precursor Assay, template cDNA, and RNase-free water ot room
temperature (15-25°C). Mix the individual solutions.

2. Prepare a reaction mix according to Table 7 for either a 10 pl per
well reaction volume (used in 384-well plates), a 25 pl per well
reaction volume (used in 96-well plates), or a 20 yl per well reaction
volume (used in 100-well Rotor-Discs).

Reoction mix contains everything except the template cONA. Due to the hot
start, if is not necessary o keep samples on ice during reacfion setup or
while programming the real-fime cycler,

[0}
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Table 7. Reaction setup for real-time PCR

| Volume/reaction Volume/reaction Volume/reaction

- Component (384-well) (96-well) (Rotor-Disc

‘ 100)*

| 2x QuantiTect 5l 12.5u 10U
SYBR Green PCR
Master Mix'

| 10x miSeript 1l 2.5 2l
Precursor

| RNase-free water Variable Variable Variable
Templote cDNA <1l =25u =2u
(added at step 3)*
Total volume 10l 25 pl 20 pl

* These volumes can oko be used tor renchons set up i Sinp Tubes tor use with the Rotor-
Gene Q 72.Well Rolor,

¥ No optimization of the Mg"* concentration is required. The final Mg' " concentration
provided by 2x QuantiTed! SYBR Green PCR Master Mix gives ophimal results,

¥ The miScript Precursor Assay contains both a torward and a reverse primer. Do not add
miScnpt Universal Prirmer,

¥ The volume of diduted cDNA should not exceed 10% of the final maction volume. Yolimes
refer to ¢CONA prepored using the miScript B RT Kit with suScript Hiflex Bufter. The final
concentration of cDNA should be 1020 ng per meoction,

3. Dispense template <DNA into the individual plate/Rotor-Disc wells.
4. Mix the reaction mix thoroughly but gently and dispense appropriate
volumes into the plate/Rotor-Disc wells containing template cDNA.

5. Carefully, tightly seal the plate/Rotor-Disc with caps, film, or Rotor-
Disc Heat-Sealing Film.

6. Centrifuge for 1 min at 1000 g at room temperature (15-25°C) to
remove bubbles,
Note: This step is not necessary for reactions set up in Rotor-Discs,

7. Program the real-time cycler according to Table 8.

Table 8. Cycling conditions for real-time PCR

Step Time Temperature Additional comments

PCR 15 min 95°C HotStarTag DNA Polymerase is

Initial activated by this heating step.

activation step

3-step

cycling:*™

Dencturation 15s 94°C

Annesling 30s 55°C

Extension® 30s 70°C Perform fluorescence data
collection,

Cycle number 40 cycles?

w



8. Place the plate/Rotor-Disc in the real-time cycler and start the cycling
program.
Note: Perform dissociafion curve analysis of the PCR product(s) to venfy
their specificity and idenfity. Dissociafion curve anclysis is an analysis step
built info the sofiware of real-time cyclers. Follow the instrudtions provided
by the supplier.
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ANEXO V - Curva de amplificacdao e respetivo valor de C; (exemplo)

» Curva de amplificacdo com representacao do valor de C;:
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0.00

Amostra
Limiar
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k4
5 10 15 ZOC 25 30 35 40
T

Ndmero de ciclos da PCR

» Curvas de amplificacio obtidas para a amostra 5 (A e PT.P), nos 3 miRNA’s

estudados (na fluorescéncia de 270000):

O valor de C; corresponde ao ponto de intersecdo da curva de amplificacao

com o threshold.

miR-103a-3p:

Multicomponent Plot Multicomponent Plot

Threshold

Observa-se um aumento no valor de C;, sendo este mais elevado na amostra
colhida no momento da autopsia médico-legal. O que nos permite concluir que
o miR-103a-3p sofre um decréscimo na sua expressao com o PMI, para a

amostra 5.
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miR-106a-5p:

Multicomponent Plot Multicomponent Plot
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Observa-se um aumento no valor de C;, sendo este mais elevado na amostra
colhida no momento da autopsia médico-legal. O que nos permite concluir que
0 miR-106a-5p sofre um decréscimo na sua expressdo com o PMI, para a
amostra 5.

miR-185a-5p:
Multicomponent Plot Multicomponent Plot
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Observa-se igualmente um aumento no valor de C;, sendo este mais elevado na
amostra colhida no momento da autépsia médico-legal. O que nos permite
concluir que o miR-106a-5p sofre um decréscimo na sua expressao com o PMI,
para a amostra 5.
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ANEXO VI - Resultados obtidos apds analise estatistica dos valores de C;
resultantes das quantificacoes relativas realizadas neste trabalho (teste de

t-student)

» Fase | (quantificacdo relativa por PCR em tempo-real com o kit “miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR’):

Na fase | deste estudo quantificaram-se as amostras 2 a 6. Os resultados
obtidos com a aplicacdo do método de Livak em todas as amostras foram sujeitos
a uma analise estatistica, com execucdo de um teste de t-student. O nivel de

confianca adotado foi de 95%.

Os resultados obtidos encontram-se registados na tabela seguinte.

miR-106a-5p \

Média 11.3685
Desvio padrao 1.8281
Erro padrao da média 1.2927
Intervalo de confianca -5.0562; 27.7931
t 8.7950
p-value 0.0720 > 0.05
Média 18.2365
Desvio padrao 7.2918
Erro padrao da média 5.1561

Intervalo de confianca

T

p-value

-47.2781; 83.7511

3.5370
0.1750 > 0.05

Como o nivel de confianca adotado foi de 95%, podemos concluir que apenas

os resultados com p-value < 0.05 apresentam significancia estatistica.

Assim, na fase | deste estudo, nem o decréscimo da expressao de miR-106a-5p

nem o decréscimo da expressao de miR-185-5p com o PMI apresentam significado

estatistico.
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