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RESUMO

As atividades desempenhadas pela Genética Forense centram-se na determinagéo e
andlise de perfis de ADN, particularmente de zonas do genoma nuclear humano altamente
polimorficas designadas Short Tandem Repeats (STRs), pelo grande potencial que as
mesmas apresentam em distinguir e identificar individuos. Os perfis genéticos sdo atualmente
obtidos sob a forma de eletroferogramas (EFs), através da separacao e detecao fluorescente
desses fragmentos especificos por eletroforese capilar (EC), em sequenciadores automaticos.
Uma vez que os perfis sdo frequentemente usados como prova em tribunal, podendo deles
derivar decisdes juridicas sobre os individuos envolvidos em processos judiciais, é de extrema
importancia garantir a veracidade dos resultados obtidos e a confianga na aptidéo instrumental
dos equipamentos que os geraram. Por essa razao, é necessario que 0s sequenciadores
automaticos utilizados nos laboratérios de genética forense estejam devidamente validados,
assegurando assim, que a sua utilizagdo permitird uma correta resolugcédo de questdes legais.

Com o presente trabalho pretendeu-se validar internamente o novo sequenciador
automatico Applied Biosystems™ SeqgStudio™ Genetic Analyzer recentemente adquirido pelo
SGBF-C, contribuindo para a sua futura introducdo na rotina laboratorial do servico. Para
proceder a validacdo interna do SeqStudio™, foram estudados os seus limiares de
sensibilidade, e realizados estudos comparativos entre ele e o sequenciador em atual
utilizacdo no SGBF-C e ja completamente validado - Applied Biosystems™ 3500 Genetic
Analyzer. Para isso, recorreu-se a amostras de sangue e saliva da rotina do SGBF-C. O ADN
das amostras foi extraido através de Prep-n-Go™ e PrepFiler Express™, a sua quantificacéo
foi realizada com recurso ao kit Quantifiler™ Trio, e a sua amplificacédo com o kit GlobalFiler™.
As amostras foram aplicadas nas condi¢fes padrdo de eletroforese, a 10s de injecéo, e 0s
EFs obtidos foram analisados no software GeneMapper™ ID-X.

Este estudo de validacdo permitiu determinar os Limiares Analitico, de Stutter,
Estocastico e de Desequilibrio de Heterozigéticos, como parametros a estabelecer no SGBF-
C, para garantir corretas conclusdes aquando da andlise e interpretacdo dos perfis gerados
pelo SeqStudio™ para amostras amplificadas com GlobalFiler™. Comprovou-se a capacidade
do SeqStudio™ em produzir perfis equivalentes aos do 3500, e demonstrou-se que 0 mesmo
se encontra apto para executar a sua funcao de EC, nas condic6es laboratoriais do SGBF-C,
para fins de identificacdo humana. Este trabalho possibilitou também caraterizar as principais
vantagens e limitagées do SeqStudio™ face ao 3500.

Palavras-Chave: Eletroforese Capilar; GlobalFiler™; Limiares de sensibilidade; SeqStudio™
Genetic Analyzer; Validagao interna
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ABSTRACT

The activities performed by Forensic Genetics focus on the determination and analysis
of DNA profiles, particularly of highly polymorphic areas of the human nuclear genome called
Short Tandem Repeats (STRs), due to their enormous potential to distinguish and identify
individuals. Genetic profiles are currently obtained in the form of electropherograms, through
the separation and fluorescent detection of these specific fragments by capillary
electrophoresis, in automated DNA sequencers. Since profiles are often used as evidence in
court and can lead to legal decisions over individuals involved in forensic cases, it is extremely
important to guarantee the veracity of the results obtained and confidence in the instrumental
aptitude of the equipment that generated them. For this reason, the automated sequencers
used in forensic genetics laboratories must be properly validated, thus ensuring that their use
will allow a correct resolution of legal issues.

The present work aimed to internally validate the new Applied Biosystems™
SeqgStudio™ Genetic Analyzer automated sequencer recently acquired by the SGBF-C, thus
contributing to its future introduction in the laboratory routine.

To perform the internal validation of SeqStudio™, its sensitivity thresholds were
studied, and comparative studies were conducted between it and the sequencer currently used
in the SGBF-C and already fully validated - Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer. For
this, blood and saliva samples from the SGBF-C routine were used. The samples’ DNA was
extracted using Prep-n-Go™ and PrepFiler Express™, its quantification was performed using
the Quantifiller™ Trio kit, and its amplification with the GlobalFiler™ kit. The samples were
applied under standard electrophoresis conditions, at the injection time of 10s, and the
electropherograms obtained were analyzed under the GeneMapper™ ID-X software.

This validation study allowed to determine the Analytical, Stutter, Stochastic and
Heterozygotic Imbalance Thresholds, as parameters to be established in the SGBF-C, to
ensure correct conclusions when analyzing and interpreting the profiles generated by
SeqgStudio™ for samples amplified with GlobalFiler™. The ability of SeqStudio™ to produce
profiles equivalent to those of the 3500 was proved, and it was demonstrated that it is able to
perform its EC function, under the laboratory conditions of the SGBF-C, for human
identification purposes. This work also made it possible to characterize the main advantages
and limitations of SeqStudio™ compared to the 3500.

Keywords: Capillary Electrophoresis; GlobalFiler™; Sensitivity thresholds; SeqStudio™
Genetic Analyzer; Internal validation
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1. INTRODUCAO

1.1 PRINCIPIOS DE GENETICA FORENSE

O Acido Desoxirribonucleico (ADN) é a molécula responséavel pelo armazenamento
de toda a informacéo genética de um individuo. O ADN € constituido por 2 cadeias de
nucleotidos dispostas em dupla hélice. Cada nucle6tido € composto por um monossacarideo
de 5 carbonos (pentose) designado de Desoxirribose, ligado a um grupo Fosfato (P) e a
uma base azotada que varia, podendo assumir 4 tipos: Adenina (A), Citosina (C), Guanina
(G) e Timina (T). Os nucledtidos unem-se entre si, na mesma cadeia através de ligacdes
covalentes entre os grupos fosfato, e com os da cadeia complementar através de ligacdes de
Hidrogénio estabelecidas entre os pares de bases, nomeadamente 2 ligacdes entre a Adenina
e a Timina (A=T) e 3 liga¢bes entre a Citosina e a Guanina (C=G) (Figura 1) (Goodwin et al.,
2011; Watson & Crick, 1953).

Par de bases

ﬂ Parde bases
—

Ligacoes de
Hidrogénio

( Grupo
ﬁ ® Fosfato D ‘ Bases
O Azotadas
{ ] Pentose [ =l

Figura 1. Estrutura e constituicdo da molécula de ADN.
Adaptado de (Griffiths, 2012)
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O ADN humano localiza-se essencialmente no nucleo das células, sob a forma de
cromossomas - ADN nuclear ou cromossomico (ADNnu); havendo, contudo, uma pequena
porcdo localizada extra-nuclearmente, nas mitocondrias — ADN mitocondrial (ADNmt) —
organelos celulares responsaveis pela respiracao celular e producéo de energia. O genoma

humano compreende todo esse conjunto de ADN existente em cada célula humana.

Relativamente ao ADNnu humano, 0 mesmo encontra-se organizado, nas células
somaticas, em 22 pares de cromossomas autossémicos e 1 par de cromossomas sexuais
(XX na mulher e XY no homem), totalizando um cariétipo de 46 cromossomas. Por conterem
cromossomas organizados aos pares, as células sométicas sdo designadas como diploides.
Os cromossomas de cada par - cromossomas homologos - apresentam a mesma forma,
tamanho e estrutura genética, sendo que um é herdado do progenitor masculino e o outro do
progenitor feminino (Butler, 2010; Corte-Real & Vieira, 2015).

O ADNnu humano é composto por duas categorias diferentes de ADN, no que

concerne a sua estrutura e fungéo (Figura 2): regides codificantes e ndo codificantes.

As regides codificantes constituem 25% do genoma, e nesta categoria incluem-se
0s genes — por¢des de ADN que codificam sequéncias de aminoacidos para a producéo
proteica — que representam apenas 1.5% do ADN gendmico total; e sequéncias génicas

responsaveis por regular a expressdo dos genes, que representam os restantes 23.5%.

J4 as regifes nao codificantes (ou ADN extragénico) constituem 75% do genoma,
e sdo em grande parte (54%) compostas por ADN repetitivo. Dessa subcategoria, 9%
corresponde a ADN repetido em tandem, isto €, ADN cuja sequéncia é formada por um
padrdo de nucleétidos variavel que se repete - unidade (ou motivo) de repeticdo - varias
vezes, e cujas repeticdes estdo dispostas diretamente adjacentes umas as outras. O niumero
de copias da unidade de repeticdo é muito variavel de individuo para individuo, podendo
originar sequéncias de diversos comprimentos, doravante denominadas como alelos. Por
conseguirem assumir diversas formas alélicas em termos de comprimento, as sequéncias de
ADN repetido em tandem sao caraterizadas como sendo altamente polimérficas, e por isso
sdo igualmente designadas de Polimorfismos de Comprimento. Os Polimorfismos de
Comprimento podem ainda ser divididos em varios tipos, dos quais se destacam, pela sua ja
extensivamente descrita utilidade biomolecular, os Short Tandem Repeats (STRs) ou
Microssatélites (1%), cujas unidades de repeticdo sdo, como o nome indica, muito curtas,
possuindo entre 2 e 7 pares de bases (pb), e cujo nimero de repetigdes origina tipicamente

alelos que variam entre 50 e 300 pb de comprimento. Os STRs que ocorrem com maior
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frequéncia no genoma humano, séo os tetranucleotidicos (ou tetraméricos), ou seja, 0s que
possuem motivos de repeticdo de 4 pbs (Figura 3) (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

ADN nuclear humano

Regides nio codificantes
ou ADN extragénico
75%

Regides codificantes
25%

Genes ADN Repetitivo
1.5% 54%
|
Sequér;ga;ofgénicas Repetigﬁe:Ei;tercaladas Polﬁnegffrisgrgg: Z‘: éagnc::rrri}rr?:n i
7o o 9%

STRs ou Microssatélites
1%

Figura 2. Organizacédo do ADNnu e da sua frequéncia estimada no genoma humano.
Adaptado de (Goodwin et al., 2011)

Estima-se que a maior parte do ADNnu humano (99.7%) seja igual entre individuos, e
gue apenas 0.3% difira significativamente, sendo essa pequena fracdo responsével por nos
tornar individuos Unicos (Butler, 2010). Surge aqui a importancia do ADN repetido em tandem,
gue por apresentar elevado grau de polimorfismo alélico e grande variabilidade entre
individuos de uma mesma populacdo, constitui um aspeto individualizante, pois a
probabilidade de dois individuos possuirem exatamente todos os mesmos alelos, é
extremamente baixa. Evidencia-se, portanto, a notavel utilidade dos Polimorfismos de
Comprimento como marcadores genéticos em situagdes que envolvam a discriminacéo e

identificac@o genética de individuos, como é o caso das pericias biologicas forenses.

No atual contexto forense, a nivel internacional, os métodos de analise de ADN
recorrem aos STRs como marcadores genéticos de eleicdo, dadas as vantagens que estes

apresentam relativamente a outros polimorfismos genéticos, nomeadamente o0 seu maior
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poder discriminatério entre individuos e também o seu tamanho mais reduzido e menor

sujeicao a degradacéo, o que facilita a sua posterior detecéo e analise (Goodwin et al., 2011).

A posicdo onde se encontra alocado um STR num par de cromossomas homologos
em particular € denominado locus (plural: loci) e as alternativas possiveis dentro de um
mesmo locus designam-se, como anteriormente referido, alelos. Cada alelo é designado de
acordo com o numero de vezes em que a sua unidade de repeticdo ocorre num dado
cromossoma (Figura 3). Este método abreviado e numérico de designar os alelos presentes

numa amostra, facilita a comparacéo de resultados entre varias amostras.

Ja um genotipo € a caraterizagdo dos alelos presentes num determinado locus. Por
exemplo, se um individuo possuir para um mesmo locus, um alelo com 8 repeti¢cdes e 0 outro
com 10 repeticOes, € caraterizado como tendo um gendétipo de 8,10 para aquele locus. No
caso referido, o alelo herdado de cada progenitor é diferente, e como tal, o genétipo é descrito
como heterozigoético (Figura 3). Contudo, caso os alelos fossem iguais, seria descrito como

homozigético (Butler, 2010).

(locus D8S1179 )

Unidade (ou motivo)
de repeticao tetranucleotidica

f—kﬁ
— TCTA| TCTA| TCTA | TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA |=—— Alelo 8

= TCTA| TCTA| TCTA | TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA |/— Alelo 10

Figura 3. Estrutura de um STR. Estdo representados dois alelos possiveis para um mesmo locus
(D8S1179). Os alelos sao designados de acordo com o numero de copias do motivo de repeticdo
especifico do locus (TCTA). No alelo representado superiormente, o motivo ocorre 8 vezes, adotando,
portanto, a denominacéao de “Alelo 8” e no representado inferiormente, ocorre 10 vezes, sendo por isso
chamado de “Alelo 10”. Um individuo portador destes alelos, apresenta um genétipo heterozigoético de
8,10 neste locus. Adaptado de (Goodwin et al., 2011)

Quando se determinam os genétipos de um individuo para um conjunto de marcadores
STRs é gerado um perfil genético individual. Essa andlise simultanea de multiplos loci STR
€ importante na determinacao de perfis genéticos de sujeitos envolvidos em questdes legais,
pois aumenta o poder de discriminacdo entre individuos, o que reduz a possibilidade de
correspondéncias genotipicas (‘matches’) aleatérias e erroneas entre pessoas diferentes,

visando assim uma maior fiabilidade nas conclusdes obtidas e uma correta resolugcéo de casos
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juridicos. Ao processo de determinacdo de perfis genéticos é atribuido o nome de
genotipagem (ou tipagem) de ADN (do inglés: ‘DNA fingerprinting’, ‘DNA profiling ou ‘DNA
typing’) (Butler, 2010).

Nos laboratorios de Genética Forense atuais, os perfis sdo determinados por tipagem
preferencial de marcadores STRs autossémicos. Contudo, é também possivel recorrer a
analise de outros polimorfismos, nomeadamente STRs especificos dos cromossomas sexuais
(X-STRs e Y-STRs) e ADNmt, que apesar de menos discriminantes, sdo Uteis quando ha
necessidade de informacfes genéticas adicionais as autossémicas ou quando a habitual

tipagem de STRs falha em proporcionar resultados (Corte-Real & Vieira, 2015).

Visando a estandardizacéo de metodologias, para facilitar a comparacéo de resultados
entre diferentes laboratérios e a construcao de bases de dados genéticos - sistema com
registos eletrénicos de perfis de ADN - varias instituicbes selecionaram um conjunto de
marcadores STRs (“core loci”) a serem analisados de forma padronizada nos laboratérios de

genética forense (Pinheiro, 2010).

Assim, o Federal Bureau of Investigation (FBI) dos Estados Unidos da América,
selecionou, para que integrasse a sua base de dados nacional CODIS (Combined DNA Index
System), 0 seguinte conjunto de 20 loci de STRs autossémicos: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX,
VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 e D22S1045, juntamente com
0 gene homologo da Amelogenina (AMEL) - um locus de determinag&o sexual que existe em
ambos 0s cromossomas sexuais, X (AMELX) e Y (AMELY) — como mostra a Figura 4 (Hares,
2012, 2015; Udogadi et al., 2020).

A nivel europeu, foi também estabelecido, pela Rede Europeia de Institutos de
Ciéncias Forenses (ENFSI), um painel de STRs, designado por European Standard Set
(ESS), como conjunto de loci adequado para a definicao de perfis genéticos a serem inseridos
em todas as bases de dados nacionais da Europa. O ESS conta atualmente com os seguintes
12 loci autossémicos: FGA, THO1, vWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, D1S1656,
D2S441, D10S1248, D12S391 e D22S1045, que sdo comuns aos do sistema CODIS (Figura
4) (Butler, 2011).
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Figura 4. Core loci que compdem o atual sistema CODIS, e sua distribuicdo cromossdmica. A amarelo
estdo representados os loci autossémicos e a azul, a Amelogenina (AMEL), locus existente nos
cromossomas sexuais X (AMELX) e Y (AMELY) e utilizado como marcador de determinagéo de género
sexual. Os 12 loci autossémicos FGA, THO1, vWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, D1S1656,
D2S441, D10S1248, D12S391 e D22S1045, séo partilhados pelo ESS. Adaptado de (Butler & Li, 2014;
Udogadi et al., 2020)

Os core loci do CODIS e do ESS tornaram-se amplamente aceites a nivel
internacional, sendo adotados pelos laboratérios forenses como critério de analise minimo

para determinacao de perfis genéticos e sua insercéo nas bases de dados.

A insercao destes conjuntos de loci STR em bases de dados forenses nacionais facilita
a partilha e comparacao de perfis genéticos entre paises, promovendo assim, a cooperacao

judiciaria internacional (Machado & Moniz, 2014).
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1.2. INTRODUCAO AO SGBF

Ao Servico de Genética e Biologia Forenses (SGBF) do Instituto de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses, |.P. (INMLCF) compete assegurar, a nivel nacional, a realizacao de
pericias e exames de identificacdo genética de interesse publico por solicitagdo de tribunais
e/ou autoridades policiais, podendo também ser realizadas a pedido de particulares.

A atividade pericial do SGBF envolve a investigacéo bioldgica de parentescos (IP),
maioritariamente de paternidades; a identificacdo genética individual (II) de cadaveres e de
restos cadavéricos ou esqueléticos no ambito de investigacdes de pessoas desaparecidas ou
identificacdo de vitimas de desastres em massa; a identificagdo genética de vestigios
biologicos colhidos no ambito de investiga¢des criminais (Criminalistica Bioldgica, CR); e
também a identificagdo de perfis genéticos para inser¢cdo na Base de Dados nacional de
Perfis de ADN (Portaria n.° 19/2013, de 21 de Janeiro, 2013; INMLCF, 2020).

Qualquer que seja a casuistica forense em questdo, o SGBF (e qualquer outro
laboratorio de Genética Forense) depende da determinagéo de perfis genéticos na sua rotina
de trabalho, recorrendo aos resultados da sua analise como meio de prova cientifica em
tribunal para auxiliar a resolucdo juridica de processos criminais e/ou civis que envolvam

amostras bioldgicas.
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1.3. TIPO DE AMOSTRAS EM CONTEXTO FORENSE

Para obter um perfil genético passivel de ser utilizado para fins de identificagdo
humana forense, € necesséria a realizacdo de uma série de etapas que vao desde a recolha

de uma amostra biologica até a analise e interpretacao do perfil gerado.

Em Genética Forense as amostras bioldégicas podem classificar-se quanto a sua
proveniéncia e intuito com que sdo analisadas, sendo categorizadas, pelo SGBF-C, em:

amostras de referéncia, amostras problema e amostras seguras.

Amostras de referéncia sdo amostras de origem conhecida, que servem como o
nome indica, de referéncia a um individuo especifico, para determinagéo do seu perfil genético
e cuja tipagem ou consulta na base de dados, é efetuada para fins de comparacdo com outros
perfis (Butler, 2011; INMLCF, 2020; PE-SGBF-C-002, 2018). Sem este tipo de amostra ndo é
possivel estabelecer relagbes genéticas, nem realizar qualquer identificacdo (Corte-Real &
Vieira, 2015). As amostras de referéncia sdo, por norma, de saliva e/ou sangue e podem ser,
ou ndo, consideradas como seguras (ver definicdo abaixo) consoante a qualidade e

quantidade do seu contetdo genético seja elevada ou ndo (PE-SGBF-C-002, 2018).

Amostras problema sdo amostras, sob investigagdo, cuja identificacdo se
desconhece e se pretende estabelecer através de comparacdo com referéncias. Séo
amostras que podem ser recolhidas de objetos, individuos vivos e/ou cadaveres nao
identificados (INMLCF, 2020; PE-SGBF-C-002, 2018), como sangue, saliva, cabelos, fluidos
genitais, tecidos moles, 0ssos, dentes, unhas, entre outros (Corte-Real & Vieira, 2015). A
guantidade e qualidade de ADN nelas presente, aguando da sua recolha ou rececéo, é uma
incognita. Por essa razdo, assume-se sempre que esse tipo de amostras podera apresentar
quantidades muito reduzidas de ADN, encontrar-se em diferentes estados de degradacéo e
contaminagao, e incluir ADN de mais do que um individuo (misturas), podendo gerar perfis
genéticos incompletos e insuficientemente esclarecedores (dai o nome “problema”) (PE-
SGBF-C-002, 2018). Esta situacdo aplica-se principalmente quando as amostras provém de
locais de crime ou de vitimas de crime (amostras de vestigios ou vestigiais) (Pinheiro, 2010).
As amostras problema, por serem muitas vezes residuais, exigem um maior cuidado na sua
manipulacdo e processamento laboratorial, por forma a evitar contaminac¢des e desperdicios

desnecessarios de amostra.
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Amostras seguras sdo amostras de origem conhecida, colhidas diretamente a
individuos vivos ou cadaveres frescos - cadaveres recentes sem que qualquer processo de
decomposicao tenha sido iniciado — por norma, de saliva e/ou sangue, para determinacao do
seu perfil genético individual. Por serem recolhidas e armazenadas em condi¢cBes ideais,
contrariamente as amostras problema, estas amostras apresentam geralmente uma
quantidade e qualidade de ADN suficientes para obter um perfil genético completo. O nome
“seguras” provém dessa segurangca que € a partida assegurada. Pelo facto de serem
provenientes de um unico individuo, todas as amostras seguras sdo consideradas como
amostras de referéncia, pois servem de referéncia ao individuo de quem foram recolhidas
(PE-SGBF-C-002, 2018).

No SGBF-C, as amostras seguras e as amostras problema sédo processadas
separadamente, em tempo e espacgo, por forma a evitar contaminagbes no percurso
laboratorial das mesmas, e com recurso a diferentes metodologias consoante a sua melhor

adaptacao ao tipo de amostra em questao.
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1.4. PERCURSO LABORATORIAL DAS AMOSTRAS PARA DETERMINAGCAO DE PERFIS
GENETICOS

Apbs a colheita e preservacdo de uma amostra bioldgica, a sua analise forense
percorre a seguinte ordem de etapas laboratoriais: extracdo de ADN; quantificacdo do ADN
extraido; amplificacdo dos fragmentos de interesse (STRs); separacdo e detecdo dos
fragmentos amplificados. Deste processo resulta um eletroferograma contendo o perfil
genético da amostra, que € analisado e interpretado cuidadosamente para que a partir dele,
seja elaborado um relatério pericial esclarecedor a entidade requisitante (Butler, 2011).

1.4.1. EXTRACAO DE ADN

Uma amostra biolégica, contém sempre varias substancias além de ADN. Para que
seja possivel analisar o ADN, é necessario isolad-lo num processo designado de extracdo. A
extragdo contempla a lise das células de forma a libertar o ADN nelas contido, seguida da
separacao do ADN do restante material celular, e por fim a purificag@o da solugéo através de
lavagens que removem o material celular ndo relevante e eventuais inibidores da PCR (uma

técnica mais a frente aplicada) (Butler, 2011).

No SGBF-C, séo aplicadas diferentes metodologias de extracdo consoante o tipo de

amostra a analisar.

Amostras seguras de saliva e sangue sdo submetidas a uma técnica de extragdo
rapida com a solucao-tampéo Prep-n-Go™ (Applied Biosystems™), seguindo imediatamente
para a fase de amplificacdo (Gomes et al., 2017; IT-SGBF-C-017, 2021). Amostras seguras
de sangue podem, contudo, sofrer amplificacdo direta, ndo necessitando de extracdo. Pelo
facto de possuirem quantidade e qualidade satisfatorias de ADN, néo se justifica proceder a
guantificacdo de amostras seguras (PE-SGBF-C-001, 2020).

Ja as amostras problema, em razédo da quantidade genética vestigial e eventuais
inibidores nelas contidas, requerem uma extracdo mais eficaz e lavagens de purificacdo
intensas, na tentativa de obter uma solucéo final de ADN com a maxima quantidade e pureza
possiveis, para que seja exequivel a sua posterior amplificacdo e seja gerado um perfil
genético minimamente interpretavel (Balsa et al., 2011; Thermo Fisher Scientific, 2021). Por
isso, 0 SGBF-C recorre ao kit de extracéo: PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction

Kit (AB™), no caso de amostras comuns como sangue, saliva e outros fluidos biol6gicos; e

10



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

ao PrepFiler Express BTA™ Forensic DNA Extraction Kit (AB™) no caso de amostras
mais desafiantes como 0ssos, dentes e amostras em substratos adesivos como pontas de
cigarro, fita-cola e pastilhas elasticas (B = Bone; T = Tooth; A = Adhesive) (Applied
Biosystems, 2017; IT-SGBF-C-014, 2022). A metodologia de extracdo com estes dois kits é
realizada maioritariamente de forma automética no equipamento robotizado AutoMate
Express™ Forensic DNA Extraction System (AB™) (Applied Biosystems, 2019e).
Seguidamente a extracdo, as amostras problema prosseguem obrigatoriamente para uma
fase de quantificacdo, onde os resultados determinam se as mesmas sdo favoraveis ao
prosseguimento para amplificacdo ou ndo. Amostras seguras também sao extraidas com o kit

PrepFiler Express™ quando, por alguma razao, é de interesse quantifica-las.

1.4.2. QUANTIFICAGAO DO ADN EXTRAIDO

O ADN recuperado da extracdo de amostras problema corresponde, muitas vezes,
nao s6é ao ADN humano de interesse, mas também a eventual ADN ‘contaminante’ de fontes
externas como bactérias, fungos, plantas, animais, etc. (Butler, 2011). Além disso, o ADN de
interesse recuperado encontra-se frequentemente em quantidades reduzidas e/ou com algum
nivel de degradacdo associado, o que pode dificultar a obtencdo de perfis genéticos. Para
que possam gerar perfis completos e interpretaveis, € tipicamente recomendado que as
amostras problema prossigam para a fase de amplificacdo, contendo idealmente entre 0.5—
2.5 ng de ADN humano total (Gill et al., 2020).

Por conseguinte, previamente a amplificacdo por PCR de amostras problema, é
importante garantir a existéncia de ADN especificamente humano e determinar a quantidade
total desse ADN amplificavel. Esta avaliacao pré-PCR é realizada através de uma fase

laboratorial denominada quantificagao.

A técnica de quantificacdo mais amplamente utilizada é a PCR quantitativa em tempo
real (qPCR) e sua abordagem mais comum €é baseada na utilizagdo de sondas nucleotidicas
TagMan™ numa reagdo semelhante a da PCR, explicada no subtema abaixo (1.4.3
Amplificagdo de STRs por PCR). Resumidamente, estas sondas sdo marcadas com um
fluoréforo (ou fluorocromo) repérter (R) — molécula que emite fluorescéncia — e um quencher
(Q) — molécula que absorve a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo — e, na presenca de ADN
amplificavel, hibridizam com determinadas sequéncias de interesse do ADN humano
delimitadas por primers. Inicialmente, a proximidade fisica entre R e Q leva a supressao da

fluorescéncia do R (Figura 5 (a)), devido a transferéncia de energia entre ambos. Ao longo
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da reacdo de gPCR, a enzima Taqg ADN Polimerase vai amplificando o ADN e, atingindo o
local da sonda, hidrolisa-a por acdo da sua atividade exonucleotidica. Essa clivagem da sonda
provoca a separacdo espacial entre R e Q, resultando numa emissdo detetavel de
fluorescéncia pelo R (Figura 5 (b)), que é medida em tempo real (ao fim de cada ciclo de
PCR) por um sistema o0tico, e que é proporcional a quantidade de produto amplificado
(Goodwin et al., 2011).

Sonda TagMan™

[ ) ‘\ N /

° rrnnnnun G Taq DNA =
Polimerase  PMMer

e—— ——

(a) (b)
Figura 5. Representacao esquemética da tecnologia de gPCR baseada na utilizacdo de sondas
TagMan™. Adaptado de (Goodwin et al., 2011)

A intensidade do sinal de fluorescéncia detetada durante a gPCR € por fim traduzida
numa estimativa da concentracdo (ng/ul) absoluta de ADN humano total presente na amostra
em andlise, através da comparacdao com curvas de calibracdo. Essas curvas de referéncia
sdo previamente elaboradas com recurso a amostras padrdo que contém as sequéncias a
amplificar durante a gPCR em concentragfes conhecidas e, correlacionam, através das suas
férmulas matematicas, os valores aproximados das concentrages de ADN amostrais as

respetivas intensidades de fluorescéncia (Butler, 2011).

Os resultados de quantificacdo obtidos permitem concluir se existe material de
interesse suficiente no extrato de ADN para se proceder a anélise de STRs e orientam o perito
acerca do volume (ul) do extrato com que deve trabalhar na fase subsequente de amplificacdo
para que a sua quantidade de ADN esteja na janela 6tima de funcionamento da PCR (0.5 —
2.5 ng).

No SGBF-C, a etapa de quantificacdo é atualmente realizada com recurso ao kit
comercial Quantifiler™ Trio DNA Quantification (AB™), que permite quantificar
simultaneamente a concentracdo de ADN humano total e a de ADN humano exclusivamente

masculino amplificaveis numa amostra bioldgica, utilizando uma tecnologia de quantificacédo
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por qPCR com sondas TagMan™ no equipamento 7500 Real-Time PCR Instrument (AB™)
em associacdo com o software de analise dos resultados HID Real-Time PCR Analysis
Software v.1.2. (AB™) (Applied Biosystems, 2018; IT-SGBF-C-015, 2020).

1.4.3. AMPLIFICACAO DE STRs POR PCR

Para que na fase seguinte, seja possivel a anélise dos STRs de interesse presentes
numa amostra biolégica, € necessario multiplica-los seletivamente de entre todo o ADN
existente, até que atinjam uma quantidade suficientemente detetavel em sequenciadores
automaticos. Para isso, qualquer amostra forense tem de ser submetida a uma reagéo de
PCR.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) é
um processo enzimatico através do qual uma sequéncia especifica de ADN (ADN alvo) é
replicada vérias vezes, originando milhdes de copias dessa mesma regido, num curto espaco
de tempo, por aplicacéo repetida de ciclos térmicos. A técnica de PCR envolve a presenca
de: ADN alvo de uma amostra biologica, que sera usado como molde para a sua amplifica¢ao;
iniciadores de cadeia (primers) especificos que delimitam a regido de interesse a ser copiada;
nucleotidos livres - desoxinucleétidos trifosfatados (ANTPs) - necessérios para a producao
das novas cadeias (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); e uma ADN Polimerase termoestavel -
geralmente a Taq Polimerase (extraida de bactérias Thermus aquaticus) — que adiciona 0s

dNTPs orientando-se pela localizag&o dos primers.

A amplificacdo por PCR compreende a aplicacdo de 25 - 30 ciclos de aquecimento e
arrefecimento, produzidos num termociclador, e cada ciclo atravessa trés fases distintas,
conforme esquematizado na Figura 6: 1) a fase de Deshaturacéo, onde a temperatura da
reacdo é aumentada até + 95°C, quebrando as ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases
do ADN em cadeia dupla, causando a sua separacdo em cadeias simples; 2) a fase de
Annealing ou Hibridizacdo em que a temperatura é reduzida até + 60°C promovendo a
ligacdo dos primers as sequéncias que lhes sao complementares no ADN molde de cadeia
simples, delimitando a regido a ser amplificada; 3) e a fase de Extensdo, em que a
temperatura € novamente aumentada, desta vez até atingir a temperatura 6tima de atuacao
da Polimerase (que no caso da Taq Polimerase € de + 72°C), permitindo a elongacéo das
novas cadeias por incorporagdo dos dNTPs complementares a cadeia de interesse (Butler,
2011).
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Figura 6. Representacdo esqueméatica da amplificacdo de uma sequéncia de interesse por PCR.
Adaptado de (Khan Academy, 2017)

A PCR pode amplificar, ndo sé uma sequéncia de interesse, conforme descrito, mas
também varias regides alvo diferentes em simultaneo, designando-se nesse caso por PCR
em multiplex, método este amplamente utilizado em Genética Forense pelo seu interesse

em analisar multiplos loci STR para determinagéo de perfis.

Atualmente existem disponiveis varios kits comerciais para amplificacdo de STRs em
multilplex, de forma a abranger os core loci exigidos para tipagem pelas entidades forenses,
sendo as principais empresas que os desenvolvem, a Applied Biosystems da corporacdo
Thermo Fisher Scientific (AB™) e a Promega Corporation. Esses kits contém ja todos os
reagentes necessarios para a reacdo de PCR ocorrer, o que agiliza imenso o trabalho dos
peritos, incluindo um conjunto de primers que além de serem especificos para cada marcador
STR de interesse, também s&o marcados com fluorocromos de diferentes cores permitindo
assim, a distincdo entre loci de tamanhos (pb) semelhantes, na fase subsequente de
separacao e detegdo do produto amplificado (seccédo 1.4.4.). Desta forma, o eletroferograma
que se obtém no final, surge organizado por painéis de cor, de acordo com o sistema de

marcacéo fluorescente utilizado (Butler, 2011).

14



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

No SGBF-C, todas as amostras sdo atualmente amplificadas com recurso aos Kkits
multiplex de STRs maioritariamente autossémicos: GlobalFiler™ PCR Amplification kit
(AB™) e/ou PowerPlex Fusion ® 6C System (Promega). Na eventual necessidade de
recorrer a analise de loci suplementares podem ser usados outros kits como o Yfiler™ Plus
PCR Amplification Kit (AB™), que permite a amplificacéo e subsequente tipagem de Y-STRs
(MQ-SGBF-C, 2022).

No presente trabalho, foi utilizado o kit GlobalFiler™ (Figura 7) que permite a co-
amplificacdo e posterior detegéo fluorescente de 24 marcadores, nomeadamente todos os
core loci pertencentes ao CODIS e adicionalmente o locus STR autossémico SE33, o DYS391
(Y-STR) e o locus de insercéo/delecao especifico do cromossoma Y (Y-InDel). Este sistema
multiplex utiliza uma marcacéo de primers por 5 flurocromos: 6-FAM™ que emite cor azul,
VIC™ (verde), NED™ (amarelo), TAZ™ (vermelho) e SID™ (roxo) (Applied Biosystems,
2019f).

* = Marcadores extra-CODIS Marcagiofluorescente 6-FAM™ VIC™ TAZ™  SID™

m LW oussy ]| csriro TPOX

Y T T orsan |
| D2sasr ||  p19ssaz || THOT | | FGA |

*
02251045 pss818 prasar7 W orseo | sz |
01051248 | orsiess | pizsayr QB pzsiazm |

1 ] 1 1 ] 1 1 L )
60 100 150 200 250 300 350 400 460

Tamanho dos fragmentos (pb)

Figura 7. Marcadores que o kit GlobalFiler™ permite amplificar em multiplex e seus respetivos intervalos
de tamanhos alélicos e marcacgfes fluorescentes. Adaptado de (Applied Biosystems, 2019b; Butler &
Gittelson, 2015)
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1.4.4. SEPARACAO E DETECAO DO PRODUTO AMPLIFICADO

Apb6s a amplificacdo dos fragmentos de interesse, por PCR, estes tém de ser

separados e detetados. Este procedimento é efetuado em sequenciadores automaticos.

Os fragmentos amplificados comecam por ser separados através de eletroforese
capilar (EC) de acordo com o seu tamanho e séo depois detetados por fluorescéncia. Na EC,
as amostras sdo primeiramente injetadas em capilares revestidos internamente por um
polimero fluido desnaturante, que funciona como matriz de separacdo, oferecendo
resisténcia a passagem das cadeias simples de ADN. Depois, as extremidades dos capilares
sdo imersas em solu¢des tampdao associadas a elétrodos, sendo que a extremidade com as
amostras fica no tampdo com o elétrodo negativo (catodo) e a outra extremidade, com o
positivo (dnodo). Entdo, por aplicacdo de um campo elétrico de alta tenséo, as cadeias de
ADN - que sao carregadas negativamente pelos seus grupos fosfato - migram através do
polimero, do polo negativo (catodo) para o polo positivo (&nodo). Durante a migracado, 0s
fragmentos mais curtos (com menos pb e, portanto, com menor peso molecular) deslocam-se
mais rapidamente através dos poros do polimero relativamente aos fragmentos maiores,
sendo por isso, detetados primeiro na etapa seguinte. Antes de alcancarem o &nodo, 0s
fragmentos de ADN passam por uma zona em que o revestimento do capilar deixa de ser
opaco (janela de detec&o 6tica) onde séo atingidos por um laser de argon. Isto faz com que
os fluorocromos dos seus primers sejam excitados e emitam fluorescéncia nas diferentes
cores que Ihes correspondem. As fluorescéncias emitidas sédo captadas por um dispositivo de
detecao oOtico e convertidas em sinais elétricos, que s&o proporcionais a quantidade de luz
(intensidade de fluorescéncia) detetada, i.e., proporcionais ao numero de fluorocromos (e,
portanto, a quantidade de fragmentos amplificados) que atravessaram o laser em cada
momento. Esses sinais de intensidade de fluorescéncia sdo traduzidos em tempo real, por um
software de recolha de dados associado ao sequenciador automatico, em unidades relativas
de fluorescéncia (RFUs), dando origem aos picos que vemos num eletroferograma (EF)
(Figura 8) (Butler, 2011; Kim et al., 2018).

Um eletroferograma consiste entdo num registo grafico que relaciona a intensidade de
fluorescéncia detetada em cada fragmento, em RFU (no eixo do y) com o tempo da sua
detecdo pelo laser (eixo do x). O EF apresenta assim, os picos por ordem de tamanho dos
fragmentos, sendo que os primeiros picos detetados (a esquerda) correspondem aos

marcadores mais pequenos e a direita, aos maiores (Figura 9) (Butler, 2015).
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Figura 8. llustracdo esquemética da separacéo de fragmentos por eletroforese capilar, e sua detecao

fluorescente, num sequenciador automatico. Adaptado de Adaptado de (Butler, 2011)

Os resultados obtidos sob a forma de eletroferograma séo depois exportados para um
software de andlise — geralmente o GeneMapper™ ID-X (AB™) - que automaticamente:
determina o tamanho (pb) de cada fragmento detetado por comparacdo com um standard
interno; organiza os fragmentos por pb e divide-os em painéis de cor consoante a cor da
fluorescéncia emitida por cada um; e realiza a atribuicao alélica aos fragmentos das amostras
por comparacdo com um ladder alélico (Figura 9). Esta andlise facilita a leitura do

eletroferograma e obtém por fim, o perfil genético de cada amostra (Butler, 2015).

Um standard interno consiste numa mistura artificial de fragmentos de ADN de
tamanho conhecido (em pb) marcados com uma fluorescéncia diferente da dos restantes
fragmentos a analisar. Esse “padrdo interno de tamanhos”, sendo pipetado e corrido
juntamente com cada amostra na placa, funciona entdo como uma régua, permitindo, por
comparagdao, dimensionar os fragmentos da amostra. Um standard interno muito utilizado no
SGBF-C é 0 GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 (AB™), que contém um conjunto de
36 fragmentos em cadeia simples entre os 20 e os 600 pb, todos eles marcados com o

fluoréforo LIZ™ (laranja). Este standard permite assim dimensionar uma grande diversidade
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de marcadores, nos guais se encontram abrangidos, pelo intervalo de tamanhos, os do kit
GlobalFiler™ (60 - 460 pb) (Figura 7) (Applied Biosystems, 2022).

Ja o ladder alélico corresponde a uma mistura artificial de fragmentos que contém os
alelos mais frequentes, na populacdo humana, de cada marcador a analisar. O ladder é
corrido em pocos a parte das amostras, e por comparacdo com cada amostra, permite
designar os alelos presentes em cada marcador das amostras, realizando assim, a
genotipagem da amostra (Butler, 2011). Para a designacao alélica de fragmentos amplificados
com o kit GlobalFiler™, utiliza-se o GlobalFiler™ Allelic Ladder que vem incluido no préprio
kit (Applied Biosystems, 2019f).

Nomes dos marcadores de um mesmo painel de cor
L Tamanho dos
I fragmentos (bp)
D10S1248 [ Disiess |[  D12s391 | | D251338 | —

80 160 240 320 400
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« Aldo { 13 15 20 22
= bp 106.81 184.71 239.27 326.07
. RFUI 211 200 188 263
I T —

15 17 23 25

114.68 192.69 251.09 338.20

311 234 141 194

Figura 9. Painel de cor de um eletroferograma apés andlise por GeneMapper™ ID-X (AB™). Os picos
detetados em RFUs estdo devidamente identificados, com o alelo a que correspondem e o respetivo

tamanho de fragmento determinado (bp).

Antes da andlise dos EFs pelo GeneMapper™, cada laboratério deve definir limiares
que permitam a correta genotipagem pelo software, e auxiliem o perito na interpretacdo dos
perfis obtidos e nas conclusdes deles retirados. Tais limiares serdo abordados na seccgéo

seguinte (1.5. Analise e interpretacado dos perfis genéticos obtidos).

E de notar que os sequenciadores automaticos permitem, ndo sé efetuar andlise de
fragmentos conforme descrito, mas também sequenciar fragmentos por sequenciagdo de

Sanger, ambos através da tecnologia de EC com detegéo automéatica de fluorescéncia.
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A sequenciacao consiste no processo de determinar a sequéncia exata de nucleotidos
em fragmentos de interesse. Para isso, as amostras atravessam um percurso laboratorial
relativamente semelhante ao relatado até agora, mas adicionalmente, segundo a metodologia
de Sanger, na fase de amplificacdo sdo acrescentados didesoxinucleoétidos trifosfatados
(ddNTPs) que se comportam como terminadores de cadeia, pois ao serem incorporados pela
ADN polimerase impedem a adicdo de mais nucleétidos. Esses ddNTPs sdo marcados com
fluorescéncias - ao invés dos primers - de 4 cores diferentes, uma para cada nucleétido
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), permitindo distinguir, na fase de detecdo fluorescente, a
base nucleotidica que foi incorporada por Gltimo em cada fragmento. Assim, fragmentos de
diferentes comprimentos, diferindo entre si por uma base, sdo separados por tamanho em EC,
num polimero de maior resolucéo, e ao serem atingidos pelo laser, sdo gerados sinais, que
sdo convertidos pelo software de recolha de dados, num eletroferograma. Um software de
andlise depois associa automaticamente os picos a ordem de bases nucleotidicas que
passaram pelo laser, consoante o comprimento de onda (cor) detetado, determinando assim,
a sequéncia dos fragmentos em andlise (Figura 10) e analisa varia¢cdes nos polimorfismos de
sequéncia para efeitos de identificagdo e discriminacéo de individuos (Applied Biosystems,
2016; Butler, 2011).

Os laboratérios de genética forense, ndo recorrem habitualmente a andlise de
sequéncia, contrariamente a analise de fragmentos. Contudo, quando uma amostra problema
contém pouco ADNnu ou o mesmo encontra-se extremamente degradado, impossibilitando a
obtencdo de resultados satisfatérios através da normal tipagem de STRs, justifica-se tipar
ADNmt por sequenciagdo como alternativa. Apesar dos seus polimorfismos ndo serem tao
discriminatérios na identificacdo humana, o ADNmt existe em grande nimero de cépias (cerca
de 1000 a 10000) por célula, e a sua conformacao circular torna-o menos suscetivel a
degradacéo, permitindo facilmente a obtencdo de resultados (Amorim et al., 2019; Pajnic,
2020).

No SGBF-C, a sequenciacdo de ADNmt é realizada exclusivamente para obtencao de
informacg&o genética a partir de 0ssos, dentes ou restos cadavericos em elevado estado de
degradacédo cuja tipagem de STRs nao gerou resultados e/ou de cabelos/pelos sem raiz,
recolhidos em cenas de crime das quais ndo se tem nenhum outro tipo de amostra disponivel
para analisar pela via normal (PO-SGBF-N-010, 2020). Pelo facto do ADNmt ser herdado
exclusivamente pela via materna, muito excecionalmente, também pode ser importante a sua
andlise para a definicdo de linhagens maternas em processos de identificacdo de parentescos

biol6gicos e em estudos de ancestralidades (Corte-Real & Vieira, 2015; Pinheiro, 2010).
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Figura 10. Percurso laboratorial para analise de fragmentos vs. sequenciacdo de Sanger. Na analise
de fragmentos, sdo usados primers fluorescentes, enquanto na sequenciagdo de Sanger a
fluorescéncia é usada em ddNTPs. O resultado da analise de fragmentos culmina na atribuicédo alélica
dos marcadores em analise, enquanto na sequenciagao obtém-se a ordem de bases nucleotidicas dos
fragmentos de interesse. Adaptado de (Thermo Fisher Scientific, 2020)

Atualmente, o SGBF-C tem em utilizagdo um Unico sequenciador automético, o 3500
Genetic Analyzer (AB™), tendo recentemente adquirido um outro, o SeqStudio™ Genetic
Analyzer (AB™), ambos apresentados em maior detalhe na seccdo 1.6. Sequenciadores

Automaticos — Seqstudio™ Genetic Analyzer (AB™).
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1.5. ANALISE E INTERPRETACAO DOS PERFIS GENETICOS OBTIDOS

Concluidas todas as etapas que levam a obtencéo de um perfil genético de STRs, €
necessario proceder a sua andlise e interpretacdo, para que a partir dele seja elaborado um
relatério pericial esclarecedor a entidade requisitante (Corte-Real & Vieira, 2015). Contudo,
essa analise constitui um desafio para os peritos, pois verificam-se, frequentemente nos
eletroferogramas, a ocorréncia de certos fenébmenos — artefactos - que dificultam a correta
genotipagem das amostras, principalmente nas amostras problema. Esses fendmenos tém de
ser identificados e discriminados do verdadeiro perfil presente, com a devida cautela, pois
sobre as conclus@es finais da interpretacdo dos perfis recaem decisdes e/ou san¢des juridicas
nos individuos envolvidos, das quais ndo se pretende uma incorreta identificagédo individual

ou de parentesco, ilibagdo do agressor ou condenagédo de um inocente (Butler, 2010, 2015).

Os principais artefactos a ter atengdo durante a andlise de perfis sdo apresentados
abaixo, bem como as situagfes especificas em que eles ocorrem e as possiveis solugdes

para contorna-los.

1.5.1. RUIDO DE FUNDO

Apb6s qualquer corrida de EC, os EFs apresentam picos inespecificos que nao
correspondem a material amplificado, que sé&o produzidos pelo préprio funcionamento elétrico
do instrumento de EC e pelos reagentes utilizados. Esse artefacto instrumental denomina-se
ruido de fundo. Para ndo gerar confusdo na atribuicdo alélica ou na interpretacéo do perfil, é
necessario estabelecer um valor limite que permita distinguir entre sinal correspondente a
ruido e sinal efetivamente analitico. Para isso, os laboratorios de genética forense,
estabelecem um Limiar de Detec¢@o Minimo de picos (ou Limiar Analitico - LA), um valor fixo
em RFU que, nas condi¢Bes do laboratorio, garante com confianca suficiente que qualquer
pico com altura acima desse valor, € de facto um produto da amplificacdo por PCR e que
qgualquer pico detetado abaixo do mesmo, ndo pode ser distinguido de ruido de fundo com
seguranca, ndo sendo, portanto, passivel de ser interpretado no EF (Figura 11). E de notar
gue um pico acima do LA pode nédo corresponder necessariamente a um verdadeiro alelo,
podendo tratar-se de um outro tipo de artefacto que origine picos extra (como stutters, picos
partidos, pull-ups, spikes e drop-ins, mais abaixo explicados), ou até mesmo de um pico de

ruido elevado que, ocasionalmente, ultrapassou o LA fixado.
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Os fabricantes dos equipamentos de EC recomendam por defeito o estabelecimento
de um LA de 50 RFU, contudo cada laboratério deve fazer os seus préprios célculos
baseando-se na distribuicdo de valores de ruido observados has suas condicdes especificas
de trabalho.

O valor de LA determinado é entdo utilizado no software de andlise (doravante referido
como GM) por forma a excluir automaticamente do EF os picos abaixo desse valor e a
apresentar apenas como sinal analitico de confianca, os picos acima do LA. Assim, o perito
pode entdo proceder a interpretacdo dos picos detetados, distinguindo-os entre verdadeiros
alelos e artefactos (Butler, 2010, 2015; SWGDAM, 2017).

Sinal analitico de confianga

50RFUs —m —— — — — — — — — Limiar Analitico

Pico que ndo pode ser
considerado como sinal
analitico de confianga

Figura 11. Exemplo que demonstra a importancia do estabelecimento de um LA. Um pico com altura

inferior ao LA nado pode ser considerado com seguranga como sendo efetivamente um sinal analitico,
pois podera corresponder a ruido de fundo. Um pico com altura superior ao LA pode ser considerado
como sinal analitico de confianc¢a, i.e., como um produto efetivamente resultante da amplificacéo.
Adaptado de (Butler, 2010)

1.5.2. STUTTERS

Durante a PCR, é comum haver a formacao de fragmentos que sejam uma unidade
de repeticAo maior ou menor que o verdadeiro alelo presente na amostra, devido a um
deslizamento da ADN polimerase durante a fase de extensdo. Esses fragmentos originam
picos adicionais no EF denominados stutter + e stutter -, respetivamente, sendo os stutter -
0s mais comumente observados e 0s que levantam mais questbes por frequentemente

apresentarem picos acima do LA.
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A formacao de picos stutter ndo € uniforme, sendo a sua ocorréncia mais pronunciada,
quanto menores forem as unidades de repeticdo. Por isso, STRs di- e trinucleotidicos tém
maior percentagem de formacao de stutter associada, comparativamente aos STRs tetra- e
pentanucleotidicos, sendo esta uma das razfes para a utilizacdo preferencial destes Ultimos
em genética forense. A formacdo de stutters aumenta também quando se utilizam
quantidades de ADN elevadas para amplificacdo ou quando o nimero de ciclos de PCR

aplicados é superior ao recomendado (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

Se néo forem desconsiderados do EF, a presenca deste tipo de artefactos leva a uma
incorreta genotipagem pelo GM, que fara atribuicdo alélica aos stutters, podendo levar a
interpretacdo errada dos gendtipos envolvidos no perfil da amostra (Crespillo et al., 2012). Em
amostras seguras, 0s stutters ndo costumam gerar problemas interpretativos pois sdo
facilmente identificaveis por apresentarem uma altura de pico (RFUs) consideravelmente
menor em comparag¢ao com o pico do alelo verdadeiro - geralmente ndo correspondem a mais
do que 15% da altura do verdadeiro alelo - e por se encontrarem numa posigéo imediatamente
antes (Figura 12) ou depois do pico do alelo real. A presenca de stutters introduz mais
dificuldades interpretativas nas amostras problema, pois: em amostras com quantidades
vestigiais de ADN e/ou ADN degradado, os picos verdadeiramente alélicos, em razao da sua
escassa presenca e/ou integridade na amostra, surgem com baixa intensidade de sinal (RFU)
aparecendo no EF com alturas na mesma ordem de grandeza dos produtos meramente
stutter, tornando dificil a distingdo entre os alelos e esses artefactos; e em amostras de mistura
com desproporgao nas contribuicdes quantitativas de ADN entre individuos, picos na verdade
pertencentes a um contribuinte minoritario podem ser erroneamente considerados como picos
de artefacto quando se encontram na posicdo de stutter (posicdo com menos ou mais 1
unidade de repeticdo) de um alelo do contribuinte maioritario, correndo o risco de serem

descartados do EF pelo perito.

Para auxiliar o perito na distincdo entre picos verdadeiramente alélicos e picos
meramente stutter nos EFs, os laboratdrios calculam, para cada marcador genético, um
Limiar de Stutter (LS) - um valor estimado em % relativamente aos alelos principais, que
determina o valor acima do qual é razoavel admitir que um pico observado naquele marcador
especifico sera um alelo real e ndo apenas um pico stutter. Os laboratérios podem, em
alternativa, adotar um LS global de 15%, contudo a abordagem anterior é preferivel, uma vez
que cada locus tem uma tendéncia diferente para produzir stutters. Atualmente, os fabricantes
dos kits de amplificagdo ja fazem esse estudo exaustivo que conduz aos LS de cada locus,
incluindo nos seus célculos stutters de todos os alelos possiveis em cada marcador, e,

portanto, os laboratérios podem usar esses valores recomendados.
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Os valores de LS determinados sdo entdo aplicados como “filtro de stutters” nos
parametros de analise do GM, por forma a que o software genotipe apenas 0s picos que se
encontrem acima do LS do marcador em questéo, e que ignore automaticamente 0s picos que
se encontrem abaixo desse valor. Assim, o perito tem o seu trabalho de interpretacéo do perfil
facilitado. E de notar que picos acima do LS podem n&o corresponder necessariamente a
alelos, mas a outros artefactos como picos partidos, pull-ups, spikes e drop-ins (mais abaixo
mencionados) ou até mesmo produtos stutter ocasionalmente elevados perante o LS
estabelecido para o marcador em questdo (Butler, 2015; Gill et al., 2020; SWGDAM, 2017).

Posi¢do de Alelo 14 Posigdo de Alelo 17
\ \

\

\ \
\ o \ o
\6;0 Yo \?:'8 Yo L
* Altura do pico

(RFUs)

Figura 12. Exemplo de picos stutter - num locus heterozigético. O stutter a esquerda corresponde
apenas a 6.0% da altura do alelo real (15); o stutter da direita corresponde apenas a 7.8% da altura do
alelo verdadeiro (18). Os picos relativos a esses artefactos ndo surgem identificados como alelos,

porque neste EF foi ja aplicado um filtro de stutters. Adaptado de (Butler, 2010)

1.5.3. PICOS PARTIDOS

Na sua imperfeicdo, as polimerases usadas na PCR apresentam também uma
tendéncia para acrescentar um nucleétido, geralmente uma adenosina (A), no final de cada
fragmento, durante a fase de extenséo. Esta adicdo ndo baseada no ADN molde resulta em
fragmentos com um par de bases a mais do que a sequéncia original (+A), mas cujos picos
nos EFs correspondem aos alelos reais. No entanto, se houver fragmentos amplificados que
ndo tenham sofrido esta adi¢cdo (-A) — extensdo incompleta - gera-se um pico partido, a

esquerda do pico +A (Figura 13).
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Estes picos adicionais (-A) podem levar & incorreta atribuicdo alélica pelo GM, no
entanto, ndo podem ser interpretados como verdadeiros alelos. Como tal, devem ser
eliminados manualmente pelo perito, que os deve reconhecer facilmente pelo seu formato,
que nao forma sequer um pico bem definido, mas sim uma “barriga” & esquerda do pico do
alelo principal; por apresentarem uma altura menor relativamente ao alelo maior; e por serem
visiveis ao longo de todo o EF indicando que os fragmentos ndo foram completamente

amplificados.

Os picos partidos ocorrem geralmente quando existe excesso de ADN na reacéo de
amplificacdo, podendo este efeito ser minimizado aumentando o tempo de extensdo para 45
a 60 min para que a polimerase tenha mais tempo para fazer a adenilagdo de todos os
fragmentos ou em alternativa pode proceder-se a diluicdo da amostra e sua reandlise. E de
notar que, se o tempo de extenséo for demasiado prolongado, pode ocorrer a adicdo de mais
do que uma adenosina (geralmente adi¢cdo dupla) no final dos produtos de PCR, resultando
em picos partidos a direita do pico +A (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

+A F o

-A

Figura 13. Picos partidos (-A) vs. picos correspondentes aos alelos reais (+A).
Adaptado de (Butler, 2010)

1.5.4. PULL-UPS e SPIKES

Durante a fase de detecdo do produto amplificado € utilizada uma matriz, para
calibragéo espectral, que elimina a sobreposicéo de cores de fluorescéncias que é gerada no
final da eletroforese, permitindo assim distingui-las e dar origem aos diferentes painéis de cor
que vemos num EF. Quando esta matriz ndo se encontra bem calibrada, e na presenca de
um pico de grande intensidade num determinado painel de cor, esse pico é como que puxado
para outros painéis, surgindo entéo picos adicionais de baixa intensidade e na mesma posicao

do pico saturado (Figura 14 (a)). Este fendbmeno designa-se por passagem de cor e 0S picos
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que dela resultam sao designados de pull-ups. As passagens de cor também podem ocorrer
sem que a matriz esteja descalibrada, quando existe excesso de ADN em analise, cuja
intensidade de fluorescéncia demasiado forte satura o detetor (picos off-scale, OS),

originando um perfil sobrecarregado com tendéncia a pull-ups.

Os pull-ups, ndo correspondendo a verdadeiros alelos, devem ser descartados do EF
para evitar genotipagens incorretas, sendo facilmente identificaveis por surgirem na mesma
posicao de picos demasiado altos, no(s) painel(eis) de cor imediatamente adjacente(s) ou até

mesmo em todos os painéis do EF.

Outro tipo de artefacto sao disparos aleatérios de fluorescéncia (spikes) que podem
ocorrer devido a alteragfes minimas de voltagem durante a corrida de EC ou pela passagem
de “lixo” pelo laser, como cristais de polimero ou bolhas de ar. A morfologia destes picos
permite distingui-los de um verdadeiro alelo pois sdo mais altos, pontiagudos e estreitos e
geralmente aparecem em todos os painéis de cor do EF, no mesmo sitio e com a mesma
intensidade, o que facilita o seu descarte do EF (Figura 14 (b)) (Butler, 2010, 2015).

Os softwares de analise atuais incorporam algoritmos computacionais que identificam
automaticamente estes artefactos instrumentais (pull-up e spikes) facilitando o trabalho de

interpretacdo do perito (Applied Biosystems, 2012, 2019d).

Alelos com muita intensidade de sinal

VAN

(b) spike

/

Painel azul

Painel verde

(a) Picos pull-up //"

Painel amarelo

Painel vermelho

Figura 14. Picos verdes de baixa intensidade imediatamente abaixo dos picos azuis de elevada
intensidade, sdo pull-ups (a); O pico que atravessa todos os painéis de cor, na mesma posicao, € um
spike (b). Adaptado de (Butler, 2010)
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1.5.5. DROP-IN

As técnicas utilizadas para obtencao de perfis genéticos sdo cada vez mais sensiveis
aumentando assim a probabilidade de obtencédo de um perfil completo, no entanto, aumenta
igualmente o surgimento de alelos extra (drop-in), decorrentes de contaminacdes
esporadicas. Esses picos contaminantes levantam problemas particularmente em amostras
com pouca quantidade de ADN, pois podem apresentar alturas na mesma ordem dos do
verdadeiro perfil. Uma amostra pode ser contaminada por ADN presente no ambiente que a
rodeava aquando da sua recolha, por ADN de amostras diferentes aquando do seu
processamento (contaminagdo cruzada) ou pelo préprio ADN do colaborador.

O fendmeno de drop-in geralmente n&o é reprodutivel e pode ser detetado analisando
uma mesma amostra varias vezes, sendo muito baixa a probabilidade de se obter o mesmo
alelo extra em duas andlises independentes. Por esta razdo, é implementada na rotina
laboratorial: a amplificagdo das amostras extraidas em duplicado (sempre que possivel) e
dessa forma, um alelo sé é considerado como efetivamente pertencente ao perfil, se estiver
presente em ambos o0s EFs; a inclusdo de controlos negativos, pois se revelarem os mesmos
alelos extra que surgiram na amostra, esses alelos podem ser desconsiderados do perfil,
sendo eliminados manualmente do EF, no GM; a adog¢do de préaticas de prevencdo da
contaminacdo que garantam um ambiente de trabalho estéril e que evitem a contaminagéo
cruzada (mais extensivamente abordadas na secg¢do 3.3. Préaticas de prevencdo da
contaminacado); e a insercdo do perfil genético dos colaboradores na base de dados do
laboratorio, para que se possa fazer a exclusdo de eventuais contaminacdes pelo operador
(Butler, 2010; Gill et al., 2020).

1.5.6. ALELOS OFF-LADDER

Na populagcdo humana surgem, por vezes, alelos STR raros que contém uma unidade
de repeticdo incompleta - alelos microvariantes (ou ndo consensuais) - diferindo assim dos
alelos mais comuns (consensuais) para os marcadores analisados, por apenas alguns pares
de bases, a mais ou a menos. Essas variacbes nha sua sequéncia resultam geralmente de

insercdes ou delecdes de nucledtidos.
Alelos microvariantes ocorrem regularmente em loci STR mais polimorficos. Um

exemplo de microvariante que ocorre com muita frequéncia € o alelo 9.3 no locus THO1, que

contém 9 repeticdes completas do motivo de repeticdo AATG mais uma repeticdo parcial de
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3 bases (ATG) na 7.2 unidade, diferindo assim do alelo 10 por uma Unica base de adenina a

menos, e do alelo 9 por 3 bases a mais.

Pelo facto de ndo possuirem o mesmo tamanho (pb) que os alelos mais comuns
presentes no ladder alélico de referéncia, os alelos microvariantes geralmente ndo séo
designados numericamente (0 GM nao lhes faz atribuicdo alélica), surgindo no EF com a
designacdo OL (Off-Ladder). Essa situagcdo ndo se aplica no caso de microvariantes
frequentes (como é o caso do exemplo acima indicado), que ja vém incluidos na faixa alélica

dos ladders.

Também pode acontecer, ainda que raramente, o surgimento de OLs néo
necessariamente correspondentes a microvariantes, mas sim a novos alelos com unidades
de repeticdo completas, contudo em numero pouco frequente na populagédo, e por isso

também nao inseridos nos ladders.

O surgimento de alelos OL geralmente nado constitui problema aquando da
interpretacdo dos EFs, podendo facilmente ser confirmados como microvariantes ou novos
alelos, ou descartados como artefactos resultantes por exemplo de passagens de cor (pull-
ups) ou de “lixo” que passou pelo laser, por comparagdo com os EFs de duplicados da

amplificacdo ou de reinjecdes (Butler, 2010, 2015).

1.5.7. DESEQUILIBRIO HETEROZIGOTICO

Um locus homozig6tico possui 2 alelos de igual tamanho, indistinguiveis ao nivel da
EC pelo facto de migrarem ao mesmo tempo, surgindo, por isso, associado a esse locus, um
anico pico no EF. Ja um locus heterozigético possui 2 alelos de diferente tamanho,
distinguiveis na EC pelos diferentes tempos de migracéo, surgindo entédo 2 picos ao nivel do
EF.

Idealmente, seria expectavel que os 2 picos de um locus heterozig6tico apresentassem
exatamente a mesma altura (RFUs), uma vez que ambos os alelos estéo presentes em igual
gquantidade na amostra inicial e que a PCR os amplifica, a partida, de modo uniforme (Figura
15 a)). Contudo, isso raramente acontece, havendo sempre um pico maior do que outro. Esse
desnivel resulta de uma amplificagdo desigual entre os alelos causada por efeitos
estocésticos — fendbmenos aleatdrios que introduzem variabilidade nos resultados podendo

ocorrer aquando da extracdo, havendo mais recuperacdo de um alelo do que de outro; na

28



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

pipetagem das amostras, havendo a amostragem preferencial de um dos alelos em detrimento
do outro; e/ou durante a PCR na qual, um dos alelos, por acaso, é mais replicado pela ADN
Polimerase nos primeiros ciclos, sendo por isso preferencialmente amplificado nos ciclos

seguintes.

Em amostras de um Unico contribuinte e com quantidade adequada de ADN, os alelos
de locus heterozigéticos, apresentam picos que, apesar de ndo exatamente iguais, sdo bem
balanceados (Figura 15 b)) (Butler, 2010). Segundo a bibliografia, alelos balanceados (ou
equilibrados) apresentam, de maneira generalista, uma altura (RFU) do pico menor > 60%
da altura do pico maior, ou seja, apresentam um desnivel entre alturas < 40%. Quando se
verificam desniveis 2 40 %, ocorre o que se designa de desequilibrio heterozigético
(Figura 15 c)), o que em amostras problema, introduz dificuldades de interpretagéo dos EFs,
pois pode ser indicativo de um perfil de mistura, em que o0s picos desproporcionalmente mais
baixos sejam pertencentes a um contribuinte minoritario. Os valores de proporcdo
mencionados podem, no entanto, variar consoante o locus em questdo, e devem ser
determinados por cada laboratério, para cada marcador utilizado em rotina, por forma a
auxiliar o perito a distinguir com maior exatiddo um desnivel entre picos considerado “normal”
(e portanto, a presenca de um perfil singular) e um desequilibrio que sugira a presen¢a de um
perfil de mistura. Para isso, os laboratérios determinam o chamado Limiar de Desequilibrio
de Heterozig6ticos (LD) — valor, estimado em percentagem (%), para cada marcador
genético, abaixo do qual é razoavel admitir que a existéncia de 2 alelos podera corresponder
a uma mistura de pelo menos 2 intervenientes, e ndo de 1 sé individuo heterozig6tico. O
estabelecimento deste limiar & essencial para concluir, com confianga, a presenca ou ndo de
um perfil de mistura, e para direcionar a andlise e interpretacdo do perfil (Butler, 2015;
Crespillo et al., 2012; Gill et al., 2020; SWGDAM, 2010, 2017).

1.5.8. DROP-OUT

Em amostras com quantidades vestigiais de ADN, a amplificacdo desigual dos alelos
de loci heterozigéticos, devida a flutuacbes estocasticas, ocorre de maneira mais acentuada,
verificando-se frequentemente situacdes de desequilibrio heterozigoético (Figura 15 c)). Por
vezes, a disparidade entre as amplificacBes € tdo grande que se pode verificar um drop-out
alélico (Figura 15 d)), isto é, o desaparecimento de um dos alelos do locus no EF - quer por
nado ter amplificado de todo, ou pela amplificacdo sofrida ter sido de tal forma diminuta que
originou um sinal indistinguivel do ruido de fundo (abaixo do LA) - conduzindo a producéo de

perfis parciais.
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O desequilibrio heterozigético e o drop-out podem ocorrer, ndo s6 devido a eventos
estocasticos, mas também, embora raramente, devido a existéncia de uma mutagcédo na zona

de annealing dos primers num dos alelos.

6 8 6 g 6
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Figura 15. Esquema representativo de possiveis resultados de amplificacdo: a) alelos com picos
totalmente equilibrados - amplificagdo ideal; b) ligeiro desnivel entre picos, com alelos bem
balanceados — tipico de amostras seguras; c) desequilibrio heterozig6tico — tipico de amostras com
baixa quantidade de ADN ou de mistura; d) drop-out alélico. Adaptado de (Butler, 2010)

Em amostras problema que surjam no laboratério, o fenbmeno de drop-out pode
originar uma interpretacdo errada de um perfil como homozigético num locus que na verdade
€ heterozigético (Butler, 2015; Goodwin et al., 2011). Para que o perito consiga interpretar o
perfil com confianga suficiente relativamente a possiveis efeitos estocasticos em amostras
com pouca quantidade de ADN, o laboratdrio deve estabelecer um Limiar Estocastico (LE).
Esse limiar consiste no valor (em RFU) acima do qual se pode admitir que ndo ocorreu perda
alélica (drop-out) em heterozigoticos, pelo que pode ser assumida, com total seguranca, que
a presenca de 1 s6 alelo, num determinado locus, é compativel com homozigotia, nédo
havendo a possibilidade do genétipo estar apenas parcialmente presente naquele marcador
(Crespillo et al., 2012; SWGDAM, 2010, 2017). A area entre o LA e o LE (“zona cinzenta”)
corresponde assim a uma regido influenciada por efeitos estocasticos. Informacédo genética
que nela se encontre transmite, portanto, alguma incerteza, ndo sendo totalmente
esclarecedora quanto ha possivel perda alélica (Figura 16). Tipicamente sdo estabelecidos
valores de LE entre 150 e 200 RFU, mas os valores variam consoante a sensibilidade do
equipamento de EC usado e os reagentes aplicados, devendo, portanto, cada laboratério
determinar experimentalmente o seu proprio LE nas suas condi¢des laboratoriais especificas
(Gill et al., 2009; SWGDAM, 2010, 2017).
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Figura 16. Diferenca interpretativa entre um pico que se situe abaixo do LE e acima do LE. Se num
determinado locus, surgir um pico abaixo do LE estabelecido (como o representado a esquerda), é
possivel ter ocorrido drop-out do seu eventual alelo irméo, ndo se conseguindo afirmar com certeza, a
homozigotia no locus. Mas se surgir um pico acima do LE (como o representado a direita), é razoavel
admitir que néo tera ocorrido drop-out e, portanto, o locus pode ser considerado com seguranca, cComo
homozig6tico. Adaptado de (Crespillo et al., 2012)

Além de recorrer a um LE para melhor aferir se o perfil em questdo estara completo
ou incompleto, por vezes, os laboratorios recorrem também & otimizacdo das condi¢des de
eletroforese, quando na presenca de amostras problema com pouco ADN. No SGBF-C, essa
otimizacdo centra-se na alteracdo do tempo de injec&o. O servico analisa sempre todas as
suas amostras com 10s de injecdo (PE-SGBF-C-001, 2020; PE-SGBF-C-002, 2018), tempo
esse considerado standard por produzir a melhor resolucdo alélica nos EFs segundo os
estudos efetuados pelos fabricantes dos equipamentos de EC (Applied Biosystems, 2014,
Butler, 2011, 2015). No entanto, quando apés analise de amostras vestigiais nas condicdes
padrdo de eletroforese, surgem EFs pouco definidos (picos com baixa intensidade de sinal
nado sendo suficientemente esclarecedores na distincédo entre verdadeiros alelos vs. artefactos
e/ou que geram duvidas quanto a confirmacao de homozigotia em marcadores cujo sinal se
encontra abaixo do LE) ou perfis aparentemente incompletos para os quais se pretende
perceber se ha algum alelo mascarado, é pratica comum no SGBF-C reinjetar as amostras a
40s (PE-SGBF-C-002, 2018). A reandlise de amostras com um tempo de injecdo mais

prolongado permite, assim, “aspirar” mais amostra, e 0 maior nimero de fragmentos a migrar
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origina maiores alturas de picos (RFU), o que gera consequentemente um sinal mais forte e
um EF melhor definido, permitindo entdo, o esclarecimento de certos perfis (Applied
Biosystems, 2014; Butler, 2011, 2015).

1.5.9. DEGRADACAO

O ADN presente em amostras recolhidas de cenas de crime e de restos mortais, muitas
vezes, encontra-se degradado devido aos préprios processos de digestdo enziméatica celular
e a exposicdo a fatores ambientais como humidade, radiagdo solar e variacbes de

temperatura, que o alteram estruturalmente e o fragmentam.

Alelos maiores sofrem tendencialmente mais degradacdo, do que alelos mais
pequenos. Assim, a sua amplificacdo aquando da PCR ocorre também de maneira desigual,
havendo amplificagéo preferencial dos fragmentos mais pequenos. Isto traduz-se, ao nivel do
EF, numa diminuigc&o da altura dos picos (RFU) & medida que o tamanho dos marcadores (pb)
aumenta, i.e., da esquerda para a direita, conforme ilustra a Figura 17 (Gill et al., 2020;
Goodwin et al., 2011). Perfis genéticos de amostras degradadas sdo muitas vezes
incompletos devido a fendmenos de drop-out que se verificam nos loci maiores. Essa
presenca de informacéo genética parcial complica a interpretacdo do perfil, correndo-se o
risco de assumir certos loci como homozigoéticos, que na verdade sao heterozigéticos. Surge
aqui novamente a importancia do estabelecimento de um LE e da eventual aplicacdo de um

maior tempo de injecao.

| 055318 | | D135317 | | 075320 |

]

A

115 pb [11] 8 290 pb
28] %05
12 10
B2 300

Figura 17. Perfil genético carateristico de uma amostra com ADN degradado.
Adaptado de (Goodwin et al., 2011)
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Conforme referido ao longo de toda a seccédo 1.5., para um correto entendimento dos
EFs obtidos - e particularmente dos das amostras problema (degradas, com pouco ADN e,
eventualmente, de mistura) que sao as que levantam mais duvidas - € essencial estabelecer
limiares como critérios fixos de analise, edi¢cdo e interpretacdo de perfis. O calculo desses
valores é feito através de estudos de validacao interna (que serdo mais a frente abordados na
seccdo 1.7. Contextualizacdo da Validacdo) que séo realizados individualmente por cada

laborat6rio uma vez que cada um possui as suas condi¢des laboratoriais especificas.

Estando um perfil devidamente genotipado e interpretado com base nesses
parametros, ha confianca suficiente na qualidade do mesmo, sendo este, por fim, validado.
Estando o perfil validado, o perito pode proceder a sua comparacao com perfis de outras
amostras - geralmente as de referéncia - avaliando se sdo coincidentes (inclusdo) ou
discrepantes (exclusédo); efetuar valorizacdes probabilisticas; e emitir por fim o relatério
pericial com as conclusdes obtidas (Butler, 2015).
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1.6. SEQUENCIADORES AUTOMATICOS — SEQSTUDIO™ GENETIC ANALYZER (AB™)

O SGBF-C tem em utilizacao, desde 2010, um Unico sequenciador automético, o 3500
Genetic Analyzer (AB™), considerado o standard na eletroforese capilar até a data. Porém,
devido a elevada demanda das suas pericias, viu-se justificada a aquisicdo de um outro
sequenciador, mais recente, que pudesse agilizar o trabalho do servico, tendo sido escolhido
0 SeqStudio™ Genetic Analyzer (AB™), pelas vantagens a seguir apresentas.

O SeqStudio™ apresenta um formato inovador e pratico de funcionamento, que retine
a maioria dos consumiveis necessarios a EC numa Unica pe¢a — o cartucho SegStudio™
Genetic Analyzer Cartridge v2 — nomeadamente a matriz de capilares; o polimero; um sistema
de distribuicdo de polimero; e o tamp&o de anodo, conforme ilustrado na Figura 18 (em cima).
Esta configuracdo “all-in-one” aliada ao seu encaixe direto no instrumento, reduz o contacto
manual do utilizador com os componentes da EC, evitando assim possiveis contaminagdes e
minimizando o risco de danificar os capilares que sao tipicamente frageis, contrastando com
a configuracao do 3500 no qual a insercéo de cada componente € realizada individualmente,
tornando o processo mais demorado e mais exposto a contaminacoes, erros de colocacéo e
guebra de capilares (Figura 19).

Figura 18. Componentes do cartucho SeqStudio™ Genetic Analyzer Cartridge v2 (em cima): 1 —
Polimero universal (POP-1™); 2 - Sistema de distribui¢cdo de polimero (bombeia polimero para os capilares);
3 — Reservatoério contendo o tampéo do anodo; 4 — Janela de detegdo 6tica; 5 — Sulco do cartucho para sua
insercdo no instrumento; 6 — Pontas dos 4 capilares (extremidade do catodo), encontrando-se a restante
matriz protegida no interior do cartucho; Componentes da frente e interior do instrumento SeqStudio™
(em baixo): 7 — Cartucho; 8 — Autosampler; 9 — Tampao do catodo; 10 — Suporte para a placa ou tubos das
amostras; 11 — Ecra tatil; 12 — porta USB. Adaptado de (Applied Biosystems, 2019q)
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Matriz de capilares

Laser

Bomba de polimero

Bolsa de polimero

Reservatoério do tampao do anodo

Suporte para placas ou tubos
das amostras

Reservatério do tampao do catodo

Figura 19. Componentes e configuracao do 3500 Genetic Analyzer. Adaptado de (Applied Biosystems, 2015)

Além disso, o polimero do cartucho (POP-1™) e o tamanho dos seus capilares sédo de
utilizacdo universal, estando otimizados para realizar analise de fragmentos e sequenciacao
de Sanger numa mesma corrida, 0 que nao € possivel no 3500, havendo neste Ultimo, a
necessidade de trocar o tipo de polimero e a matriz de capilares consoante o modulo de
corrida a executar (Tabela 1). Por dltimo, apesar de ndo tao importante, destaca-se também
a existéncia de um ecra tatil interativo e de facil utilizacdo que permite inserir as caracteristicas
das amostras a correr e definir os parametros da corrida diretamente no instrumento, sem a
obrigatoriedade de o ligar a um computador propositadamente para esse fim (Figura 18, em
baixo) (Applied Biosystems, 2010, 2019g, 2021).

Tabela 1. Tipo de polimero e de capilares utilizados no 3500 e no SeqStudio™. Adaptado de (Applied
Biosystems, 2019a).

3500 SeqStudio
—
Moédulo de corrida \,/
Andlise de Fragmentos POP-4
Tipo de Polimero POP-1
Sequenciagdo de Sanger POP-6 ou POP-7
Analise de Fragmentos 36
Comprimento dos 28
capilares (cm) ‘
Sequenciagé@o de Sanger 50
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Tendo em vista a facilidade, rapidez e conveniéncia associadas ao manuseio do
SeqgStudio™, este foi o sequenciador adquirido em 2021 para colmatar a necessidade de
resposta aos casos forenses que dao entrada no SGBF-C. Contudo, o equipamento ainda
carece de validacao interna para entrar em funcionamento na rotina laboratorial do servico,

para a qual o presente trabalho pretende contribuir.
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1.7. CONTEXTUALIZACAO DA VALIDACAO

A confianca nos resultados obtidos de uma analise de ADN é um aspeto de extrema
importancia em Genética Forense, pelo facto de importantes decisdes juridicas poderem deles
derivar. Por isso, € recomendada a acreditacdo de todos os servigos forenses que realizam
perfis de ADN, segundo a norma de referéncia internacional NP EN ISO/IEC 17025 -
“Requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragdo” (Houck, 2015).
Esta norma estabelece diretrizes destinadas a garantir a realizagdo de boas praticas
laboratoriais e a adogdo de sistemas de gestdo e qualidade, cujo cumprimento permite
comprovar que determinado laboratério opera com competéncia técnica e que gera resultados
exatos e corretamente interpretados nas atividades que executa. Um laboratério acreditado
segundo a norma supramencionada promove assim a confianca no seu trabalho e, portanto,
a aceitacdo e equivaléncia dos resultados por ele obtidos tanto a nivel nacional como
internacional, o que por sua vez facilita a cooperagcao com outros laboratérios igualmente
acreditados (NP EN ISO/IEC 17025, 2018; Pinheiro, 2010).

Os laboratérios afetos ao SGBF do INMLCF encontram-se acreditados pelo Instituto
Portugués de Acreditacdo (IPAC) no ambito da atividade laboral que desenvolvem, de acordo
com a norma NP EN ISO/IEC 17025, assegurando assim a qualidade e integridade no servigo
prestado, desde os seus procedimentos implementados a emissao dos resultados de tipagem,

sendo estes credibilizados em territério nacional e internacional (INMLCF, 2014).

Um dos requisitos técnicos descritos na horma supramencionada implica que todos os
métodos (procedimentos, técnicas e equipamentos) de utilizagdo recorrente no servigco
estejam devidamente validados (NP EN ISO/IEC 17025, 2018).

A validac&o consiste em avaliar o funcionamento de um determinado método para
que seja definido o intervalo de condicbes nas quais ele gera resultados ou medicGes
analiticas fiaveis, com o objetivo de comprovar que o mesmo é adequado ao fim a que se
destina, operando nesse intervalo de confiabilidade validado. Métodos validados garantem
assim confianca nos seus resultados e interpretacées, podendo, portanto, ser implementados
com seguranca na rotina de um laboratério. O processo de validacédo e de interpretacao dos
seus resultados é sempre guiado por um protocolo que segue guidelines pré-estabelecidas
por uma entidade competente e internacionalmente reconhecida na area laboratorial em
questdo, e todos os estudos de validacéo realizados nos laboratérios devem ser registados
de forma a constituirem evidéncia documentada de que o método conduz a resultados de
qgualidade (Butler, 2015; Pinheiro, 2010).
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No &ambito da genética forense, existem dois tipos de validacdo possiveis: validacao
de desenvolvimento e validacao interna. A validacdo de desenvolvimento é geralmente
realizada por fabricantes comerciais, envolvendo estudos extensivos que comprovam que
uma nova tecnologia por eles desenvolvida é passivel de ser instituida na comunidade
cientifica. J& uma validacao interna, envolve estudos menos extensivos que os anteriores,
sendo efetuada individualmente por laboratérios antes da introducdo de um novo método (ja
previamente validado pelo fabricante) na sua rotina, por forma a demonstrar que 0 mesmo
funciona adequadamente, naquelas condi¢Bes laboratoriais especificas e para que sejam
estabelecidos os parametros de garantia de qualidade e diretrizes de interpretacdo de
resultados adequados (ENFSI, 2014; FBI, 2020; SWGDAM, 2016).

Surge assim, no ambito do cumprimento dos requisitos de qualidade impostos pela
norma NP EN ISO/IEC 17025, a necessidade de validar internamente o sequenciador
automatico recentemente adquirido pelo SGBF-C - SeqStudio™ Genetic Analyzer (AB™) —
para que este possa ser posteriormente implementado na rotina laboratorial do servico para

separacao e detecdo de fragmentos, com confianga nos resultados de tipagem obtidos.

No SGBF-C, existe um documento designado “Procedimento Geral — Validagéo de
Ensaios” (PG-SGBF-C-001, 2020) onde estéo estabelecidos os requisitos minimos para a
validagdo interna de um novo método de analise de ADN, segundo as recomendacgfes do
Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) - um grupo cientifico
responsavel por estabelecer guidelines de validagdo de métodos de analise de ADN e de
interpretacdo dos resultados de tipagem particularmente direcionadas aos laboratérios de
genética forense (SWGDAM, 2016, 2017).

Segundo essas diretrizes, para a validagao interna de um novo equipamento de EC, é
necessaria a determinacdo dos limiares de sensibilidade do instrumento, nomeadamente
o Limiar Analitico (LA), Limiar Estocastico (LE), Limiar de Stutter (LS) e Limiar de
Desequilibrio de Heterozigéticos (LD). O calculo desses limiares € importante para que 0s
seus valores sejam estabelecidos como parametros fixos de andlise e de interpretacao dos
EFs gerados pelo equipamento, visando assim uma exclusdo de artefactos, uma correta
genotipagem dos perfis resultantes e uma conclusao fundamentada relativa a presenca de
um perfil singular ou de mistura, i.e., visando a validacdo dos resultados obtidos. S6 assim se
garante a qualidade dos perfis obtidos tornando-os entdo passiveis de serem comparados
com perfis de outras amostras e utilizados como prova para a elaboragdo de relatorios
periciais. Para uma completa validacéo, o laboratorio deve calcular os limiares de analise do

novo sequenciador para cada kit comercial de amplificagdo multiplex utilizado na sua rotina.

38



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

Além da determinacdo dos limiares mencionados, € também recomendado, na
presenca de outro(s) sequenciador(es) automatico(s) em utilizacdo no laboratério, a
confirmacdo da reprodutibilidade dos resultados (perfis) através da realizacdo de estudos
comparativos entre 0 novo sequenciador e o(s) pré-existente(s) e ja devidamente validados.
Os estudos comparativos devem demonstrar que os perfis obtidos com o novo equipamento
sdo equivalentes, concordantes e com a mesma, ou até melhor, qualidade (ENFSI, 2010;
SWGDAM, 2016, 2017).

Por fim, & também necessaria, a participacdo do SGBF-C em exercicios de
colaboracao para comparacgao de resultados entre diferentes laboratérios acreditados para o
mesmo ambito — Comparagdes interlaboratoriais. Nesses ensaios, o laboratorio recebe
amostras biologicas a partir das quais deve determinar o perfil genético correspondente,
aplicando os mesmos procedimentos que utiliza nas amostras de rotina. Este exercicio de
controlo de qualidade, através da obtencdo de resultados consenso entre 0s varios
participantes, permite ao SGBF-C garantir a obtengéo de resultados corretos, relativamente
aos procedimentos laboratoriais utilizados na rotina laboratorial, bem como garantir os
resultados das validagfes realizadas (Fernandez et al., 2015; NP EN ISO/IEC 17025, 2018;
PG-SGBF-C-001, 2020). O SGBF-C participa anualmente, desde 2000, em exercicios deste
cariz, organizados pela equipa do Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa da Sociedade
Internacional de Genética Forense (GHEP-ISFG) e agora, que tem na sua posse um novo
equipamento de EC (SeqStudio™) deve inclui-lo nos exercicios, por forma a comprovar que
0 mesmo gera efetivamente resultados corretos e que os limiares para ele estabelecidos estdo

bem aferidos.
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2. JUSTIFICACAO E OBJETIVOS

As atividades desempenhadas pela Genética Forense centram-se na determinacédo e
interpretacdo de perfis de ADN. Os perfis genéticos sdo atualmente obtidos através da
separacao e detecao fluorescente em tempo real de fragmentos, maioritariamente STRs, por
eletroforese capilar em sequenciadores automaticos. Assim, este tipo de equipamento
desempenha um papel relevante e indispensavel nos laboratérios de genética forense.

Uma vez que dos perfis obtidos, enquanto meio de prova, podem derivar importantes
decis@es juridicas, e devendo os laboratérios forenses cumprir os requisitos de qualidade
impostos pela norma de referéncia internacional NP EN ISO/IEC 17025, é imperativo que a
aptidao instrumental dos sequenciadores automaticos utilizados e os resultados por eles
produzidos estejam devidamente validados, para que se garanta a fiabilidade na sua utilizacao

em contexto de rotina laboratorial.

Surge entdo neste ambito, a necessidade de validar o sequenciador automatico
recentemente adquirido pelo SGBF-C - Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer
— por forma a demonstrar internamente que a sua utilizagdo é adequada ao fim a que se

destina.
2.1. OBJETIVO GERAL

Com o presente trabalho, pretende-se documentar os estudos de validacdo interna
realizados no equipamento de eletroforese capilar SeqStudio™, descrevendo os
procedimentos aplicados e os parametros a partir deles estabelecidos para a analise e
interpretacdo dos perfis gerados, contribuindo assim para a posterior implementacdo do
instrumento na rotina laboratorial do servico, com confianca nos resultados de tipagem

obtidos.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar e/ou estabelecer os limiares de sensibilidade do SeqStudio™,
nomeadamente o Limiar Analitico, Limiar de Stutter, Limiar Estocastico e Limiar de
Desequilibrio de Heterozigéticos, para um dos kits de amplificacdo mais usados no
SGBF-C - 0 GlobaFiler™ — para a sua definicdo no servico como parametros de andalise

e interpretacdo dos perfis gerados pelo equipamento;
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2. Efetuar estudos comparativos entre o SeqStudio™ e o equipamento de EC atualmente
em utilizacdo no SGBF-C e que se encontra ja devidamente validado — o Applied
Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer - para comprovar a reprodutibilidade dos perfis

gerados;

3. Verificar a aptidao do equipamento SeqStudio™ para executar as funcées de EC no

ambito da identificacdo humana que é realizada na rotina do SGBF-C;

4. Analisar as vantagens que o SeqStudio™ apresenta em comparacdo com o 3500, e

averiguar eventuais limitacdes do mesmo.
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3. MATERIAIS E METODOS

A componente pratica do presente trabalho foi realizada nas instalagées do SGBF-C
do INMLCF.

3.1. AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram utilizadas amostras seguras de sangue e de saliva da rotina laboratorial do
SGBF-C. Todas elas foram devidamente anonimizadas através de codigos, no decorrer de
todos os procedimentos laboratoriais e tratamento de resultados, para que nenhuma
informagé&o sobre a sua origem - como dados pessoais dos intervenientes e o tipo de processo
(IP, I, CR) a que pertenciam - fosse exposta. As amostras ndo foram utilizadas para qualquer

outro fim além do previsto.
3.2. COLHEITA E SUPORTE DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue utilizadas foram colhidas através de punc¢do capilar com
lancetas descartaveis estéreis Accu-Check ® Safe-T Pro Plus e impregnadas em cartdes FTA

® Whatman ©® Human ID Bloodstain Card sob a forma de mancha.

As amostras de saliva utilizadas foram colhidas por raspagem da mucosa bucal com

o0 auxilio de zaragatoas bucais estéreis Whatman ® FTA® Omni Swab.
Depois de secas a temperatura ambiente, as amostras em ambos 0s suportes, foram

acondicionadas em envelopes no arquivo de amostras seguras, que se encontra na sala

Extracdo de Amostras Seguras, a temperatura ambiente.

3.3. PRATICAS DE PREVENCAO DA CONTAMINACAO
No decurso da andlise de amostras forenses, € relevante a adogéo de estratégias que

minimizem contaminagdes indesejadas que possam afetar os resultados obtidos e dificultar a

sua interpretagao.
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Um pardmetro de prevencao instituido no SGBF-C é a realizacdo das diferentes
etapas de andlise em laboratérios separados. Assim, o0 SGBF-C conta com duas salas de
extracdo e duas salas de pré-PCR, sendo uma exclusivamente dedicada a amostras seguras,
e outra a amostras problema; uma sala para quantificacdo; outra para amplificacdo; e
finalmente, uma para separacdo e detecdo do produto amplificado. As amostras seguem
sempre uma linha unidirecional pelos laboratérios no sentido sala de extracdo - sala de
separacao e detecédo do produto amplificado, ndo podendo retroceder (Corte-Real & Vieira,
2015).

Também uma medida preventiva inicial é realizada pelo operador antes de comecar
qualquer procedimento. Cada sala a utilizar € descontaminada por irradiacdo UV durante 10-
20 min, por forma a que todas as superficies de trabalho que serdo usadas e que estarao em
contacto com a amostra (bancadas, DNA Workstations, materiais, equipamentos e batas)
estejam livres de ADN alheio. Terminado o procedimento, efetua-se a limpeza de todas essas
superficies, geralmente com DNA AWAY™ Surface Decontaminant (Thermo Scientific™) e

repete-se a irradiacdo com UV.

Durante o processamento das amostras, o operador utiliza acessorios de protecgéao,
nomeadamente bata, luvas de latex, mascara e rede de cabelo, todos eles descartaveis a
cada procedimento concluido e exclusivos de cada sala, ndo sendo permitida a circulagdo
entre salas diferentes com a mesma roupa de trabalho. Os equipamentos, materiais e
reagentes sao também exclusivos de cada laboratério especifico, ndo podendo ser
transportados para outras salas. O material usado em cada sala, no processamento de

amostras, € preferencialmente descartavel e estéril (como pingas e tesouras), ou ha

impossibilidade de tal, sdo esterilizados em autoclave.

Através destas praticas, minimiza-se a possibilidade de contaminacéo entre amostras
diferentes e entre reagentes, materiais e instrumentos dos diferentes procedimentos

realizados.

Além disso, para efeitos de controlo de qualidade interno, é imperativo adicionar
sempre, em todas as fases de analise: controlos negativos (ou brancos de amostra) para
que se possa descartar (ou ndo) a hipotese de ter ocorrido contaminacdo nalgum dos
procedimentos; e controlos positivos para confirmar se o método estd a funcionar

corretamente e, portanto, a produzir resultados fidveis nas restantes amostras (Butler, 2011).
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Por fim, s&o registados todos 0s materiais, reagentes, equipamentos e técnicas a que
se recorreram bem como 0s responsaveis pelo seu manuseio, data e hora do mesmo, nas
folhas de registo de cada procedimento. Esse registo, garante a rastreabilidade das amostras

e auxilia no controlo de reagentes e consumiveis.

3.4. METODOLOGIAS DE EXTRAGAO

3.4.1. Extracdo com Prep-n-Go™

As amostras seguras de saliva contidas em zaragatoas bucais foram alvo de extragédo

com o tampé&o Prep-n-Go™, na sala para Extracdo de Amostras Seguras.

De cada zaragatoa foi cortado um pequeno fragmento (‘dente’), com o auxilio de
tesoura cirlrgica, e o0 mesmo foi colocado no interior de um tubo Eppendorf ®de 1.5 mL. A
cada tubo foram adicionados 100uL de tampao Prep-n-Go™ + 100uL de H.O nucleasse-free.
Os tubos foram agitados em vortex para uma melhor mistura dos reagentes em torno da
amostra, e colocados de seguida num banho térmico a 95°C por 5 min num Eppendorf ®
ThermoMixer ® com agitacdo a 400 rpm, para promover a lise celular, a desnaturacédo das

proteinas celulares e a libertagdo do ADN.

No final, o produto extraido ficou a temperatura ambiente durante cerca de 15 min
antes de prosseguir para amplificagéo. Nos casos em que as amostras ndo prosseguiram para
amplificacdo no proprio dia, foram guardadas a temperatura de congelamento -25°C + 10°C
na arca designada para o armazenamento de extracdes de amostras seguras (IT-SGBF-C-
017, 2021).

3.4.2. Extracdo com PrepFiler Express™

Amostras seguras de sangue que tiveram de atravessar uma fase de quantificacéo,
foram submetidas & metodologia de extragdo com o kit PrepFiler Express™ automatizada no
instrumento Automate Express™, na sala para Extracdo de Amostras Problema, seguindo o

protocolo recomendado pelo fabricante (Applied Biosystems, 2017).
De cada mancha de sangue foi retirada uma pequena circunferéncia (punch) com

auxilio de um alicate “single hole paper puncher” e a mesma foi inserida numa coluna LySep™

Filter Column encaixada hum sample tube. Elaborou-se a solucao de lise - 500uL PrepFiler™
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Lysis Buffer + 5uL DTT (1M) por amostra - num tubo Falcon ® e transferiram-se 500uL dessa
mistura para cada coluna. As amostras foram incubadas em ThermoMixer ®, a 70°C durante
40 min, com agitacdo 750 rpm. Durante o periodo de incubacéo, preparou-se o robot de
extracdo Automate Express™ de acordo com as instru¢ées do manual do equipamento

(Applied Biosystems, 2019e¢).

Terminada a incubacgéo, as amostras foram centrifugadas por 2 min a 10000 rpm para
gue o lisado descesse da coluna para o fundo do tubo, enquanto o suporte da amostra (punch)
permanecia retido na coluna. Os tubos contendo o lisado foram colocados no robot,
selecionou-se o volume de eluigdo 50uL e iniciou-se a corrida de extragédo, que tem duracdo

de aproximadamente 30 min.

Durante esse processo automatico, o lisado comeca por ser misturado com particulas
magnéticas para que o ADN presente se ligue a elas; depois as particulas magnéticas que
retétm o ADN séo atraidas a um iman sendo separadas do restante lisado, e purificadas com
tampdes de lavagem para remocao de eventuais inibidores da PCR presentes na solugdo; por
fim, 0 ADN, ja concentrado e purificado, é eluido (i.e., solta-se das particulas magnéticas) com

tampéao de eluicéo.

Findando a extracdo automatizada, os tubos de eluigdo contendo a amostra extraida,
foram retirados do equipamento e armazenados na arca designada para 0 armazenamento

de ADN extraido de amostras problema a temperatura de congelamento -25°C + 10°C.

3.5. METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO - Kit Quantifiler™ Trio

A quantificagdo de ADN foi realizada com o kit Quantifiler™ Trio DNA Quantification
(AB™), de acordo com as recomendacfes do fabricante (Applied Biosystems, 2018), na sala

de pré-PCR de Amostras Problema.

Elaborou-se uma mistura com os reagentes Quantifiler™™ Trio PCR Reaction Mix e
Quantifiler™ Trio Primer Mix pertencentes ao kit, de acordo com os valores indicados na
Tabela 2. Foram dispensados 18uL dessa mistura por cada pogo a ser utilizado, numa placa
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (AB™). Foram seguidamente adicionados 2L de
cada amostra (solugdes de ADN extraido contidas nos tubos de eluicdo) e dos controlos, aos
pocos respetivos, previamente definidos num esquema de placa feito a partir do HID Real-

Time PCR Analysis Software v.1.2. Perfez-se assim, um volume final de 20uL por pogo.
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Tabela 2. Componentes e respetivos volumes adicionados a cada poco para a reacao de quantificacao.

Componentes da reacédo Volume (uL) por poco a usar
Quantifiler™ THP PCR Reaction Mix 10
Quantifiler™ Trio Primer Mix
Solucao de ADN extraido

Volume final (uL) por pogo 20

A placa foi selada com uma pelicula adesiva transparente MicroAmp™ Optical
Adhesive Film, tendo o cuidado de evitar qualquer rugosidade que pudesse interferir com a
medicdo da fluorescéncia no passo seguinte. Centrifugou-se levemente a placa por 20s a
3000 rpm para retirar eventuais bolhas e por fim a mesma foi introduzida no equipamento
7500 Real-Time PCR Instrument. na sala de PCR | RT PCR. A corrida de quantificagdo teve
a duracao de 1h e os resultados foram analisados pelo HID Real-Time PCR Analysis Software
v.1.2., que a partir das curvas de calibracdo, estimou a quantidade de ADN presente em cada
poco (Applied Biosystems, 2018; IT-SGBF-C-015, 2020).

3.6. METODOLOGIA DE AMPLIFICACAO - Kit GlobalFiler™

A amplificacéo de ADN de todas as amostras foi realizada com o kit GlobalFiler™ PCR
Amplification (AB™), segundo as especificagbes descritas pelo fabricante (Applied
Biosystems, 2019f).

Para todas as amostras seguras de saliva, preparou-se, na sala de pré-PCR de
Amostras Seguras, uma mistura constituida pelos reagentes GlobalFiler™ Master Mix e
GlobalFiler™ Primer Mix pertencentes ao kit, de acordo com os valores indicados na Tabela
3. Foram dispensados 5 pL dessa mistura por cada pogo a ser utilizado, numa placa
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (AB™). Foi adicionado 1 yL de cada amostra
(solucdo de ADN extraido) ou controlo ao poco correspondente, segundo 0 mapa de placa
criado, e 6.5 yL de Tampéo Low TE (10mM Tris-HCL, 0.1mM EDTA, pH = 8.0) de forma a
perfazer o volume final definido para a amplificagdo de amostras seguras (12.5 pL). Para as
amostras seguras de sangue submetidas a amplificacdo direta, o procedimento foi idéntico,
mas ao invés de 1 uL de produto extraido, adicionou-se 1 ou 2 punchs, consoante a mancha
estivesse bem ou pouco impregnada, respetivamente, mantendo sensivelmente o mesmo
volume final de 12.5 L (Tabela 4).
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Tabela 3. Componentes e respetivos volumes adicionados a cada poc¢o para a reacdo de amplificacao
de amostras seguras de saliva. O mesmo se aplicou as amostras seguras de sangue que atravessaram

pela fase de extracéo e quantificacdo e que foram seguidamente amplificadas como amostras seguras.

Componentes da reacédo Volume (uL) por pogo a usar
GlobalFiler™ Master Mix 3.75
GlobalFiler™ Primer Mix 1.25
Solucéo de ADN extraido 1
TE 6.5

Volume final (pL) por pogo 12.5

Tabela 4. Componentes e respetivos volumes ou quantidades adicionados a cada po¢o para a reacao

de amplificagdo direta de amostras seguras de sangue.

Componentes da reacéo Volume (pL) ou quantidade por pogo a usar
GlobalFiler™ Master Mix 3.75
GlobalFiler™ Primer Mix 1.25
Mancha de sangue 1 ou 2 punches
TE 6.5
Volume final (uL) por poco 12.5

Ja para as amostras seguras de sangue que sofreram extracdo e quantificacao:

e e cujo processamento seguiu as condi¢cdes laboratoriais tipicas das amostras seguras,

foi aplicado o mesmo procedimento de amplificacéo relativo a Tabela 3;

e e cujo processamento seguiu as condi¢cdes laboratoriais de amostras problema, foi
preparada, na sala de pré-PCR de Amostras Problema, a mistura de reagentes
consoante os valores presentes na Tabela 5. Dessa mistura, foram dispensados 10
ML por cada pogo da placa a usar. A cada poco foi adicionado 1 pL de cada amostra
ou controlo, de acordo com o mapa de placa, e 14 L de TE de maneira a perfazer o

volume final definido para a amplificacdo de amostras problema (25 uL).
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Tabela 5. Componentes e respetivos volumes adicionados a cada poc¢o para a reacédo de amplificacao

de amostras seguras de sangue tratadas como amostras problema (volume final de amplificacdo 25

pL/pogo).

Componentes da reacédo Volume (uL) por pogo a usar
GlobalFiler™ Master Mix 7.5
GlobalFiler™ Primer Mix 25
Solucéo de ADN extraido 1
TE 14
Volume final (uL) por pogo 25

As placas foram seladas com MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips (AB™) e centrifugadas
levemente por 20s a 3000 rpm. Por fim, colocaram-se as placas num termociclador Veriti™
96-Well Thermal Cycler (AB™), na sala de PCR | RT PCR no qual decorreu a reacéo de
amplificacdo por PCR. O programa de amplificacdo selecionado no termociclador para as
amostras seguras de sangue e saliva foi o “GlobalFiler — Seguras — 27C” descrito na Tabela
6, e para as amostras seguras de sangue que foram tratadas como amostras problema foi o

“GlobalFiler — Vestigiais — 29C”, descrito na Tabela 7.

Tabela 6. Programa de amplificagdo “GlobalFiler — Seguras — 27C” selecionado no termociclador para

amostras seguras.

27 ciclos
Incubacéo inicial Desnaturacéo Annealing Extensao Final Hold
95°C, 1 min 94°C, 10 s 59°C, 90 s 60°C, 60 min 4°C, =

Tabela 7. Programa de amplificagdo “GlobalFiler — Vestigiais — 29C” selecionado no termociclador para

amostras seguras tratadas como amostras problema.

29 ciclos
Incubacéo inicial Desnaturacao Annealing Extensao Final Hold
95°C, 1 min 94°C, 10 s 59°C, 90 s 60°C, 10 min 4°C, =
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3.7. METODOLOGIA DE SEPARACAO E DETECAO DO PRODUTO AMPLIFICADO -

Aplicacdo nos sequenciadores automaticos 3500 e SeqStudio™

Terminada a amplificacdo, prepararam-se as amostras para aplicagdo em
sequenciador automatico. Na sala de Sequenciacdo e Separacdo de Fragmentos, foi entdo
preparada uma mistura contendo Hi-Di™ Formamide (AB™) e o standard interno GeneScan™
600 LIZ™ Size Standard v2.0 (AB™), de acordo com os valores indicados na Tabela 8.
Distribuiram-se 10 yL dessa mistura pelos pocos a usar numa nova placa MicroAmp™ Optical
96-Well Reaction Plate (AB™). Foi adicionado 1 yL do produto amplificado, controlo ou
GlobalFiler™ Allelic Ladder nos respetivos pocos, respeitando o mapa de placa previamente
elaborado. Findado o preenchimento da placa de aplicacdo, a mesma foi selada com uma
septa 96-Well Septa (AB™) e centrifugada brevemente para que o conteldo ficasse bem
misturado e reunido no fundo dos poc¢os. A placa foi depois colocada num termociclador
GeneAmp ® PCR System 2700 (AB™) a 95°C por 3 min para desnaturar as amostras e
imediatamente inserida no autosampler do sequenciador, para iniciar a corrida de eletroforese
capilar (Applied Biosystems, 2019f; PO-SGBF-C-012, 2021).

Tabela 8. Componentes e respetivos volumes adicionados a cada po¢o para aplicagdo das amostras

em sequenciador automatico.

Componentes da reacéo Volume (uL) por pogo a usar
Hi-Di™ Formamide 9.5
GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 0.5
Amostra (produto amplificado) 1
Volume final (uL) por poco 11

A separacao e detecao dos fragmentos amplificados foi realizada nos sequenciadores
automaticos SeqStudio™ Genetic Analyzer (AB™) e 3500 Genetic Analyzer (AB™).

No SeqStudio™, as configuragdes das placas e os parametros de corrida foram
selecionados diretamente no ecra tatil do equipamento com o SeqStudio™ Data Collection
Software v.1.2; ou através do computador associado ao sequenciador, no programa
SeqStudio™ Plate Manager, e importando depois o plate setup criado para o equipamento
através de pen USB. J& no 3500, essas propriedades foram definidas no computador

associado ao sequenciador através do 3500 Series Data Collection Software v2.

49



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

Em ambos os sequenciadores, foi selecionada a opcédo de médulo de corrida HID
Analysis (temperatura dos capilares a 60°C; voltagem de injecdo: 1.2kV; tempo de injecao:

10s; voltagem de corrida: 11 kV).

Para que as corridas decorressem através dos componentes adequados ao tipo de
analise de fragmentos HID, as mesmas foram realizadas, no SeqStudio™, utilizando o
cartucho SeqStudio™ Genetic Analyzer Cartridge v2 que contém o polimero universal POP-
1™ e capilares de 28 cm, enquanto no 3500, foram realizadas utilizando o polimero POP-4™
e capilares de 36cm.

O programa de controlo automatico da corrida e de recolha de dados utilizado no
SeqStudio™ foi 0 SeqStudio™ Data Collection Software v.1.2., ja no 3500 foi 0 3500 Series
Data Collection Software v2.

Terminadas as corridas, os eletroferogramas obtidos em ambos os sequenciadores,

foram analisados no GeneMapper™ |D-X Software v.1.6.

3.8. PARAMETROS ESTUDADOS

3.8.1. LIMIARES DE SENSIBILIDADE

| — LIMIAR ANALITICO (LA)

Para determinar este limiar, foram elaborados 32 negativos de amplificacdo contendo
apenas os reagentes do kit de amplificacdo GlobalFller™, sem adicdo de ADN (3.75 L
GlobalFiler™ Master Mix + 1.25 pL GlobalFiler™ Primer Mix + 7.5 yL tampé&o TE). Estes
brancos atravessaram depois por um programa de PCR de 27 ciclos, sendo aplicado, por fim,
1 pL de cada um, no SeqStudio™, juntamente com a mistura de aplicagdo (9.5 pyL Hi-Di™
Formamide + 0.5 pL GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0). Concluida uma primeira

injecao de cada negativo, foi feita uma reinjecdo de cada um, totalizando assim, 64 amostras.

Ap0s a obtencgéo dos eletroferogramas, com modulo de andlise a 1 RFU no GM para
todos os canais de cor, foi registado em folha de calculo Excel, o valor em RFU do pico mais
alto do ruido de fundo observado, em cada canal de cor (excetuando o canal do standard
interno) para todos os negativos. Com base nos valores obtidos, foram calculados os LA de

acordo com 3 métodos descritos em bibliografia, para cada canal de cor, nomeadamente:
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e A abordagem classica definida pela International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC, 1976), baseada na férmula proposta por Kaiser no ambito da quimica analitica
(Bregu et al., 2013; Kaiser, 1970):

LA=X+ 30

o X = média dos valores de ruido mais elevados observados para cada amostra

o o =desvio padrao associado aos valores de ruido observados

e A fdérmula de validacao proposta pelo SWGDAM (SWGDAM, 2010):
LA=2x (Hp-p)

o Hp = altura do pico de ruido mais alto (RFU)

o p = altura do pico de ruido mais baixo (RFU)

e A abordagem de validagdo proposta pelo Servigo de Biologia do Instituto Nacional de
Toxicologia e Ciéncias Forenses de Barcelona (INTCF-B), presente nas recomendacdes
do GHEP-ISFG (Crespillo et al., 2012):

LA = Q3+ 3 x (IQR)

o IQR = amplitude interquartil = Q3 — Q1
o Q3 =valordo 3° quartil ; Q1 = valor do 1° quartil

o Para determinar os quartis ordenaram-se os valores de RFU por ordem crescente

[l = LIMIAR DE STUTTER (LS)

Para determinar este limiar, devem ser avaliados, segundo as guidelines (Crespillo et
al., 2012; SWGDAM, 2010), pelo menos 150 EFs de amostras seguras de rotina, de individuos
diferentes, amplificadas com o kit de amplificacdo em questéo - no caso, o GlobalFiler™ - na
tentativa de observar todos os alelos abrangidos pelo ladder alélico e, portanto, todos os
stutters possiveis. E também aconselhado como ideal incluir nos célculos do LS, pelo menos
5 observacfes de cada alelo, para que os valores de LS obtidos sejam mais significativos e

mais préximos da realidade. Para efeitos de célculo s&do incluidos tanto sistemas
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homozigéticos como heterozigéticos de marcadores autossémicos, sendo que nestes Ultimos,
apenas devem ser considerados aqueles que possuam alelos com mais do que 1 unidade de
repeticdo de diferenca, para evitar efeitos aditivos provocados pelos eventuais stutter - e + do

alelo imediatamente seguinte ou anterior.

Os EFs séo obtidos utilizando ja como médulo de analise no GM, o valor de LA

previamente determinado, e eliminando manualmente picos partidos e artefactos OL.

Seguidamente, séo registados em folhas de calculo Excel - uma para cada marcador
autossOmico - todos os alelos (contabilizaveis) observados e as alturas dos seus picos (RFUs)
em cada amostra, bem como os RFUs dos seus produtos stutters correspondentes. E depois
calculado o valor de stutter, para cada alelo, em cada amostra, utilizando a seguinte formula:

Proporcgéo de stutter aeio (%) = (RFU stutter / RFU aei0) X 100

Calcula-se entdo a média dos valores de stutter obtidos no passo anterior e 0s
respetivos desvios padrao em cada marcador genético, para que se possa determinar o valor

final de LS para cada locus, aplicando a férmula final de céalculo:

LS marcador (%) = X + 30

e X = média dos valores de stutter obtidos para os alelos encontrados no marcador autossémico
em questao

e 0o =desvio padréo associado aos valores acima mencionados

Conforme referido, para que o calculo do LS seja o mais representativo possivel de
cada marcador, seria desejavel incluir no célculo, stutters para todos os alelos frequentes na
populacdo para o locus em questdo e abrangidos pelo ladder alélico. Contudo, segundo a
experiéncia do SGBF-C em estudos de validacdo interna prévios de equipamentos de EC,
tem vindo a notar-se que, mesmo analisando um namero significativo de amostras (cerca de
150), ndo tem sido possivel observar todos os alelos de cada locus, pelo que os LS obtidos
nos célculos do servico, além de se demonstrarem sempre discrepantes e tendencialmente
abaixo (ANEXO 1) dos valores recomendados pelo fabricante, ndo representardo tao
fidedignamente o comportamento de stutter de cada marcador comparativamente aos valores
determinados pelo fabricante, cuja amostragem tera sido mais abrangente, envolvendo a

totalidade dos alelos.

52



Validacdo do equipamento Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer

Assumindo que os célculos realizados pelos fabricantes dos kits de amplificacdo nos
estudos de validacdo de desenvolvimento serdo mais rigorosos e, portanto, mais
representativos da realidade, o SGBF-C tem vindo a adotar, como filtro de stutter no GM, os
valores de LS por eles recomendados (Applied Biosystems, 2019f), aplicando-os atualmente
no 3500 (Tabela 9 — valores da coluna “3500”) (RV-SGBF-C-006, 2020).

Posto isto, para a obtencdo de todos os EFs do SeqgStudio™ no presente trabalho
(excetuando os EFs utilizados para determinar o LA), foram introduzidos como mdédulo de
andlise no GM, os valores de LS estabelecidos pela Applied Biosystems para cada marcador
autossoémico do kit GlobalFiler™, que se encontram abaixo indicados na coluna “SeqStudio™”
da Tabela 9.

Tabela 9. Valores de LS estabelecidos para os marcadores autossémicos do kit GlobalFiler™ segundo
os estudos de validacao de desenvolvimento realizados pelo fabricante, aplicaveis como filtro de stutter
no 3500 e no SeqStudio™ (Applied Biosystems, 2019f; RV-SGBF-C-006, 2020).

GlobalFiler™

LS fabricante (%)

Sistema .
3500 SeqStudio™

D3S1358 12.45 10.98
VWA 12.33 10.73
D16S539 10.17 9.48
CSF1PO 11.40 8.77
TPOX 5.43 5.55
D8S1179 10.20 9.60
D21S11 11.42 10.45
D18S51 13.47 12.42
D2S441 8.75 8.10
D19S433 10.58 9.97
THO1 5.24 4.45
FGA 11.96 11.55
D22S51045 17.30 16.26
D5S818 10.84 9.16
D13S317 9.98 9.19
D75820 10.21 8.32
SE33 14.42 14.49
D10S1248 12.50 11.46
D1S1656 13.08 12.21
D12S391 15.08 13.66
D2S1338 13.14 11.73
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De modo a comprovar a efetiva adequacéo de tais valores de LS (coluna “SeqStudio™”
da Tabela 9) a um filtro de stutter futuramente aplicavel no GM aquando da analise de
amostras amplificadas com GlobalFiler™ e corridas no SeqStudio™, nas condi¢des
laboratoriais do SGBF-C, compararam-se 0s perfis das mesmas amostras obtidos tanto no
3500 como no SeqStudio™, aquando da realizacdo dos estudos comparativos (explicados na
seccdo 3.8.2.), verificando se foram descartados os mesmos stutters e realizadas as mesmas

atribuicBes alélicas.

lIl = LIMIAR ESTOCASTICO (LE)

Para determinar este limiar, recorreu-se a 2 amostras seguras de sangue (A e B)
selecionadas pelo elevado nimero de heterozigotias que apresentavam (os seus perfis tinham
ja sido previamente determinados por colaboradores, no 3500, em contexto de rotina, sendo
0 seu gendtipo conhecido a priori).

As 2 amostras foram extraidas com PrepFiler Express™ e seguidamente quantificadas
com Quantifiler™ Trio. A quantificacéo foi realizada para confirmar se as solu¢ées de ADN
extraido da amostra A e B possuiam uma concentracdo elevada de ADN total (de
aproximadamente 2.5 ng/uL) passivel de ser submetida as diluicdes pré-PCR seguidamente
mencionadas; e para que, com base na concentracdo de ADN total nelas presente, se
pudessem calcular os volumes (uL) a aliquotar dessas solugdes iniciais e de TE a pipetar,

para a preparagao de cada uma das diluigdes.

Foram realizadas 6 diluicbes seriadas de 1:2 em ambas as amostras, para se obterem
concentracdes de, aproximadamente, 1,250 ng/uL, 0,625 ng/uL, 0,313 ng/uL, 0,156 ng/uL,
0,078 ng/uL e 0,039 ng/uL, por forma a garantir gue em algum momento, surgissem situacdes
de drop-out alélico. Cada diluicao preparada (A1, A2, A3, A4, A5, A6 e B1, B2, B3, B4, B5,
B6) foi também quantificada com Quantifiler™ Trio para confirmar a proximidade da

concentracao “real” de ADN total presente vs. a esperada.

Cada diluicéo (A1-6 e B1-6) foi amplificada com GlobalFiler™ em duplicado (2 réplicas
de cada diluicdo — repl e rep2) tanto com o volume de amplificacdo e nimero de ciclos de
PCR definidos para amostras seguras (12,5uL, 27 ciclos) como para amostras problema
(25uL, 29 ciclos), em placas diferentes. Por fim todas as amostras foram aplicadas no
SeqStudio™.
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Os EFs foram obtidos utilizando ja como modulo de analise no GM, o valor de LA
determinado experimentalmente para o SeqStudio™ e o LS do fabricante, e deles foram
depois manualmente eliminados picos partidos, artefactos OL, picos stutter que néo foram

filtrados por estarem ocasionalmente elevados e eventuais picos contaminantes.

Para o céalculo do LE seguiu-se a abordagem da (SWGDAM, 2010, 2017) que,
relativamente & maior diluicdo sem ocorréncia de drop-out alélico, considera o valor médio,
em RFU, dos alelos maiores (em intensidade de sinal, RFU) dos sistemas heterozigéticos
onde ocorreu drop-out na diluicdo seguinte. Esta abordagem foi aplicada a ambas amostras
(A e B), determinando-se um valor de LE para cada uma, e para cada condicédo laboratorial
aplicada (procedimento de amostras seguras: 12,5uL, 27 ciclos; procedimento de amostras
problema: 25uL, 29 ciclos) para averiguar eventuais diferencas nos efeitos estocasticos
sofridos. De salientar que sistemas heterozig6ticos sdo possiveis unicamente nos marcadores
autossdmicos e na AMEL, sendo estes os loci contabilizados na andlise dos EFs para
determinacgéo do LE.

IV — LIMIAR DE DESEQUILIBRIO DE HETEROZIGOTICOS (LD)

Para determinar este limiar, foram corridas no SeqStudio™, 112 amostras seguras de
individuos diferentes, amplificadas com GlobalFiler™, das quais 29 eram de sangue, 82 de
saliva e 1 correspondia ao controlo positivo da amplificagdo DNA Control 007 incluido no kit

GlobalFiler™,

Os EFs foram obtidos utilizando j& como médulo no GM, o valor de LA determinado
experimentalmente para o SeqStudio™ e o LS do fabricante, e deles foram depois

manualmente eliminados picos partidos, artefactos OL e eventuais picos contaminantes.

Seguidamente, foram registados em folhas de calculo Excel - uma para cada marcador
autossOmico - todos os alelos observados nos loci heterozig6ticos dos perfis obtidos e as
alturas dos seus picos (RFUs) em cada amostra. Paralelamente, realizou-se 0 mesmo
procedimento, mas contabilizando apenas os alelos em sistemas heterozig6ticos que diferiam
em mais do que 1 unidade de repeticdo, para evitar efeitos aditivos provocados pelos

eventuais stutter - e + do alelo imediatamente seguinte ou anterior.
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Foi depois calculado o valor, em percentagem, da proporcao entre as alturas de cada
par alélico, de todos os sistemas heterozigbticos encontrados nas amostras, utilizando a

seguinte formula:

PI’OpOI’(}é.O de a|tUI‘a (%) = (RFU pico menor / RFU pico maior) X 100

Por fim, foi calculado o valor final de LD para cada marcador genético com base nas
médias dos valores de propor¢éo de altura determinados para o0 mesmo marcador em todas

as amostras, bem como os respetivos desvios padrao, seguindo a férmula abaixo:

LD marcador (%) =X-30

e X =média dos valores de propor¢éo de altura calculados para o marcador em questéo

e 0 = desvio padrdo associado aos valores acima mencionados

3.8.2. ESTUDOS COMPARATIVOS SeqStudio™vs. 3500

As 112 amostras utilizadas para a determinacdo do LD (sec¢éo 3.8.1. — V), foram
igualmente aplicadas para fins comparativos, tendo sido corridas tanto no SeqStudio™ como

no 3500, nas mesmas condi¢des de eletroforese.

Os EFs foram obtidos utilizando como modulos de analise no GM, os limiares de
sensibilidade correspondentes a cada equipamento - para o SeqStudio™, os limiares
determinados no presente trabalho; e para o 3500, os limiares estabelecidos pelo SGBF-C
para utilizacdo com o GlobalFiler™, na sua Ultima validacdo (RV-SGBF-C-006, 2020): LA =
70, LE = 200, LS do fabricante presentes na Tabela 9 — valores da coluna “3500” e LD = 50%.

Dos EFs obtidos foram eliminados manualmente picos partidos, artefactos OL e

eventuais picos contaminantes.

Procedeu-se, por fim, a comparacdo dos perfis gerados pelos dois equipamentos de

EC, para cada amostra, avaliando a correspondéncia (ou ndo) genotipica obtida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. LIMIAR ANALITICO (LA)

Das 64 amostras analisadas, observou-se uma que apresentava picos de ruido com
valores atipicos, na ordem dos 500 e dos 1000 RFU, em todos os canais de cor,
provavelmente resultantes da eventual presenca de sujidade ou cristais de polimero que terdo
gerado disparos andmalos de fluorescéncia. Para evitar, a introducéo de valores erréneos nos
célculos do LA, essa amostra ndo foi contabilizada nos célculos. Sendo assim, para a
determinagéo do LA foram analisados os EFs de 63 negativos de amplificagdo. No ANEXO I,
encontra-se o perfil de ruido obtido para um dos canais de cor de uma das amostras, como
exemplificativo do tipo de EFs analisados nesta secg¢éo.

A Tabela 10 apresenta os valores de LA obtidos para cada canal de cor do kit
GlobalFiler ™, por cada um dos 3 métodos de célculo utilizados. Segundo as guidelines do
SWGDAM, o laborat6rio pode optar por um Unico valor de LA aplicavel a todos os painéis de
cor ou por um valor de LA para cada painel. Por questfes de praticidade, o SGBF-C opta
sempre por um LA aplicavel a todo o EF. Pretendendo-se definir um limiar Unico para utilizar
em todos os canais de cor, foi registado o valor mais elevado de LA observado em cada

férmula de célculo (“LA fina”).

Tabela 10. Valores de LA obtidos em cada painel de cor, utilizando o kit GlobaFiler™. Na coluna a

direita estdo os maiores valores de LA observados para cada uma das 3 férmulas de célculo utilizadas.

. AZUL VERDE VERMELHO ROXO LA final
LA 79

(IUPAC + Kaiser) 51,59 78,64 42,51 28,03 48,50

LA
(SWGDAM) 92 142 194 110 96 194
o 76 102 17 15 60 102

(INTCF-B + GHEP-ISFG)

ApoOs a andlise dos resultados, verificou-se uma maior proximidade e concordancia
entre os valores obtidos para os diferentes painéis de cor pela formula de calculo da IUPAC

+ Kaiser.
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Tendo também em conta que um LA demasiado elevado aumenta o risco de descartar
picos verdadeiramente alélicos que se encontrem com pouco sinal (por ex. devido a
pertencerem a um contribuinte minoritario ou por simplesmente a amostra possuir pouco
ADN), confundindo-os com ruido (falsos negativos), considerou-se que seria melhor optar por
estabelecer um valor de LA mais conservador. O LA fna mais baixo observado foi obtido
segundo a abordagem IUPAC + Kaiser (79 RFU).

Além disso, o valor obtido por essa mesma abordagem, € o mais préximo do valor
recomendado por defeito pelos fabricantes (50 RFU). Tendo em vista que o valor de LA fina de
79 RFU, mesmo sendo 0 mais baixo observado, é superior ao tipicamente recomendado, ndo
se colocam duvidas sobre se o seu valor sera demasiado baixo ao ponto de incluir demasiados
artefactos e ruido de fundo ocasionalmente elevado (falsos positivos), que possam tornar a
andlise e interpretacdo dos picos pelo perito demasiado macadora.

Sendo suficientemente elevado para filtrar picos de ruido, mas ndo demasiado elevado
ao ponto de excluir informacgéo alélica dos EFs. um LA de 79 RFU parece ser, portanto,
adequado para distinguir com seguranca, nas condi¢cfes laboratoriais do SGBF-C, entre picos
efetivamente produtos da PCR (alélicos ou ndo) e meros picos de ruido de fundo produzidos

pelo préprio SeqStudio™ e pelos reagentes aplicados.

Foi assim decido que se utilizaria o valor de LA resultante da abordagem IUPAC +
Kaiser (79 RFU). Uma vez que a definicdo deste valor é flexivel, o mesmo foi arredondado
para 80 RFU.

Este valor (LA = 80 RFU) devera entdo ser introduzido como modulo de analise no
GM para todos os canais de cor, aquando da analise de EFs de amostras amplificadas com
GlobalFiler™ e corridas no SeqStudio™. Assim, aplicando este valor, serdo apenas exibidos
nos EFs, os picos detetados acima de 80 RFU; os restantes picos (< 80 RFU) serdo
automaticamente descartados pelo GM, devido a elevada probabilidade de corresponderem
a ruido de fundo produzido pelo préprio instrumento e pelos reagentes utilizados, evitando-
se, desta forma, a introducao desnecesséria de duvidas na atribuicdo genotipica. Este limiar
€ um dos parametros mais importantes para a validacdo uma vez que todo o procedimento

de validacao foi realizado tendo como base este valor.
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4.2. LIMIAR DE STUTTER (LS)

Analisando os valores de LS estipulados pelo fabricante, presentes na Tabela 9,
observou-se que o0 marcador D22S1045 possui 0 maior valor de LS, podendo concluir-se que
0s seus alelos produzirdo produtos stutter mais elevados em RFU, que os restantes
marcadores, em relacdo ao alelo principal. Tendo em conta que os alelos do D2251045
possuem unidades de repeticdo trinucleotidicas, e que os restantes marcadores da tabela
possuem motivos de repeti¢do tetranucleotidicos (NIST, 2015), confirma-se que a ocorréncia
de stutters é efetivamente mais pronunciada, quanto menores forem as unidades de repeticao,
conforme referido na introducdo e amplamente descrito em bibliografia. Comprovada a maior
percentagem de formacdo de stutter em STRs trinucleotidicos comparativamente aos
tetranucleotidicos, faz sentido que os fabricantes dos kits de amplificacdo para fins forenses
optem pela utilizacdo preferencial destes ultimos, na tentativa de gerar perfis que induzam

menores davidas interpretativas.

Além da observagédo acima, comprovou-se também, com base na comparacdo dos
perfis das mesmas amostras obtidos no 3500 e no SeqStudio™, que os valores de LS
recomendados pela Applied Biosystems para 0s marcadores autossOmicos do kit
GlobalFiler'™ no SeqStudio™ (coluna “SeqStudio™” da Tabela 9) sédo efetivamente
adequados para aplicar no GM como filtro de stutter no novo equipamento. Essa constatagéo
encontra-se detalhadamente explicada na seccéo de resultados e discusséo 4.5. Estudos

Comparativos SeqStudio™ vs. 3500.

4.3. LIMIAR ESTOCASTICO (LE)
Apobs extensiva andlise dos EFs gerados pelo SeqStudio™, para cada diluicdo da

Amostra A e B, elaboraram-se as tabelas abaixo para facilitar a visualizacao das situacdes de

drop-out, e dos marcadores e concentragdes de ADN o €M que as mesmas ocorreram.
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Tabela 11. Gendtipos identificados em cada marcador contabilizado para os céalculos do LE, em cada uma das 6

diluicbes da Amostra A tratadas como amostras seguras (12,5 yL de volume de amplifica¢éo e 27 ciclos de PCR).

Indicagédo dos resultados da quantificacdo da solucéo inicial de ADN extraido da Amostra A e das diluigbes a partir

dela preparadas, bem como as concentragdes esperadas para essas mesmas diluicdes.

Resultado quantificacdo Amostra A = 1,5139 ng/ul

125 uLi27 ciclos, 10s Diluigéo 1 Diluigdo 2 Diluicdo 3 Diluigo 4 Diluicdo 5 Diluico 6
Alrepl | Alrep2 | A2repl | A2rep2 | A3repl | A3rep2 | Adrepl | Adrep2 | ASrepl | ASrep2 | A6repl | A6 rep2
ADN total (ng/l) 1250 vs. 0,7328 0,625 vs. 0,4226 0,313 vs. 0,5416 0,156 vs. 0,0894 0,078 vs. 0,0462 0,039 vs. 0,0234
esperada vs. real
Amelogenina X X X X X X X X X X X
D351358 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 17 15
VWA 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 17 14,17
D165539 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
CSF1PO 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10 10
TPOX 8,1 8,1 8,1 8,1 8,1 8,11 8,11 3 11
D8S1179 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13 13 13,14 14 13,14
D21511 31,322 31,322 31,322 31,322 31,322 31,322 31,322 31,322 322
D18551 17,18 17,19 17,19 17,19 17,19 17,19 17 19 17
10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11
12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 13 12
6,93 6,93 6,93 6,93 6,93 6,93 6,93 6
20,22 20,22 20,22 20,22 20,22 20,22 20 20 22
D2251045 12,17 12,17 12,17 12,17 12,17 12,17 12,17 12,17 12
D55818 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12 12
D138317 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14
D75820 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12 10,12
SE33 17,282 17,282 17,282 17,282 17,282 17,282 17 17,282
D1051248 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13 13
D151656 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 15,17 17 15,17 15,17 17
D125391 20,23 20,23 20,23 20,23 20,23 20,23 20 20,23 20,23
D251338 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22
Alelos detetados 42 42 42 42 42 42 5 36 36 14 13

Tabela 12. Gendtipos identificados em cada marcador contabilizado para os célculos do LE, em cada uma das 6

diluicbes da Amostra B tratadas como amostras seguras (12,5 yL de volume de amplificagdo e 27 ciclos de PCR).

Indicacgao dos resultados da quantificacéo da solucao inicial de ADN extraido da Amostra B e das dilui¢8es a partir

dela preparadas, bem como as concentra¢cdes esperadas para essas mesmas diluigdes.

Resultado quantificacdo Amostra B = 2,3871 ng/pl

125 pLi27 ciclos, 10s Diluigdo 1 Diluigdo 2 Diluigdo 3 Diluigdo 4 Diluigdo 5 Diluigdo 6
Birepl | Birep2 | B2rep1 | B2rep2 | B3rep1 | B3rep2 | Bdrepl | Bdrep2 | B5repl | BGrep2 | B6 repi | B6 rep2
ADN el (ng/pl) 1,250 vs. 1,0227 0,625 vs. 0,4272 0,313 vs. 0,2000 0,156 vs. 0,1253 0,078 vs. 0,0489 0,039 vs. 0,0261
esperada vs. real
Amelogenina XY XY XY XY XY XY XY Y X
D351358 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15,16 15,16 -
VWA 16, 17 16, 17 16, 17 16, 17 16, 17 16, 17 16,17 17 17
D165539 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 11 10
CSF1PO 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 11 1,12 12
TPOX 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 12 12 -
D8S1179 8,12 8,12 8,12 8,12 8,12 8,12 8,12 12
D21811 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312
D18551 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12 12 12,15
10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 -
13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13 -
9,93 9,03 9,03 9,03 9,03 9,03 9.3
21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21 -
D2251045 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15 16 15, 16
D5S818 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12 12
D138317 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 8,11 g, 11 2N
D75820 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9 9,10 -
SE33 19,232 19,232 19,232 19,232 19,232 19,232 19,232 232
D1051248 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15
D151656 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12 12
D125391 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 18, 24 24 18,24
D251338 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 19 16,19 16, 19
Alelos detetados 44 44 44 44 44 44 32 20 22
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Tabela 13. Gendtipos identificados em cada marcador contabilizado para os célculos do LE, em cada uma das 6

diluicdes da Amostra A tratadas como amostras problema (25 pL de volume de amplificacdo e 29 ciclos de PCR).

Indicacdo dos resultados da quantificacdo da solucéo inicial de ADN extraido da Amostra A e das diluicdes a partir

dela preparadas, bem como as concentracdes esperadas para essas mesmas dilui¢des.

Resultado quantificacdo Amostra A = 1,5139 ng/ul

25 w129 ciclos, 10s Diluicio 1 Diluicio 2 Diluicio 3 Diluicio 4 Diluicio 5 Diluicio 6
Alrepl | AMrep2 | A2repl | A2rep2 | A3repl | A3rep2 | Adrepi | Adrep2 | AGrep1 | ASrep2 | A6 repl | A6 rep2
e’:gga";": ngfi)al 1,250 vs. 0,7328 0,625 vs. 0,4226 0,313 vs. 0,5416 0,156 vs. 0,0894 0,078 vs. 0,0462 0,039 vs. 0,0234
Amelogenina X X X X X X X X X X
D351358 15,17 15, 17 15, 17 15,17 15, 17 15,17 15, 17 15,17 15,17 15,17
vWA 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17 14,17
D165539 a 9 9 — 9 9 9 9 a 9 - 9
CSF1PO 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 - 10, 12
TPOX a1 a1 g8 n — a1 gn an an a1 31 - 81
D&51179 13,14 13,14 13,14 - 13,14 13,14 13,14 13, 14 13,14 13,14 - 13
D21511 31,322 31,322 31,322 — 31,322 31,322 31,322 31,322 31,322 322 - 31,322
D18551 17,19 17,19 17,19 — 17,19 17,19 17,19 17,19 17,19 17,19 - 19
10,11 10,11 10, 11 10, 11 10, 11 10,11 10, 11 10,11 10, 11 - 10,11
12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 - 12,13
6,93 6,93 6,93 — 6,93 6,03 6,93 6,93 6,93 6,93 - 6,93
20,22 20,22 20, 22 20,22 20, 22 20,22 20, 22 20,22 20,22 - 20,22
D2251045 12,17 12,17 12,17 — 12,17 12,17 12,17 12,17 12 12,17 - 12,17
D55818 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 - 12,13
D138317 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13 - 13, 14
D75820 10, 12 10, 12 10, 12 — 10,12 10, 12 10, 12 10, 12 10,12 10,12 - —
SE33 17,282 17,282 17,282 — 17,282 17,282 17,282 17.282 17,282 17 - 17,282
D1051248 13,15 13,15 13,15 — 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 - 13,15
D151656 15, 17 15,17 15, 17 — 15,17 15, 17 15,17 15, 17 15,17 15 - 15
D125391 20,23 20,23 20,23 20,23 20, 23 20,23 20,23 - 20,23 - 20
D251338 22,25 22,25 22,25 — 22,25 22,25 22,25 22,25 22,25 22 - 22,25
Alelos detetados 42 42 42 — 42 42 42 42 39 7 0 42

Tabela 14. Gendtipos identificados em cada marcador contabilizado para os célculos do LE, em cada uma das 6

diluicdes da Amostra B tratadas como amostras problema (25 pL de volume de amplificacdo e 29 ciclos de PCR).

Indicacdo dos resultados da quantificacao da solucgéo inicial de ADN extraido da Amostra B e das diluigdes a partir

dela preparadas, bem como as concentracdes esperadas para essas mesmas diluicdes.

Resultado quantificagdo Amostra B = 2, 3871 ng/pl

Diluicdo 1 Diluigio 2 Diluicio 3 Diluiciio 4 Diluiciio 5 Diluiciio 6
25 Lj29 ciclos, 105 Blrepl | Birep2 | B2rep1 | B2rep2 | B3rep1 | B3rep2 | Bdrep1 | Bdrep2 | BS5rep1 | B5rep2 | B6 rep1 | B6 rep2
;[;Zrﬂ:‘};g:sla)l 1,250 vs. 1,0227 0,625 vs. 0,4272 0,313 vs. 0,2000 0,156 vs. 0,1253 0,078 vs. 0,0429 0,039 vs. 0,0261
Amelogenina XY - XY - XY XY XY XY XY XY XY XY
D351358 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16
vWA 16, 17 16,17 16, 17 16, 17 16,17 16, 17 16,17 16,17 16,17 16
D165539 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10,11 10, 11 - 10
CSF1PO 11,12 11,12 11,12 11,12 11,12 11,12 11,12 11,12 11,12 11
TPOX 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12 9,12
D851179 8,12 8,12 8,12 8,12 12 8 12 8,12 8,12 8,12 8,12
D21511 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312 28,312
D18551 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 12,15 15
10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11 10,11 10, 11 10, 11 10, 11 10, 11
13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15
5,03 9,93 9,93 9,03 8,03 9,93 9,03 8,83 9,03 8,03
21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 21,22 22
D2251045 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15, 16 15,16 15, 16
D55818 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13
D138317 g1 8,11 811 8 11 811 8 11 8, 11 81 g 11 11
D75820 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9 9,10 9,10 9,10
SE33 19,23.2 19,23.2 19,232 19,23.2 19,232 19,23.2 19,232 19,23.2 19,23.2 19,232
D1051248 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15 14,15
D151656 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13 12,13
D125391 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 18,24 24 24
D251338 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19 16, 19
Alelos detetados 44 44 44 44 44 44 43 44 M 37
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O facto de em algumas dilui¢cGes iniciais nao ter sido detetado qualquer alelo, deve-se
a erros de pipetagem. Contudo, houve sempre um duplicado da mesma diluicdo contendo
todos os alelos, compensando a falta de informacao genética da outra réplica e garantindo a

manutencédo de um perfil completo.

Na diluicdo A4 rep2 tratada como amostra segura, apesar de terem sido identificados
poucos alelos, conclui-se que esta situagdo se devera também a um erro de pipetagem tendo
em conta que no seu duplicado (A4 repl) surgiam ainda todos os alelos e que véarios dos
supostos alelos desaparecidos nesta amostra ressurgiram depois na diluicdo seguinte (A5).

Assim, com base na analise das tabelas acima apresentadas, facilmente se percebe
gue situacdes de drop-out comecaram a ocorrer a partir da Diluicdo 5, em ambas as amostras
A e B tratadas tanto como seguras como problema, o que demonstra que os efeitos
estocésticos se fazem sentir de modo semelhante em ambas as tipologias de processamento
e que comegam a surgir sensivelmente a partir de concentracdes de ADN total de 0,078 ng/uL.
Tendo esta evidéncia em consideracdo e consultando os valores de concentragéo obtidos na
fase de quantificacdo, conclui-se que o SegStudio™ é capaz de gerar perfis completos para
amostras contendo até uma concentracdo minima de ADN total de sensivelmente
0.0894ng/uL, concentragdo essa bem menor que a tipicamente recomendada para obter perfis

completos (0.5 — 2.5 ng/uL).

Através das tabelas elaboradas (Tabelas 11, 12, 13 e 14), e por forma a seguir a
abordagem da SWGDAM, consultaram-se os EFs das diluicbes maiores sem ocorréncia de
drop-out (DiluigBes 4), registaram-se as maiores intensidades de sinal (RFU) detetadas nos
marcadores heterozig6ticos onde ocorreu drop-out na diluicdo seguinte e calculou-se como
LE, o valor médio, em RFU, para cada amostra, e para cada tipologia de processamento

laboratorial. Obtiveram-se assim os valores de LE abaixo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de LE obtidos para a Amostra A e B nas condi¢cfes laboratoriais de amostras

seguras (12,5uL, 27 ciclos) e problema (25uL, 29 ciclos).

GlobalFiler™

Vol. Amplificagéo, Média (RFU) Média (RFU) Média (RFU) por
nr. ciclos PCR Amostra A Amostra B tratamento laboratorial
12,5uL, 27 ciclos 418 252 335
25uL, 29 ciclos 375 332 354
Média total (RFU) 344
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Comparando o valor de LE correspondente ao processamento laboratorial tipicamente
aplicado a amostras seguras (335 RFU) com o correspondente ao do tratamento aplicado nas
problema (354 RFU), ndo se notabiliza uma discrepancia significativa que justifigue o
estabelecimento de valores de LE individuais para cada tipo de condicao laboratorial a que se
recorre no SGBF-C. Além disso, o0 SGBF-C tem vindo a adotar um Unico valor de LE, para
efeitos de analise e interpretacao de perfis de amostras amplificadas com o mesmo kit e no
mesmo equipamento de EC. Posto isto, o valor de LE a ser estabelecido no SGBF-C para
amostras amplificadas com GlobalFiler™ e corridas no SeqgStudio™, devera ser a média total
dos LE calculados, 344 RFU. Sendo a defini¢cdo deste valor flexivel e por forma a estabelecer
um valor que seja numericamente mais facil de instituir no processo de andlise e interpretacao
de perfis, 0 mesmo foi arredondado para 340 RFU. Apesar dos valores tipicamente definidos
para LE rondarem, de acordo com a bibliografia, os 150 e os 200 RFU, o SegStudio™, por se
tratar de um equipamento recente (2017), sera a partida mais sensivel que os equipamentos
de EC até ai existentes, o0 que justificard o estabelecimento de um LE superior.

Este valor (LE = 340 RFU) devera assim:

e ser aplicado como médulo de analise no GM para todos os canais de cor dos EFs
aquando da andlise de amostras amplificadas com GlobalFiler™ e corridas no
SeqgStudio™. Desta forma, sempre que o GM detetar picos com intensidade de sinal <
340 RFU, num determinado marcador, acusard um sinalizador de qualidade para
alertar o operador quanto a possibilidade daquele locus ter sofrido acentuados efeitos

estocasticos que tenham levado ao drop-out de um eventual alelo irmao;

e ser utilizado como critério de interpretacéo nos perfis gerados pelo SeqStudio™ para
amostras amplificadas com GlobalFiler™, particularmente em situacdes onde os
efeitos estocasticos sdo mais significativos (amostras com ADN vestigial e/ou misturas
com contribuintes minoritarios), para auxiliar o perito a determinar, com confianca
fundamentada, o gendtipo completo ou parcial das mesmas. Assim, caso um pico
alélico, num determinado sistema heterozigético, possua > 340 RFU podera admitir-
se com seguranga suficiente que ndo ocorreu drop-out de um eventual alelo irméo,
pois acima desse valor uma perda alélica sera improvéavel, pelo que a presenca de um
s6 alelo, no locus, representara, seguramente, um genétipo homozigotico. Caso o pico
alélico detetado possua < 340 RFU (encontrando-se na “zona cinzenta”) o perito deve
ter em atencdo que um eventual alelo irméo podera ter sofrido drop-out, pelo que o
genadtipo observado no locus em questdo poderd estar incompleto, ficando apenas

parcialmente concluido para aquele marcador. E de notar que em perfis genéticos
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singulares (derivados de amostras seguras), existindo 2 alelos abaixo do LE num
determinado locus, o seu genoétipo para esse marcador podera ser garantidamente
assumido como heterozigético, 0 que ndo € possivel nos perfis de amostras

problemas.

4.4, LIMIAR DE DESEQUILIBRIO DE HETEROZIGOTICOS (LD)

Os valores de LD final calculados para cada marcador genético sdo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16. Valores de LD obtidos para cada marcador autossémico, contabilizando todos os picos
alélicos dos sistemas heterozigéticos encontrados nos perfis (& esquerda) vs. contabilizando apenas

0s picos alélicos que diferiam em mais do que 1 unidade de repeticdo (a direita).

GlobalFiler™
LD (%)

Sistema Todos os pares alélicos Apenas pares alélicos com mais do
P gue 1 unidade de repeticdo entre si

D3S1358 75.32 73.42
VWA 71.41 69.47
D16S539 70.94 68.83
CSF1PO 71.24 65.80
TPOX 73.01 73.48
D8S1179 73.78 73.11
D21S11 73.72 74.73
D18S51 71.35 70.33
D2S441 76.40 76.93
D19S433 76.45 74.06
THO1 78.89 78.32
FGA 78.12 77.04
D22S51045 69.52 65.98
D5S818 67.66 76.29
D13S317 76.88 76.33
D7S820 76.36 75.13
SE33 66.92 65.69
D10S1248 70.43 68.19
D1S1656 73.58 73.90
D12S391 71.68 69.19
D2S1338 69.96 70.29
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Os valores obtidos, em ambas as situacdes, sdo consistentes com o descrito em
bibliografia para amostras seguras (um anico contribuinte e quantidade adequada de ADN),
uma vez que se observam valores sempre superiores a 60%, transparecendo um normal

desbalanceamento entre alelos num mesmo locus.

Numa avaliagdo mais profunda, observa-se que o valor mais elevado de LD surge
associado ao marcador THO1, o que faz sentido tendo em conta que o seu intervalo de
possibilidades alélicas (i.e., de polimorfismos) é o menor dos marcadores autossémicos
amplificados pelo GlobalFiler™ (ver Figura 7), acabando os alelos irm&os nele presentes por
ser frequentemente muito proximos em termos de comprimento e, portanto, com maior
semelhanca de alturas entre os seus picos (maior equilibrio alélico), uma vez que a

Polimerase os consegue amplificar de modo semelhante.

De maneira oposta, verifica-se que o valor mais baixo de LD surge associado ao
marcador SE33, o que também faz sentido tendo em conta tratar-se de um dos marcadores
mais polimérfico do GlobalFiler™ (ver Figura 7), acabando por se observar maior variedade
e distanciamento em termos de comprimento, entre alelos irmaos. Ora quanto mais afastados
eles forem, a Polimerase conseguird mais eficientemente amplificar um alelo (0 menor) em
detrimento do outro, provocando uma maior discrepancia entre as alturas dos seus picos nos

EFs (menor balanceamento alélico).

Averigua-se também que os valores de LD calculados contabilizando as intensidades
de sinal de todos os alelos irmados (incluindo os numericamente seguidos), apesar de
relativamente semelhantes, sdo tendencialmente superiores aos dos que foram calculados
levando apenas em consideracao as proporc¢des entre os RFUs de alelos irmaos distanciados
por mais do que 1 unidade de repeticdo. Esta apuracéo faz sentido uma vez que, alelos irméaos
que difiram entre si por 1 unidade de repeticdo, estdo sujeitos a apresentar valores de RFU
artificialmente elevados pelo eventual stutter + do alelo imediatamente anterior e/ou pelo
eventual stutter - do alelo imediatamente seguinte, o que se traduzira em valores de LD
falsamente superiores, ao incluir nos célculos estes sistemas heterozigéticos. Assim sendo,
consideram-se mais corretos os valores de LD obtidos contabilizando apenas pares de picos

alélicos com mais do que 1 unidade de repeticéo de diferenca (coluna direita da Tabela 16).

Segundo as recomendagfes da (SWGDAM, 2010, 2017) cada laboratério pode optar
tanto por aplicar no seu software de analise de EFs e como critério de interpretacéo de perfis,
valores de LD individualmente para cada locus, ou alternativamente, um Unico valor de LD

aplicavel a todos os loci. Por questdes de praticidade, e para diminuir a morosidade na andlise
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de perfis, 0 SGBF-C tem vindo a optar pelo estabelecimento de um valor singular de LD. Posto
isto, foi decidido que se utilizaria o valor de LD minimo obtido (o correspondente ao marcador
SE33 na Tabela 16), uma vez que foi esse o valor que traduziu o desbalanceamento maximo
possivel entre picos alélicos de um locus heterozigético, que podera ser aceite e expectavel
como “normal’, mesmo sendo alvo de efeitos estocasticos, em amostras de um Unico

interveniente.

Tendo em vista que o valor calculado contabilizando apenas os alelos distanciados
por mais do que 1 unidade de repeticdo serd o mais correto, estabeleceu-se como LD final
65.69%. Sendo a definicdo deste valor flexivel e para facilitar o processo de interpretacéo de
perfis, 0 mesmo foi arredondado para 65%.

Este valor (LD = 65%) devera assim:

e ser aplicado como modulo de andlise no GM para todos os marcadores autossémicos,
aquando da andlise de EFs de amostras amplificadas com GlobalFiler™ e corridas no
SeqgStudio™. Desta forma, sempre que o GM detetar uma proporcéo de altura entre
picos alegadamente alélicos £ 65% (ou um desnivel = 35%), num determinado
marcador, acusara um sinalizador de qualidade para alertar o operador quanto a
possibilidade dos alelos detetados pertencerem a diferentes contribuintes, ao invés de
a um so individuo heterozigético. O perito deve depois proceder a avaliacao do perfil,
tendo em atencdo que nem sempre quando se verificam picos com propor¢do de
alturas < LD estabelecido, se tratara automaticamente de um perfil de mistura, pois
essa desproporgdo anormal entre picos pode também ser devida a presenca de ADN
em quantidades vestigiais na amostra (sujeita a efeitos estocésticos mais acentuados),
ADN altamente degradado (com amplificacdo preferencial dos alelos menores) ou a
eventuais problemas associados a fase de PCR como presenca de inibidores ou fraca

ligacdo de primers;

e ser utilizado como critério de interpretacdo de perfis gerados pelo SeqStudio™ para
amostras amplificadas com GlobalFiler™ por forma a auxiliar o perito a concluir, com
confianga - caso as informacdes circunstanciais da situacao forense o justificarem - a
presenca (ou ndo) de um perfil de mistura com contribuicdes desproporcionais entre
individuos e a inferir o gendtipo do contribuinte maioritario vs. o do contribuinte
minoritario. E de notar, que em caso de mistura com uma contribuicdo quantitativa

semelhante entre intervenientes, o LD definido ja ndo permitira uma distingdo entre
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eles, pois a semelhanca nas intensidades de sinal dos picos, permite varias

combinac@es alélicas porque todas elas apresentardo propor¢ao entre picos > 65%.

E de salientar que o LD=65% sera apenas aplicavel a picos alélicos que ultrapassam
o valor definido para o LE (no caso, LE = 340 RFU), pois abaixo desse valor ndo € possivel
afirmar com seguranca se num certo locus, um determinado pico alélico tera (ou ndo) perdido
0 seu alelo irméo e, portanto, ndo se conseguira aferir com confianga o genétipo do(s)
individuo(s) para esse marcador.
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4.5. ESTUDOS COMPARATIVOS SeqStudio™vs. 3500

Em ambos os equipamentos, o resultado de tipagem do controlo positivo da
amplificacdo DNA Control 007 incluido no kit GlobalFiler™ para fins de controlo interno da
qualidade, mostrou-se igual ao alegado como correto pelo fabricante (ANEXO llI). Isto prova,
ndo sé que a etapa de amplificacdo funcionou eficientemente, como também demonstra a
producdo, em ambos os sequenciadores, de genotipagens fiaveis nas restantes amostras (o
ladder alélico utilizado estaria funcional).

Apbs comparacdo dos perfis gerados pelo SeqStudio™ com os do 3500, para as
mesmas amostras, verificou-se que todos eles obtiveram as mesmas atribuicdes alélicas em
todos os marcadores, ndo havendo, em nenhum deles, qualquer designacgédo alélica de picos
discrepante ou inexistente. Obtiveram-se, portanto, perfis concordantes e completos, para
todas as amostras, bem como uma boa resolucdo de picos conforme esperado, tendo em

conta que foram corridas unicamente amostras seguras.

Confirmada a total correspondéncia genotipica entre os perfis do SeqStudio™ e do
3500, comprova-se a capacidade do SeqStudio™ em obter resultados de tipagem
equivalentes aos do equipamento de EC atualmente em utilizagdo no SGBF-C. Assumindo os
perfis gerados pelo 3500 como corretos visto tratar-se de um equipamento ja devidamente
validado, e tendo em vista a correta genotipagem do controlo positivo por ambos os
eguipamentos e a reprodutibilidade dos perfis genéticos evidenciada, verifica-se o correto
funcionamento do SeqStudio™, sendo este, como tal, igualmente capaz de gerar resultados

de tipagem confiaveis, validos e verdadeiros.

Verificou-se também que os EFs gerados pelo SeqStudio™ apresentam picos com
intensidade de sinal (RFU) consistentemente superior relativamente a que surge nos EFs do
3500 para os mesmos fragmentos, o que prova que o SeqStudio™ apresenta maior
sensibilidade de detecdo de fragmentos. Esta constatacdo é também corroborada pelo facto
dos limiares de sensibilidade determinados no presente trabalho para o SeqStudio™,
nomeadamente o LA = 80 e o LE = 340, se mostrarem superiores aos pré-validados para o
3500 (LA = 70 e LE = 200).

Abaixo, nas Figuras 20 e 21, sdo apresentados, como exemplo da concordancia
genotipica observada, da qualidade dos perfis obtidos e da maior intensidade de sinal
associada ao SeqStudio™, os perfis gerados pelo SeqStudio™ e pelo 3500, para uma mesma

amostra.
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appliedoiosystems Project: SeqStudio 2022.06.14 - rep. 3500 13.06.22
GeneMapper™ ID-X 1.6
Sample File | Sample Name [ Panel
68 2 a g 2 68-1.C2.A obalFile press
| Dp3siass || VWA | | Dpi6ssag csFipo | | TPOX |
80 160 240 320 400
15000
10000
5000
o 1
13 15 9 10 6
116.24 174.06 245.34 298.96 343.62
12112 17823 14875 3945 2009
T
17 " "
132.36 302.90 363.85
10720 4194 1590
dgAMEL _ D851179 | D21511 | | D18S51 | | oysasr |
80 160 240 320 400
15000/
100001
5000
2 12 27 14 10
89.94 145.57 196.57 293.14 380.00
17179 13536 7684 6264 4787
X 15 30 17
101.75 157.95 208.70 305.44
12711 12283 7230 5604
T
Y
107.57
10309
| p2s4s1 | D19se33 [ THO1 [ FGA
80 160 ‘ 240 320 ) 400
5400
3600
1800
10 12 9 24
87.08 141.56 199.81 270.32
7086 4417 4662 6076
T — T
14 15 25
103.19 152.98 274.36
6674 4404 6042
| p22s1045 | | Dsssis | | bpissatz | | oprss20 || SE33 ]
80 160 240 320 400
1so00f
10000{
50001
o
10 1 1 10 13
96.45 155.61 223.85 279.34 345.10
5573 16570 9362 8145 4322
T L
1 13 12 16
99.39 231.83 287.41 357.62
5509 9350 6743 4051
| Dpiosizas | | Dpisiesse | D12s391 | [ D251338 |
80 160 ) 240 320 400
12000
8000
4000
12 10 18 16 24
102.68 164.73 231.27 301.68| |334.11
12601 10826 8769 5718 5514
T
14 13 19
110.70 176.65 235.21
12696 10596 8183

Figura 20. Perfil gerado pelo SeqStudio™, para a amostra anonimizada como 2021-4168-1.C2.Al.
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applledbiosystams Project: 3500(A) 2022.06.13 - Globalfiler
GeneMapper™ ID-X 1.6
Sample File Sample Name| Panel
| D3si3ss 11 VWA | | pisssas || csriro | | TPOX |
80 160 240 320 400
4500
3000
1500
0 1
13 15 9 10 6
113.39 172.93 243.89 298.88 342.35
3879 5988 4919 1388 685
17 11 11
129.48 302.80 362.61
3428 1489 520
|:| [aMEL  DBsii79 || D21S11 | | D18S51 | [oysse |
80 160 240 320 400
7500
5000
2500
0
2 12 27 14 10
86.71 142,80 195.43 289.73 377.27
9988 7762 4704 3793 2873
X 15 30 17
98.94 155,26 207.59 301.78
7886 6781 4466 3313
Y
105.03
6387
| p2sasa1 |  D19s5433 || T | FGA |
80 160 320 400
3300
2200
1100
10 12 9 24
84.99 141.52 199.42 267.77
4286 2637 2912 3993
I
14 15 25
101.40 153.47 271.72
4138 2579 3933
[ D22s1045s | [ Dsssis | [ _bissatz | [ Dprss2o | SE33 |
80 160 240 320 400
7500
5000
2500
10 11 1 10 13
94.54 154,93 223.11 27853 341.99
3353 9843 4921 48650 2178
T T
11 13 12 16
97.49 231.11 286.54 354.29
3296 4898 3844 2001
D10S1248 | [ pistess |  Dizsast ] D251338 ]
80 ) 160 ) 240 320 ) 400
4500
3000
1500
° |
12 10 18 16 24
101.86 164.03 232,37 301.10| |333.40
5816 4701 3557 2457 2329
1 T
14 13 19
110.02 176.09 236.27
5733 4565 3303

Figura 21. Perfil gerado pelo 3500, para a amostra anonimizada como 2021-4168-1.C2.A1l.
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Os retangulos coloridos que envolvem o nome dos marcadores nos perfis,
representam um sistema de avaliacdo de qualidade genotipica atribuida automaticamente
pelo GM a cada locus, depois das filtragens efetuadas pelos médulos de andlise, com base
em parametros como excesso ou auséncia de alelos, formato dos picos, existéncia de OL’s,
picos OS e spikes e presenca de desequilibrio heterozigético face ao LD estabelecido. A cada
um destes parametros, o0 GM atribui um determinado valor de penalizacdo (definido pelo
fabricante), que se reflete depois em sinalizadores de qualidade genotipica (quality flags) de
cor verde em caso de qualidade considerada aceitavel; amarela em situacbes de qualidade
intermédia; vermelha em caso de qualidade ndo aceitavel; e cinzenta caso a qualidade
atribuida tenha sido intermédia ou néo aceitavel, mas que apds revisao daquele polimorfismo
pelo perito, foi realizada alguma alteracdo (exemplo: descarte de um pico que recebeu
atribuicao alélica, por se considerar que corresponde a um artefacto) (Figura 23 — sinalizador
a esquerda).

A maior sensibilidade do equipamento SeqStudio™ aliada a utilizagdo de amostras
com elevada quantidade de ADN (seguras), levou por vezes a saturacao do seu detetor (=
25 000 — 30 000 RFU) (Thermo Fisher Scientific, 2019) com picos OS por excesso de produto
amplificado a atravessar o laser, o que fez com que o GM atribuisse a essas situacdes um
sinalizador de qualidade amarelo ou vermelho (Figura 22). Este facto poderia justificar
eventuais futuras adaptagfes de volume de amostras seguras a aplicar no equipamento ou
diluicdes das mesmas. Contudo, tratando-se de uma situagdo que ocorrera unicamente em
amostras seguras - que raramente suscitam duvidas relativamente ao seu genotipo e

qualidade de perfil - o surgimento destes sinalizadores ndo constitui problema significativo.

D351358 |  D3s1358 |

A u{ A A all A

15 15
124.35 121.37
27085 14872

Figura 22. Alelo 15 detetado no marcador D3S1358 pelo SeqStudio™ (a esquerda) vs. pelo 3500, para
a amostra anonimizada como 2021-1958-1.C1.X1.A1. No EF do SeqStudio™, o GM atribuiu um
sinalizador de qualidade laranja devido a intensidade de sinal ser demasiado elevada e proxima do

limite de saturacdo do detetor.
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Excetuando as ocasifes de saturacdo fluorescente e de picos partidos (de normal
ocorréncia devido a elevada quantidade de ADN) e a presencga ocasional de picos OL’s, os
restantes sinalizadores de qualidade atribuidos aos EFs do SeqStudio™, foram

maioritariamente verdes, transparecendo uma boa qualidade dos perfis por ele gerados.

Através da realizacdo dos estudos comparativos, conclui-se também uma aparente
adequacdo dos limiares estabelecidos para o SeqStudio™, no presente trabalho, como
médulo de analise no GM e de interpretagcdo de perfis em amostras amplificadas com
GlobalFiler™,

Discusséo relativa ao LA atribuido ao SeqStudio™

N&o foi detetada qualquer auséncia alélica, pelo que o LA definido (80 RFU) nao estara
demasiado elevado ao ponto de eliminar picos verdadeiramente alélicos. Ndo foram
excessivamente detetados picos inespecificos, pelo que o ruido aparenta ser bem filtrado
através do LA estabelecido.

Discusséo relativa ao LE atribuido ao SeqStudio™

Tendo em conta que se obtiveram perfis completos para todas as amostras e que
todos os picos verdadeiramente alélicos presentes nos perfis gerados pelo SeqStudio™
apresentaram intensidades de sinal sempre acima do LE definido (340 RFU), pode admitir-se
que esse valor permite afirmar com certeza que acima dele nao ocorreu drop-out alélico num
locus heterozigético, e que, portanto, a presenca de um unico alelo, acima de 340 RFU,
comprova a homozigotia daquele locus, ndo se colocando a hipotese do perfil estar

parcialmente exposto naquele marcador.

Discusséo relativa aos LS aplicados no SeqStudio™

Em continuidade com a discussdo da seccao 4.2. Limiar de Stutter (LS), os estudos
comparativos permitiram obter conclus@es relativas a utilizacdo dos LS recomendados pela
Applied Biosystems, como filtro de stutter no SeqStudio™ (coluna “SegStudio™” da Tabela
9).

Aquando da andlise dos EFs obtidos, notou-se a presenca de um terceiro pico

identificado como alelo pelo GM, no marcador D2S441 de uma amostra (Figura 23) corrida
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no SeqStudio™. Sendo que todas as amostras utilizadas nos estudos provinham de um Unico
contribuinte, apenas se poderiam identificar, no maximo, 2 alelos em cada locus (descartando-
se a possibilidade de situacBes de trissomia). Visto que 0 pico se encontrava em posicao
stutter, possuia uma altura claramente discrepante relativamente aos outros dois alelos,
incompatibilizando a possibilidade de constituir par alélico com qualquer um deles e
descartando a possibilidade de trissomia no locus, constatou-se que o pico corresponderia a
um stutter - que néo foi eficientemente filtrado pelo filtro de stutter introduzido no GM. Sendo
a proporc¢ao de stutter do pico em questdo relativamente ao alelo real (230 RFU / 2177 RFU)
x 100 = 10.56%, e o LS estabelecido para o marcador D2S441, apenas 8.10%, faz sentido
que o GM o tenha identificado alelicamente uma vez que se encontrava acima do LS
estabelecido. No EF da mesma amostra corrida no 3500 ndo ocorreu esta atribuicao alélica
erronea (o filtro de stutter aplicado para este equipamento € adequado e esta devidamente
validado como tal). Tendo em vista que este pico meramente stutter poderia erroneamente
ser atribuido a um alelo de um contribuinte minoritario, caso ndo houvesse confianga suficiente
de que a amostra em questdo era proveniente um unico contribuinte, talvez seja importante
determinar o LS para o marcador D2S441, de modo experimental, no SeqStudio™, em
amostras amplificadas com GlobalFiler™, para melhor estabelecé-lo face as condicdes
laboratoriais do SGBF-C. Contudo, por se ter tratado de uma situagé@o Unica e isolada (n&o
ocorreu de forma recorrente nas restantes 111 amostras, no mesmo marcador, nem em
gualquer outro locus), podendo ter sido fruto eventualmente de uma contaminagéo esporadica

(situacédo de drop-in), ndo se considerou um problema significativo.

| D2s441 | | D2s4a1 |
80 80
11 11
91.17 89.22
2177 1139
14 14
103.21 101.39
2290 1243
10
8715
30

Figura 23. Picos identificados alelicamente pelo GM, no marcador D2S441, no EF gerado pelo
SeqStudio™ (a esquerda) vs. pelo 3500, para a amostra anonimizada como 2022-1826-1.C1.A1. O

pico identificado como “alelo 10” pelo GM, correspondera a um stutter - do alelo 11, que néo foi filtrado.
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Assim, tendo em vista que as atribuicdes alélicas foram amplamente equivalentes
entre os perfis gerados no 3500 e no SeqStudio™, terdo sido eliminados os mesmos stutters,
apesar dos valores de LS utilizados como mddulo de andlise no GM serem diferentes entre
0s sequenciadores, para cada marcador genético. Confirma-se entdo, que a utilizacdo dos
valores de LS recomendados pelo fabricante indicados na coluna “SeqStudio™” da Tabela 9
geram uma filtragem de stutters correta e de confianca. Posto isto, os valores tabelados
concluem-se adequados como filtro de stutter para o novo equipamento, nas condicbes
laboratoriais do SGBF-C, podendo, portanto, ser futuramente aplicados no software aquando
da andlise de EFs de amostras de rotina amplificadas com GlobalFiler™ e corridas no
SeqStudio™.

Desta forma, quando forem detetados pelo SeqStudio™, picos em posicéo stutter (i.e.,
com menos ou mais 1 unidade de repeticdo que um pico garantidamente alélico, no mesmo
locus) cuja proporcao de altura relativamente ao alelo seguinte seja inferior ou igual ao LS
estabelecido para aquele marcador, estes serdo considerados como artefactos stutter e
sofrerdo filtragem pelo GM sendo automaticamente descartados do perfil. Assim, nos EFs
resultantes de corridas no SeqStudio™, apenas surgirdo alelicamente identificados, pelo
software de analise, picos em posicdo stutter que possuam uma propor¢do de altura
relativamente ao alelo real, superior ao LS estabelecido para o locus em questdo. O
estabelecimento destes valores de LS como mdodulo de analise no GM, sera particularmente
relevante no auxilio dos peritos na interpretacdo de misturas, uma vez que ao desconsiderar
picos como potencialmente stutter dos EFs, a genotipagem do perfil fica facilitada, diminuindo
0 risco de contabilizar erroneamente artefactos stutter como alelos de um contribuinte

minoritario.

Vale relembrar que muitas vezes, nas amostras problema, verdadeiros alelos
presentes em quantidades vestigiais, altamente degradados ou pertencentes a contribuintes
minoritarios apresentam picos com intensidade de sinal semelhante a produzida pelos seus
stutters, sendo impossibilitada a distingdo entre o alelo e o artefacto. Por isso, quando na
presenca de picos em posicdo stutter que receberam atribuicao alélica pelo GM, em EFs de
amostras problema - homeadamente vestigiais, degradas ou potencialmente de mistura - o
perito ndo deve interpreta-los de imediato como garantidamente alélicos, pois podem
corresponder a stutters ocasionalmente elevados face a pouca quantidade e/ou qualidade
alélica. Nestes casos, para que 0s gendtipos das amostras problema sejam corretamente
concluidos, o perito deve proceder & avaliacao cuidada do perfil, se possivel, por comparagéo

com perfis de duplicados e/ou amostras de referéncia.
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Discussaéo relativa ao funcionamento do SeqStudio™ para HID

Os estudos comparativos, bem como todas as situagcbes em que se recorreu a
utilizacdo do SeqgStudio™, permitiram verificar que o equipamento cumpre as funcdes
descritas e previstas pelo fabricante, concluindo-se assim a aptiddo do SeqgStudio™ para
executar as funcdes de EC no ambito da identificacdo humana para fins forenses, sendo,
portanto, a semelhanca do 3500, adequada a sua utilizacdo para esse efeito, na rotina do
SGBF-C.

4.6. VANTAGENS E LIMITACOES SeqStudio™ vs. 3500

Comprovado o correto funcionamento do SeqStudio™, resta abordar as vantagens e
eventuais limitagGes identificadas em comparacdo com o equipamento de EC em atual
utilizacdo no SGBF-C.

O manuseamento do SeqStudio™ durante os procedimentos experimentais do
presente trabalho permitiu reconhecer como vantajosas as carateristicas do equipamento
mencionadas na introducéo (na secc¢édo 1.6.), perante o 3500, nomeadamente a configuragédo
“all-in-one” do seu cartucho e a sua plataforma tatil incorporada no proprio instrumento, que
tornam a sua utilizacdo mais facil, préatica, intuitiva e menos propicia a contaminac¢des e danos

de manuseio.

Além disso, a maior sensibilidade de detecdo do SeqStudio™ face ao 3500, constatada
nos estudos comparativos (seccdo 4.5.), constitui vantagem na sua utilizacdo futura,
particularmente na andlise de amostras problema com ADN em quantidades vestigiais e/ou
muito degradadas, e de potenciais misturas. Isto porque, enquanto fragmentos que no 3500
surgirdo associados a baixos valores de RFU ndo sendo identificados alelicamente pelo GM
devido a filtragem automatica stutters ou do préprio LA, ou cujos picos surgem no EF mas
com alturas que deixam davidas quanto a sua classificacdo como alelo vs. artefacto, no
SeqgStudio™ ha maior probabilidade desses fragmentos surgirem com atribuicdes alélicas
associadas e de uma interpretacdo mais facilitada dos picos como pertencentes a

contribuintes minoritarios.

Por fim, apesar de ndo se ter recorrido a sua funcéo de sequenciacdo de Sanger, o

facto do SeqStudio™ permitir a sua realizagdo simultdnea com andlise de fragmentos numa
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mesma placa, é vantajoso, uma vez que ndo obriga & mudanca de polimero nem de capilares
consoante o tipo de andlise a efetuar, como acontece no 3500, com o qual, aguando da
necessidade de analises a ADNmt, a rotina de STRs do SGBF-C tem de parar
temporariamente. Assim, o SeqStudio™ podera, a longo prazo, tornar desnecessaria essa
estagnacdo e constrangimentos no funcionamento do servico quando se efetuarem

procedimentos de sequenciacao.

Como limitagdes do SeqStudio™ destaca-se o facto de possuir uma matriz de somente
4 capilares, enquanto que o 3500 possui uma matriz de 8 capilares. No entanto, o tempo
aproximado de corrida HID em cada capilar é sensivelmente o mesmo, em ambos 0s
equipamentos: 30 - 40 min para cada amostra (Applied Biosystems, 2010, 2019g, 2021). Ou
seja, para correr 1 coluna inteira (8 amostras) de uma placa de 96 pocos, apesar do
SeqgStudio™ ter de efetuar 2 injecdes enquanto o 3500 efetua apenas uma, o tempo que
ambos o0s equipamentos demoram a correr as 8 amostras é praticamente 0 mesmo. Assim, a
matriz diminuida do SegStudio™ acaba por nem constituir uma verdadeira desvantagem face

a do 3500.

Posto isto, apenas se pode apontar como verdadeira limitagdo do SeqStudio™, o facto
de permitir a analise de uma uUnica placa de 96 pocos de cada vez, enquanto que o 3500
permite a andlise de duas dessas placas. Neste aspeto, o0 3500 mostra-se capaz de correr

mais amostras (o dobro) que o SeqStudio™ numa Unica utilizac&o.
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5. CONCLUSOES

Com a realizacao do presente trabalho foi possivel validar internamente a funcao de
eletroforese capilar do novo sequenciador automatico SeqStudio™ Genetic Analyzer
recentemente adquirido pelo SGBF-C, para andlise de amostras seguras e problema
amplificadas com o kit GlobalFiler™, nas condicdes laboratoriais especificas do servico, para
fins de identificacdo humana forense. No ambito da validagéo efetuada foram determinados,
os limiares de sensibilidade abaixo indicados, como parametros de andlise de
eletroferogramas a introduzir no GeneMapper™ e como critérios a estabelecer no servico para
interpretacdo dos perfis gerados pelo equipamento, por forma a assegurar corretas atribuicoes
alélicas e, portanto, a garantir resultados de qualidade:

e Um Limiar Analitico de 80 RFU aplicavel a todo o EF;

e Um Limiar Estocastico de 340 RFU aplicavel a todos os sistemas heterozigaticos;

e O conjunto de Limiares de Stutter (%) recomendado pelo fabricante para cada
marcador autossémico (valores da coluna “SeqStudio™” da Tabela 9);

e Um Limiar de Desequilibrio de Heterozigéticos Unico para todos os marcadores

autossémicos, de 65%.

A elaboracdo deste trabalho permitiu também, através de estudos comparativos,
demonstrar que o SeqStudio™ se apresenta capaz de produzir atribuicdes genotipicas
equivalentes as geradas pelo equipamento de EC em atual utilizacdo no SGBF-C e ja
devidamente validado - 3500 Genetic Analyzer - para as mesmas amostras, comprovando-se

assim a reprodutibilidade dos perfis pelo novo instrumento.

Todo o manuseio do SeqStudio™ durante a elaboracdo do trabalho possibilitou
igualmente constatar que o equipamento possui evidentes vantagens face ao 3500, das
quais se destacam: a sua configuragdo “all-in-one” que reune a maioria dos consumiveis
necessarios & EC num unico cartucho; o facto de recorrer a um polimero e comprimento de
capilares universal para diferentes andlises; e o seu ecra tatil que dispensa a ligacdo do
instrumento a um computador, que tornam a sua utilizagdo bem mais conveniente, facilitada,
rdpida e inovadora. Salienta-se também a maior sensibilidade do SeqgStudio™ concluida
aquando da realiza¢do dos estudos comparativos e da prépria comparacao dos limiares de
sensibilidade dos equipamentos, carateristica que serd particularmente Gtil na sua utilizacao
futura na andlise de amostras problema com ADN vestigial, degradado e/ou de potenciais

misturas com contribuintes minoritarios. O SegStudio™ demonstrou uma Unica limitacéo face
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ao 3500, nomeadamente a impossibilidade de introduzir simultaneamente para andlise, mais

do que uma placa de 96 pocos, numa mesma utilizacao.

O presente trabalho constitui, para o SGBF-C, um extenso registo dos estudos de
validacdo interna realizados no SeqStudio™, que evidencia, sob forma documentada, as
condicbes em que o instrumento conduz a obtencdo de perfis validos, verdadeiros e de
qualidade em amostras amplificadas com GlobalFiler™, podendo, por isso, ser doravante
implementado para esse fim na rotina do SGBF-C, com confianga nos resultados obtidos,
através da aplicacdo dos parametros estabelecidos. Este documento assegura, assim, que a
(futura) emissao de relatérios periciais com base nos resultados de tipagem gerados pelo
SeqgStudio™ esta bem fundamentada. A presente dissertacéo, podera servir, portanto, como
prova do cumprimento dos requisitos de qualidade impostos pela norma NP EN ISO/IEC
17025 no ambito da acreditacdo do laboratério pelo IPAC, garantindo que a utilizacdo do
SeqgStudio™ no SGBF-C mantém a qualidade e integridade do servigo prestado.

Por fim, tendo em vista, que interessa as autoridades judiciais, a rapidez na resolucéo
de questbes legais para uma eficiente resposta da Justica, e que das vantagens do
SeqgStudio™ se destaca a maior facilidade e rapidez no seu manuseio face ao 3500, o
equipamento validado surge entdo como uma ferramenta ideal na resolucdo de casos
forenses que envolvam andlises genéticas. Posto isto, a introducédo do SeqStudio™ na rotina
laboratorial do SGBF-C, constituira, sem davida, uma mais-valia, ndo s6 para o0s peritos, que
terdo o seu trabalho facilitado na fase de EC, como também, em plano geral, contribuird para
uma Justica com melhor capacidade de resposta em casos que envolvam a pericia prestada
pelo SGBF-C.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPETIVAS FUTURAS

E de salientar que os limiares de sensibilidade definidos na presente validacdo como
parametros fixos de andlise e de interpretacdo dos EFs gerados pelo SeqStudio™ néo
constituem, de todo, valores estanques e definitivos. Com a utilizagdo recorrente do
equipamento, apds a sua introducdo na rotina laboratorial, 0 mesmo sera inevitavelmente
exposto a alteracdes funcionais, como por exemplo desgaste do laser, e a eventuais
mudangas nas condigbes ambientais envolventes, como por exemplo a temperatura e
humidade do laborat6rio. Todos esses fatores, a longo prazo, poderéo alterar o intervalo de
condicbes em que o equipamento consegue fiavelmente efetuar medi¢des analiticas e gerar
resultados de confianca. Como tal, e para a manutengcdo da qualidade nos resultados de
tipagem obtidos pelo SeqStudio™ ao longo do tempo, estudos de validacdo interna
semelhantes ao aqui descrito, deverdo ser periodicamente concretizados no SGBF-C, de
modo a reavaliar se os limiares em vigor se mantém (ou ndo) adequados para uma correta
determinagéo e interpretacdo dos perfis obtidos pelo equipamento, e a determinar novos
parametros caso se evidenciem drasticas variacdes nos valores de confiabilidade outrora

validados.

Para uma completa validacéo interna do equipamento SegStudio™, é fundamental
determinar os limiares de sensibilidade e efetuar estudos comparativos com todos os kits de
amplificacdo a que o SGBF-C recorre, uma vez que se tenciona utiliza-los futuramente no
equipamento em questdo. Posto isto, sera necessario, efetuar os mesmos procedimentos
praticos deste trabalho, com os kits PowerPlex Fusion ® 6C System (Promega) e Yfiler™ Plus
PCR Amplification Kit (AB™), sendo que para este Ultimo, ndo se tratando de um sistema

heterozig6tico, mas sim haplotipico, ndo se determinaria o LE nem o LD.

Além disso, os resultados da validacdo apresentados sdo apenas referentes ao tempo
de injecdo padréo (10s). Tendo em conta que o SGBF-C, recorre, por vezes, a reinjecédo de
amostras a 40s, para aumentar a intensidade de sinal nos eletroferogramas, seria de interesse
avaliar adicionalmente a sensibilidade do SeqStudio™ para esse tempo de injecédo, por
determinar um LE nessas condi¢des, conforme recomendam as guidelines do SWGDAM.
Essa avaliacdo teria como objetivo perceber se a discrepancia observada entre o LE
determinado a 40s e o LE a 10s (340 RFU) justificaria (ou n&o) a utilizagdo de um valor de LE

diferente na analise de amostras que tenham sido reaplicadas com 40s (SWGDAM, 2017).

Conforme referido na seccdo 1.7. Contextualizacdo da Validagdo, outra forma de

garantir a qualidade e fiabilidade nos perfis obtidos, no &mbito do cumprimento da norma NP
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EN ISO/IEC 17025, consiste na participacdo em exercicios de comparacgdes interlaboratoriais
de resultados. Para que este requisito se cumpra, o SGBF-C deve, portanto, incluir o
SeqgStudio™ nos exercicios de controlo de qualidade interlaboratorial organizados pelo
GHEP-ISFG nos quais participa regularmente, correndo as amostras enviadas pela entidade
no novo equipamento e confirmar a consensualidade dos perfis obtidos com os restantes
laboratérios participantes. A inclusdo do SeqStudio™ nestes exercicios sera apenas possivel,
assim que se tiverem estabelecido todos os limiares de andlise e interpretacdo, para todos 0s
kits em utilizacdo no SGBF-C, no equipamento.

Apesar de ndo contemplada no ambito da acreditacdo, por ndo se tratar de uma

analise frequente no SGBF-C, podera também ser avaliada a performance do SeqStudio™ na
sua funcdo de Sequenciacdo de Sanger com amostras de ADNmt.
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8. ANEXOS

ANEXO | — Tabela contendo os valores de LS recomendados pelo fabricante do GlobalFiler™ para o
3500 vs. os valores obtidos experimentalmente pelo SGBF-C na Ultima validacao interna realizada ao
equipamento (RV-SGBF-C-006, 2020). Os valores obtidos pelo SGBF-C sé&o tendencialmente inferiores
aos da Applied Biosystems™ em todos os marcadores, o que pode ser explicado, segundo o relatério
de validagdo atras referenciado, por “nédo ter sido possivel observar no estudo, nomeadamente, os
alelos de maiores dimensdes de cada marcador”. Nao sendo possivel incluir nos célculos, os alelos de
maior comprimento (cujos stutters sdo maiores, em termos de RFU), os valores de LS do servico
surgem naturalmente menores, ndo conseguindo tdo bem efetuar uma filtragem de stutters, pois alguns
desses artefactos acabarao por sofrer atribui¢cdo alélica quando ultrapassam o valor estipulado de LS
para o marcador em quest&o. E por esta razdo que o SGBF-C opta pelos valores de LS do fabricante,

cuja amostragem é sempre mais abrangente e, portanto, mais préxima da realidade.

GlobalFiler™- 3500

Sistema L S fabricante (%) LS SGBF-C (%)
D3S1358 12.45 10.15
VWA 12.33 9.82
D16S539 10.17 8.57
CSF1PO 11.40 8.40
TPOX 5.43 4.71
D8S1179 10.20 8.35
D21S11 11.42 9.16
D18S51 13.47 11.81
D2S441 8.75 6.82
D19S433 10.58 8.53
THO1 5.24 3.98
FGA 11.96 9.88
D2251045 17.30 15.47
D5S818 10.84 8.24
D13S317 9.98 8.50
D7S820 10.21 7.43
SE33 14.42 12.53
D10S1248 12.50 10.38
D1S1656 13.08 10.99
D12S391 15.08 12.84
D2S1338 13.14 10.35
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ANEXO Il - Picos de ruido de fundo detetados no painel azul do EF de uma das 63 amostras

contabilizadas para os calculos do LA. O maior pico de ruido observado, neste exemplo, é de 38 RFU
e o menor é de 1 RFU.
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ANEXO Il — Perfil do controlo positivo DNA Control 007 incluido no kit GlobalFiler™, segundo o
fabricante. Adaptado de (Applied Biosystems, 2019f)
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