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1. Resumo

A anélise de amostras bioldgicas em genética forense é baseada especialmente na obtencéao
de perfis genéticos pelo processo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) seguida de eletroforese
capilar (EC). Devido as caracteristicas e limitacdes deste processo, a Sec¢do Técnica de Biologia e
Bacteriologia Legal do Instituto de Criminalistica da Policia Civil do Estado de Minas Gerais
(STBBL - PCMGQG), trabalha para implementar a tecnologia de sequenciamento massivo em
paralelo (SMP), uma das tecnologias conhecidas como Next Generation Sequencing (NGS).

Com o objetivo de implementar a metodologia de SMP para fins forenses em amostras de
violéncia sexual na STBBL — PCMG, foram selecionadas 30 amostras referentes a casos concretos
de violéncia sexual, um controle positivo (CP) e um controle negativo (CN), para serem
sequenciadas usando o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen®. Essas amostras foram
submetidas a metodologia de PCR - EC e posteriormente sequenciadas pelo método de SMP. As
métricas da qualidade da corrida de implementacdo do SMP foram analisadas e evidenciaram o
correto funcionamento do equipamento MiSeq™ FGX da Illumina. Os dados gerados pelo
sequenciamento foram analisados e os resultados obtidos puderam ser comparados com 0s
resultados fornecidos pela metodologia PCR - EC. Para a deteccdo de locos autossémicos, a
metodologia de SMP ndo gerou perfil genético em 9,4% das amostras, enquanto a PCR - EC nédo
gerou perfil genético em 21,9% das amostras. Quando utilizada a metodologia de SMP, em 81,3%
das amostras foram obtidos perfis genéticos completos, enquanto a metodologia de PCR - EC
forneceu perfis genéticos completos em 50% das amostras. A analise dos locos Y STRs, a partir
da metodologia de PCR - EC, gerou perfis de haplotipo completos e/ou incompletos em 58,8% das
amostras, enquanto, a metodologia de SMP gerou perfis de hapl6tipo completos e/ou incompletos
em 43,7%. Soma-se ao melhor resultado apresentado pelo SMP para 0s STRs autossémicos, um
conjunto de informacdes, tais como, X STRs e SNPs de identidade, os quais, a metodologia de
PCR - EC, atualmente padronizada na STBBL, nédo é capaz de fornecer. Portanto, considerando os
resultados deste estudo, concluimos que a metodologia de SMP foi implementada com sucesso no
STBBL - PCMG gerando como resultado um Procedimento Operacional Padrdo (POP) o qual
poderd ser executado pelos Peritos da Se¢do. A partir do conjunto de dados obtidos pelo SMP é
possivel agregar informagfes relevantes a andlise forense, tais como, aumentar o poder de
discriminacéo, auxiliar em casos de violéncia sexual, em casos de paternidade resultante de estupro

e em anélise de amostras contendo misturas de material genético.

Palavras-chave: Genética forense, marcadores moleculares, eletroforese capilar, next generation

sequencing.



2. Abstract
The analysis of biological samples in forensic genetics is based especially on obtaining
genetic profiles by the process of PCR (polymerase chain reaction) followed by capillary
electrophoresis (EC). Due to the characteristics and limitations of this process, the Technical
Section of Biology and Legal Bacteriology of the Criminalistics Institute of the Civil Police of the
State of Minas Gerais (STBBL - PCMG), works to implement the massive parallel sequencing
(SMP) technology, one of the technologies known as Next Generation Sequencing (NGS).

In order to implement the SMP methodology for forensic purposes in samples of sexual
violence at STBBL - PCMG, 30 samples referring to specific cases of sexual violence, one positive
control (PC) plus one negative control (NC), to be sequenced using Verogen®'s ForenSeqTM DNA
Signature Prep Kit. These samples were submitted to the PCR - EC methodology and subsequently
sequenced by the SMP method. The quality metrics of the SMP implementation run were analyzed
and evidenced the correct functioning of the Illumina MiSeq™ FGX equipment. The data
generated by the sequencing were analyzed and the results obtained could be compared with the
results provided by the PCR - EC methodology. For the detection of autosomal loci, the SMP
methodology did not generate a genetic profile in 9.4% of the samples, while PCR - EC did not
generate a genetic profile in 21.9% of the samples. When using the SMP methodology, in 81.3%
of the samples complete genetic profiles were obtained, while the PCR - EC methodology provided
complete genetic profiles in 50% of the samples.

The analysis of Y STRs loci, using the PCR - EC methodology, generated complete and/or
incomplete haplotype profiles in 58.8% of the samples, while the SMP methodology generated
complete and/or incomplete haplotype profiles in 43.7%. In addition to the best result presented
by the SMP for autosomal STRs, a set of information, such as X STRs and identity SNPs, which
the PCR - EC methodology, currently standardized in STBBL, is not able to provide. Therefore,
considering the results of this study, we conclude that the SMP methodology was successfully
implemented in STBBL/PCMG generating as a result a Standard Operating Procedure (SOP)
which can be executed by the Section Experts. From the data set obtained by the SMP, it is possible
to add relevant information to forensic analysis, such as increasing the power of discrimination,
assisting in cases of sexual violence, in cases of paternity resulting from rape and in the analysis
of samples containing mixtures of material genetic.

Keywords: Forensic genetics, molecular markers, capillary electrophoresis, next generation

sequencing.
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Introducéo

A ciéncia forense é uma area multidisciplinar que envolve a troca de conhecimentos entre
diferentes especialidades [1] tais como conhecimentos em quimica, fisica, matematica, biologia,
além de areas relacionadas ao direito, contabilidade, informética, entre outras. O objetivo de se
utilizar tais conhecimentos é dar suporte técnico e cientifico a processos criminais [2].

Em investigacdes criminais, o foco principal do profissional forense, € registrar a
materialidade do evento criminal e determinar e/ou confirmar a autoria ou descartar o
envolvimento de possivel (eis) suspeito (s). As técnicas empregadas permitem identificar se uma
pessoa esteve ou ndo na cena do crime a partir da analise de impressdes papilares, ou entéo
amostras bioldgicas encontradas neste local. No Estado de Minas Gerais a Pericia Criminal é
atividade vinculada a estrutura da Policia Civil e em Belo Horizonte, a Pericia Criminal funciona
no Instituto de Criminalistica (IC) onde se encontra instalado o Laboratorio de Genética Forense -
Secdo Técnica de Biologia e Bacteriologia Legal (STBBL) da Policia Civil do Estado de Minas
Gerais (PCMG). Considerando o que é determinado pelo Codigo de Processo Penal, no seu artigo
158: “Quando a infracdo deixar vestigios, sera indispensavel o exame de corpo de delito, direto ou
indireto, ndo podendo supri-lo a confissdo do acusado” [3]. Quando este vestigio for de natureza
bioldgica, alguns exames podem ser realizados na STBBL, tais como, pesquisa de sangue humano,
pesquisa de esperma ou analise de DNA.

A Genética Forense é a area da pericia criminal que utiliza os conhecimentos em biologia
molecular, a partir da utilizacdo de técnicas envolvendo a andlise de DNA. Dentre suas
competéncias destaca-se a andlise de vestigios bioldgicos provenientes de locais de crime, tais
como, crimes contra a vida (homicidios), crimes contra o patriménio (roubos, furtos,
arrombamentos), crimes contra a dignidade sexual (estupro), paternidade criminal (gravidez fruto
de estupro) e identificacdo de cadaveres. Um dos aspectos centrais da genética forense é o uso de
marcadores genéticos polimorficos, os quais podem ser usados para identificar determinado
individuo através do seu gendtipo. Existem muitas sequéncias repetitivas ao longo do genoma
humano que possuem alto poder de discriminagéo. Estas regides sdo chamadas de microssatélites
ou STRs (Short Tandem Repeats) e podem variar em tipos e tamanhos (motivo de repeti¢éo entre
2 e 7 pares de base) [4]. Desde meados dos anos de 1980, regides repetitivas do DNA séo usadas
em casos forenses, devido ao elevado poder de discriminacdo e sua capacidade em incluir
individuos em cenas de crimes e também em excluir suspeitos de terem participado de eventos
criminais [5]. No inicio da década de 90, os STRs foram usados pela primeira vez como
marcadores moleculares em testes de paternidade humana e posteriormente foram amplamente

utilizados para elucidacéo de casos forenses.
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Na PCMG, atualmente, a metodologia padronizada para a genotipagem de amostras
forenses é a PCR (reacdo em cadeia da polimerase) seguida de EC (eletroforese capilar). A analise
de DNA utilizando PCR - EC tem apresentado bastante sucesso para uma grande variedade de
vestigios bioldgicos, tais como, pelos, manchas de saliva, manchas de sangue, manchas de sémen,
celulas epiteliais e diversos objetos que eventualmente servem de suporte para amostras bioldgicas
[6]. Alguns exemplos de amostras possiveis de serem analisadas seguem abaixo [4]:

1- DNA do agressor depositado no corpo ou na roupa da vitima;
2- DNA do agressor depositado em um objeto;

3- DNA do agressor depositado no local do crime;

4- DNA da vitima depositado no corpo ou na roupa do agressor;
5- DNA da vitima depositado em um objeto;

6- DNA da vitima depositado no local do crime.

Os geneticistas forenses frequentemente enfrentam desafios diante de amostras como as
citadas acima, pois, geralmente contém DNA em baixa quantidade e/ou qualidade e podem conter
um ou mais individuos contribuindo com material genético [7]. A quantidade de DNA presente
nas amostras, a qualidade do DNA extraido e a presenca/auséncia de mistura de material genético
é determinada na etapa de quantificacdo a partir da utilizacdo do Kit Quantifiler® Trio DNA
Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, Oyster Point, CA), vide tépico 7.1.2-Quantificacéo
de DNA. A genotipagem de amostras utilizando eletroforese capilar baseia-se principalmente na
deteccdo de fragmentos (amplicons) de DNA de diferentes tamanhos e que sdo marcados com
fluorescéncia. Estes amplicons sdo diferenciados pelo tamanho e, portanto, um dos fatores
limitantes da eletroforese capilar é aimpossibilidade de se ultrapassar um nidmero maximo de locos
relevantes em uma mesma reacdo de PCR [8,9]. Isto acontece porque amplicons diferentes em
sequéncia, mas que possuem 0 mesmo tamanho, migram lado a lado na malha do polimero
(utilizado para preencher os capilares do equipamento de eletroforese), ndo podendo serem
diferenciados nesta metodologia de anélise (figura 1). Para superar essas limitacdes, o laboratério
de genética forense necessita desenvolver diferentes fluxos de trabalho para solucionar um Unico
caso, ou até mesmo, recorrer a outros laboratorios para expandir os STRs utilizados [9].

Nos ultimos anos o0 Next Generation Sequencing (NGS) tem surgido como uma variedade
de técnicas capazes de superar as limitagdes das analises baseadas em EC para genotipagem de
amostras forenses. A STBBL adquiriu o equipamento MiSeq™ FGx da Illumina o qual baseia-se
na tecnologia de sequenciamento massivo em paralelo por sintese (SMP), amplamente adotada em

multiplas &reas da ciéncia, inclusive nas ciéncias forenses.
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Figura 1: Representacdo esquematica da eletroforese capilar em equipamento analisador
genético. Fonte: Adaptado de Crispim, Bruno do Amaral (2012) [37]

A corrida de implementacdo do SMP na STBBL gerou métricas da qualidade que foram
analisadas e evidenciaram o correto funcionamento do equipamento MiSeq™ FGX da Illumina
(apéndice 1). A tecnologia de SMP do MiSeq™ FGx da Illumina usa uma camera de alta resolucéo

para gravar as imagens dos dNTPs marcados com fluorescéncias que s&o incorporados
sequencialmente durante a sintese da fita complementar, permitindo o sequenciamento massivo
em paralelo de milhdes de amplicons alvo [9]. O SMP se inicia com a adi¢do de adaptadores nas
extremidades das sequéncias de DNA alvo, a partir de duas reacdes de PCR. Apos a PCR1 e a
PCR 2, os fragmentos de DNA se ligam a superficie da flow cell e passam por uma nova etapa de
PCR chamada amplificacdo em ponte. A amplificagdo em ponte gera milhares de clusters dos
fragmentos de DNA os quais passardo pelo processo de sequenciamento. Este processo permite
distinguir alelos que ttm o mesmo comprimento, porém, possuem sequéncias diferentes (figura 2).

O MiSeq™ ForenSeq Genomics, ou MiSeq™ FGx da lllumina, foi desenvolvido para
analise de DNA humano envolvendo casos forenses. Este sistema é composto por quatro
componentes: o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit (relacionado a amplificagdo do DNA alvo e

pela individualizagdo das amostras com a utilizagdo de diferentes indexes ou barcodes), o MiSeq™
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FGx Reagent Kit (composto pela flow cell e pelo cartucho de reagentes que serdo inseridos no
equipamento), o MiSeq™ FGx sequencing instrument (equipamento de sequenciamento com seu
servidor acoplado) e o ForenSeq™ Universal Analysis Software (software responsavel por realizar

as andlises dos resultados obtidos e gerar os perfis genéticos das amostras) [9].

. 3 B
.
[ "o 1
/ . . .
Fragmentos de DNA Adigdo de Adaptadores Lizagdo na superficie da

Slow cell
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Lizagdo a0z primers Amplificagio em ponts Dizsociagdo das fitas complementares
il e

NN

Formagio de clusters

Sequenciamento Captagdo do sinal

Figura 2: Figura esquemaética das etapas envolvidas no sequenciamento massivo em paralelo até a
captacdo do sinal emitido pela incorporacdo sequencial das bases. Adaptado de
https://edisciplinas.usp.br/ (Ciéncias Biomédicas - FMRP/USP - Disciplina RCB0300 -

Biotecnologia Il - Principiosde Sequenciamento em escala gendmica [39].

O MiSeq™ FGx System foi submetido a processos de validagdo pelo SWGDAM (Scientific
Working Group on DNA Analisys Method) [10], que é um grupo de cientistas internacionais que

discutem, avaliam e compartilham protocolos e pesquisas relacionadas a biologia forense e


https://edisciplinas.usp.br/
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fornecem parédmetros de qualidade relacionadas a genética forense para organizacfes policiais,
como o FBI (Federal Bureau Investigation), por exemplo.

O uso da tecnologia de sequenciamento massivo em paralelo tem possibilitado a obtencéo
simulténea de dados de STRs autossdmicos e sexuais (X e Y STRs), além de diversos SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) resultando em um volume muito maior de informagdes por
experimento quando comparada com a técnica rotineiramente utilizada nos laboratérios de
genetica forense, que é a PCR seguida de eletroforese capilar [11]. Os SNPs de identidade podem
ser usados na genética forense de forma complementar aos STRs com 0 objetivo de aumentar o
poder de discriminacdo do exame de DNA. A deteccdo de SNPs de identidade pode ser
determinante nos casos de violéncia sexual, onde ha grande chance de se encontrar DNA
degradado e a ocorréncia de misturas de material genético € frequente.

A capacidade da metodologia de SMP, utilizando o MiSeq™ FGx da Illumina, em analisar
muitos locos STRs e SNPs simultaneamente, a torna mais vantajosa quando comparada a
eletroforese capilar, pois, aumenta a possibilidade de identificacdo genética das amostras
analisadas. Com uso do SMP é possivel a solugdo de casos em que as amostras apresentem menor
namero de locos autossdmicos genotipados, resultado comum de ser observado em amostras com
pouco DNA ou com DNA degradado, pois, o volume final de informacéo (obtencdo de SNPs de
identidade, X STRs e Y STRS) pode ser suficiente para conclusdo da analise [7].

O poder de discriminacdo também é aprimorado devido ao aumento do nimero de alelos
observados com 0 SMP, onde a informacéo das sequéncias obtidas pode ser usada para diferenciar
alelos do mesmo tamanho, porém, com sequéncias diferentes, o que pode ser de grande
importancia na analise de parentesco ou na analise de misturas de materiais bioldgicos [11]. Em
estudos populacionais, 0 RMP (random match probability), que se traduz na possibilidade de se
encontrar o mesmo perfil genético sequenciado na populacdo em geral, diminuiu cerca de 20
(vinte) vezes, ja o indice de paternidade aumentou cerca de 7 vezes quando trés STRs D3S1358,
D12S391 e D21S11 foram genotipados por SMP em determinada populagdo, quando comparados
com resultados obtidos por PCR-EC [12].

Esses trés locos sdo altamente polimorficos com mais de uma sub-repeticdo (isoalelos),
sendo que o0 numero de alelos detectados é quase o triplo em relacdo aos obtidos utilizando-se a
metodologia de PCR-EC [7].

Conforme dados obtidos por Chiara Gelardi et. al (2014), aproximadamente 30% dos
gendtipos homozigotos detectados por PCR - EC tornam-se heterozigotos quando sequenciados
por SMP [12].

Somados aos locos STRs autossdmicos, o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da
Verogen® possui locos STRs para 0 cromossomo Y e para 0 cromossomo X, além de SNPs de
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identidade. Os locos Y STRs sdo especificos para individuos do sexo masculino e tem a capacidade
de informar se dois individuos pertencem a mesma linhagem patrilinea e em casos de violéncia
sexual, sdo uma ferramenta complementar aos STRs autossémicos. Os locos X STRs sao
especificos para o cromossomo X e fornecem um conjunto de dados complementares aos STRS
autossdémicos, podendo ser usados em casos de violéncia sexual, com o objetivo de auxiliar na
identificacdo do agressor ou até mesmo na solucdo de casos de paternidade criminal (gravidez
resultante de estupro). Os SNPs (single nucleotide polymorphisms) de identidade também séo
usados de forma complementar aos marcadores STRs autossémicos. Eles tém a capacidade de
aumentar o poder de discriminacdo dos exames relacionados a genética forense e tem como
caracteristicas alta estabilidade genética e maior abundancia no genoma humano quando
comparados aos STRs [13].

A utilizacdo do SMP também pode ser muito Util na analise de misturas, por possuir a
capacidade de diferenciar alelos do agressor que estejam em posicdo de stutter em relagéo aos
alelos da vitima. Stutters sdo artefatos de PCR resultantes da copia de locos STR pela DNA
polimerase. Estes artefatos de PCR possuem uma unidade de repeticdo a menos que o pico do alelo
principal. Produtos stutter com uma unidade de repeticdo maior que o pico do alelo principal sdo
raros quando trabalhamos com locos STR de tetranucleotideos. [4]. A figura 3 mostra artefatos
stutter observados nos locos D8S1179, D21S11 e D18S51.

Tamanho do fragmento do DNA em pares de base (pb)

:I 25 1 50 11 75 ?00 ‘&5 ?50 4275 wa
5000_ D8S1179
Alelos D21S11 D18S51
4000_ '
Alelos
23000 | Alelos
" |
2000_
Stutter Stutter Stutter
1000_) \ \ \
o

Figura 3: Stutters observados nos locos D8S1179, D21S11 e D18S51 [4].
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O estudo de caso “How Next Generation Sequencing Resolved a Difficult Case, Leading
to the First Criminal Conviction of its Kind” [14] publicado pela Verogen® em novembro de 2019,
apresentou a primeira condenacao criminal baseada em resultados fornecidos pela metodologia de
NGS e que se baseou na identificacdo dos alelos que estavam em posicdo de stutter, apontando que
estes alelos pertenciam ao investigado e ndo a vitima. Quando hd uma mistura de material genético,
entre vitima de violéncia sexual e seu agressor, em que 0 agressor é o contribuinte minoritério, 0s
alelos deste contribuinte minoritario podem se encontrar na posicéo de stutter em relacéo ao alelo
da vitima. Neste caso a PCR - EC ndo é capaz de distinguir a origem desse alelo, pois, ambos
(alelo do agressor e stutter) possuem 0 mesmo tamanho. O SMP ¢ capaz de diferenciar o stutter
do alelo do agressor, quando, apesar de terem 0 mesmo tamanho, apresentam sequéncias de bases

diferentes.

Justificativa

A STBBL - PCMG enfrenta diferentes desafios na rotina de analise das amostras bioldgicas
recebidas na instituicdo. Sao limitagBes relacionadas a natureza das amostras e as técnicas

utilizadas:

1-Natureza das amostras forenses: As amostras forenses possuem normalmente quantidade de
DNA abaixo de 1,0 ng e para amplificacdo utilizando o kit multiplex comercial disponivel na
STBBL, PowerPlex® Fusion 6C (Promega® Corporation, Madison, WI), o valor recomendado é
de 1,0 ng de DNA [17]. Além da baixa concentracdo de DNA, muitas vezes, s6 ha um dnico
material disponivel para a realizacdo do exame, como, por exemplo, um suabe vaginal ou um
fragmento de tecido impregnado com material bioldgico, que uma vez consumido, ndo ha
possibilidade de realizacdo de nova analise [15]. Portanto, a utilizacdo do SMP aumenta a chance
de se obter dados mesmo em amostras com baixa quantidade de DNA devido a possibilidade de

se acessar um namero maior de locos em relagéo a PCR - EC.

2-Amostras com 0 DNA degradado: O material bioldgico pode ter sido exposto as intempéries ou
a microrganismos que degradam as moléculas de DNA em pequenos fragmentos. Para que ocorra
a amplificacdo do DNA usando a técnica de PCR, a molécula original de DNA deve estar intacta
nas regides de ligacdo dos primers e na regido de extensdo. Portanto, quanto mais degradado o
DNA, menos moléculas terdo o comprimento necessario para a amplificacdo por PCR [15]. O SMP
estuda uma variedade de SNPs que possibilitam a obtencdo de dados mesmo em amostras

degradadas.
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3-Inibidores da reacdo de PCR: Amostras forenses podem estar sujeitas a contaminacdo por
substancias que inibem a reacdo de PCR, tais como, material terroso, areia, madeira, corantes
téxteis, couros e outros [15,16]. Como resultado da presenca de inibidores na reacdo de PCR
podemos observar a perda de alelos dos STRs de tamanhos maiores ou até mesmo auséncia de
alelos em todos os locos [15]. Considerando que 0 SMP estuda uma grande variedade de STRs e
SNPs, a chance de obtengéo de informagdes referentes aos locos estudados é aumentada.

4- Grande volume de amostras relacionadas a casos de violéncia sexual custodiadas na STBBL: A
implementacdo da metodologia de SMP permitiria a anélise de grande nimero de amostras e a
obtencédo de grande volume de dados a partir de uma Unica reacao.

5- Amostras relacionadas a violéncia sexual podem conter misturas de materiais genéticos (vitima
e agressor): A analise dessas amostras é bastante desafiadora quando se utiliza o sistema PCR —

Eletroforese Capilar, pois, alelos com comprimentos semelhantes ndo podem ser diferenciados.

6- Relevancia social: Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) pode envolver aspectos

de saude, sociais e financeiros.

7- Aquisicdo do MiSeq™ FGX da Illumina: A STBBL - PCMG é o primeiro laboratério de
genética forense Estadual do pais a adquirir o equipamento MiSeq™ FGX da Illumina.
Considerando-se a complexidade desta tecnologia € imprescindivel a capacitacdo de pessoal para

este tipo de analise.

Objetivo Geral

Implementar a metodologia de Sequenciamento Massivo em Paralelo (SMP) para fins
forenses em amostras de violéncia sexual no Laboratorio de Genética Forense — STBBL — PCMG
por meio do estabelecimento de um procedimento operacional padrdo e avaliar sua performance

em comparagdo com a metodologia de PCR — EC j& estabelecida.

Objetivos especificos

6.1- Selecionar 30 amostras relacionadas a casos reais de violéncia sexual custodiados na STBBL,;
6.2- Genotipar 30 amostras utilizando a técnica de PCR — EC;
6.3- Construir bibliotecas para 0 SMP das mesmas 30 amostras do item 6.2;

6.4- Sequenciar o pool de bibliotecas;
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6.5- Analisar os resultados gerados na corrida usando o0 ForenSeq™ Universal Analysis Software
da Verogen®;

6.6- Estabelecer estudo comparativo entre as metodologias PCR — EC e SMP;

6.7- Criacdo de banco de dados congelados dos produtos intermediarios obtidos do SMP;

6.8 - Elaborar um POP (procedimento operacional padrdo) para a metodologia de SMP

considerando a tecnologia Illumina — Verogen®.

Metodologia

Para a realizagdo do estudo foram selecionadas 30 amostras de casos concretos
relacionados a crimes de violéncia sexual (quadro 3) considerando as variaveis: qualidade e
quantidade do DNA (avaliadas na etapa de quantificacdao) e complexidade de analise, definida pela
presenca ou auséncia de misturas de DNA (amostras com material genético de mais de uma
pessoa). Foram adicionados ao estudo um controle positivo (CP — DNA gendmico humano
masculino 2800 M da Promega® Corporation, Madison, WI) e um controle negativo (CN — agua
ultrapura). As amostras forenses podem variar quanto a quantidade e qualidade do DNA analisado.
Foram consideradas amostras com quantidade de DNA suficiente para serem submetidas a
amplificacdo utilizando o Powerplex® Fusion 6C Kit [17] e 0 ForenSeq™ DNA Signature Prep
Kit [18] as amostras que continham pelo menos 1 ng de DNA. Aquelas que possuiam quantidade
inferior a 1 ng foram consideradas como amostras contendo baixa quantidade de DNA. A
qualidade da amostra é medida pelo indice de degradacdo (ID) determinado na etapa de
quantificacdo utilizando o Quantifiler® Trio DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific,
Oyster Point, CA). O ID é medido pela razdo entre a eficiéncia de amplificacdo dos produtos de
PCR de baixo peso molecular (80 pares de base) e a eficiéncia de amplificacdo dos produtos de
PCR de alto peso molecular 214 pares de base). A partir dos valores obtidos verifica-se o grau de
degradacédo da amostra. O valor do ID para que uma amostra fosse considerada degradada foi >
1,5. Os valores de ID os quais basearam esse estudo foram obtidos a partir da publicacdo de Stefano
Vernarecci et. al [19] e estdo descritos na tabela 1. Portanto, apenas as amostras que possuiam 1D
< 1,5 foram consideradas como né&o degradadas.

A etapa de quantificacdo utilizando o Quantifiler® Trio DNA Quantification Kit (Thermo
Fisher Scientific, Oyster Point, CA) indica se a amostra contém mistura de material bioldgico entre
individuos do sexo feminino e masculino. O ndmero de contribuintes de determinada amostra
bioldgica determina o grau de complexidade da analise a ser realizada.

Quando a amostra biologica possui apenas um contribuinte os calculos estatisticos

utilizados sdo baseados no RMP (random match probabilities), que é a probabilidade de uma
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coincidéncia entre perfis genéticos ocorrer aleatoriamente em determinada populacdo. Na STBBL
o software utilizado para calcular o RMP ¢é o LRmix [20]. Quando a amostra biol6gica apresenta
mistura de material genético a analise € mais complexa, pois, deve-se verificar se ha presenca de
menor e maior contribuintes ou se os individuos apresentam contribuicdo igualitaria para a
producdo da amostra. A mistura deve ser submetida ao célculo estatistico utilizando o software
LRmix [20] que possibilita verificar a relagdo entre duas hipoteses: Hipotese 1 (H1) / HipGtese 2
(H2), onde H1 considera a evidéncia genética dada a hipotese da acusacdo (a mistura é composta
pela amostra da vitima e do investigado) e H2 considera a evidéncia genética dada a hip6tese da
defesa (a mistura € composta pela amostra da vitima e de outro homem da populacédo diferente do
investigado).

Tabela 1: Categorias considerando o indice de degradacéo (ID)

indice de Degradacio Categoria da degradagéo
0-15 sem degradacéo
15-4 levemente degradada
4-10 degradada
> 10 muito degradada

O perfil de mistura também deve ser submetido ao célculo de MRE (match rarity estimate)
[21] o qual determina o quanto a mistura obtida é rara em determinada populacdo. A ferramenta
utilizada para a realizagdo do céalculo do MRE € o software CODIS (Combined DNA Index System)
de propriedade da Policia Federal Norte Americana (FBI - Federal Bureau Investigation) e cedido
a Secretaria de Estado de Justica e Seguranca Publica de Minas Gerais (SEJUSP/MG) para ser
utilizado na STBBL.

Para a realizagdo deste estudo foram analisados, preferencialmente, 4 tipos de casos
(tabelas 2 e 3):
(i) casos com DNA de qualidade (ID < 1,5) e quantidade adequadas (1 ng de DNA), sem resultados
de misturas de DNA,; (ii) casos com DNA degradado (ID > 1,5) e quantidade de DNA insuficiente
(<1 ng de DNA), sem resultados de misturas de DNA.
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(iii) casos com DNA de qualidade (ID < 1,5) e em quantidade adequadas (1 ng de DNA), com
misturas de DNA,; (iv) casos com DNA degradado (ID > 1,5) e quantidade de DNA insuficiente
(<1 ng de DNA) e com misturas de DNA.

A partir da combinacdo de critérios estabelecidos na tabela 3, as amostras selecionadas

foram agrupadas de acordo com as tabelas 4 e 5.

Tabela 2: Critérios estabelecidos para escolha dos casos a serem analisados.

Complexidade do caso baixa [ Caso com amostras contendo DNA em quantidade e
qualidade adequadas (suabes orais, suabes genitais,

perianais e vestes).

Complexidade do caso alta | Caso com amostras contendo DNA em quantidade e
qualidade insuficientes (suabes orais, suabes genitais,

perianais e vestes).

Anélise simples Amostras as quais foram obtidos perfis genéticos
Unicos. Exemplos: perfil genético masculino Unico
obtido das amostras coletadas da vitima ou de vestes.
Neste caso, o calculo estatistico é realizado calculando-
se a frequéncia de incidéncia do perfil genético

encontrado.

Anélise complexa Amostras as quais foram obtidas misturas de perfis
genéticos. Exemplos: perfil genético masculino e
feminino obtido das amostras coletadas da vitima ou de
vestes. Neste caso, o célculo estatistico é realizado
utilizando software validado para amostras envolvendo

misturas.
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Combinacdes dos critérios estabelecidos para escolha dos casos a serem analisados.

Complexidade do caso x complexidade da anélise

Categoria A
-Complexidade do caso baixa

-Analise simples

Categoria B
-Complexidade do caso alta

-Analise simples

Categoria C
-Complexidade do caso baixa

-Analise complexa

Categoria D
-Complexidade do caso alta

-Analise complexa

A descricdo de cada amostra é acompanhada pelo nimero do caso, o qual é sequencial e

anico dentro da STBBL. Este cddigo numérico é utilizado desde a entrada da amostra no

Laboratorio de Genética Forense da Policia Civil e tem como objetivo preservar o anonimato das

amostras analisadas. Portanto, cada caso, € composto por todas as amostras relacionadas ao mesmo

caso e geralmente sdo compostas por amostras de referéncia (suabes orais) coletadas da vitima e

do investigado e de amostras questionadas (coletadas de vestes, de objetos, do corpo da vitima

etc).

Tabela 4: Apresenta a descricdo das 32 amostras analisadas neste estudo. A categoria de cada

amostra foi determinada de acordo com a tabela 3.

Amostra N° do caso Descricdo das amostras Categoria
1 79-20 Suabe da mucosa oral coletado da vitima D
2 79-20 Suabe da mucosa oral coletado do investigado B
3 79-20 Fracdo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima D
4 79-20 Fracdo ndo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima D
5 79-20 Fracao espermatica do suabe perianal coletado da vitima D
6 79-20 Fracdo ndo espermatica do suabe perianal coletado da vitima D
7 79-20 Suabe subungueal coletado da méo direita da vitima D
8 79-20 Suabe subungueal coletado da méo direita da vitima D
9 79-20 Fragmento de tecido coletado da calcinha da vitima D
10 996-20 Suabe da mucosa oral coletado do investigado B
11 996-20 Fracao espermatica do suabe vaginal coletado da vitima B
12 996-20 Fracao ndo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima B
13 448-20 Suabe da mucosa oral coletado do investigado B
14 448-20 Fracao espermatica do suabe vaginal coletado da vitima C
15 448-20 Fracdo ndo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima D
16 448-20 Fracao espermatica do suabe perianal coletado da vitima D
17 448-20 Fracdo ndo espermatica do suabe perianal coletado da vitima D
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

650-20
650-20
650-20
650-20
650-20
650-20
650-20
3468-19
3468-19
3468-19
3468-19
3468-19
229-20
CP
CN

Suabe da mucosa oral coletado da vitima

Suabe da mucosa oral coletado do investigado

Fracdo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima
Fracdo ndo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima
Fracdo espermaética do suabe perianal coletado da vitima
Fracdo ndo espermatica do suabe perianal coletado da vitima
Fragmento de tecido coletado da calcinha da vitima
Fragmento de musculo da vitima

Suabe da mucosa oral coletado do investigado

Fracdo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima
Fracdo ndo espermatica do suabe vaginal coletado da vitima
Leito ungueal coletado da vitima

Fracdo espermaética do suabe vaginal coletado da vitima
Controle Positivo

Controle Negativo
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*Continuacéo da tabela 4.

Tabela 5: Apresenta a descricdo das amostras analisadas e a quantidade de cada tipo de amostra.

Natureza das amostras analisadas NUmero de amostras

Suabes da mucosa oral

Fragmento de musculo

FracOes espermaéticas dos suabes vaginais
FracOes ndo espermaticas dos suabes vaginais
Fracdes espermaticas dos suabes perianais
FracOes ndo espermaticas dos suabes perianais
Suabes subungueais

Fragmentos de tecidos coletados de vestes
Controle positivo

Controle negativo
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Metodologias de extracéo e quantificacdo do DNA

As metodologias de extracdo e quantificagdo do DNA utilizadas nas 30 amostras foram

comuns para ambos 0s métodos utilizados neste estudo (PCR — EC e SMP).
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Extracdo de DNA

A extracdo do DNA consiste no tratamento quimico e fisico (temperatura) com o objetivo
de romper as membranas celulares e posterior purificacdo do DNA obtido.

A extracdo das amostras de referéncia (suabes de mucosa oral) foi realizada com resina
Chelex 100® (que consiste em uma resina quelante) associada & proteinase K [22,23,24].

Para a extracdo de amostras provenientes de violéncia sexual foi utilizado o equipamento
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit (Promega® Corporation, Madison, WI) com protocolo
de extracdo diferenciada [25], separando células epiteliais de células espermaticas. Este método
permite isolar o DNA do agressor do DNA da vitima, visto que, na maioria das vezes, ha mistura

destes materiais [4].

Quantificacdo de DNA

Neste estudo foi utilizado o equipamento QuantStudio Real Time PCR® da Thermo Fisher
Scientific, Oyster Point, CA [26] associado ao Kit de quantificagdo Quantifiler® Trio DNA Thermo
Fisher Scientific, Oyster Point, CA [27]. Este processo visa quantificar o DNA total da amostra
extraida e 0 DNA humano masculino, além de mensurar o grau de degradacdo da amostra bioldgica
analisada [28].

A amostras que apresentaram quantidade de DNA acima de 1 ng, tiveram suas amostras
diluidas para a quantidade final de 1 ng. Aquelas amostras que apresentaram quantidade de DNA
inferior a 1 ng, foram concentradas utilizando o equipamento SpeedVac Concentrator da (Thermo
Fisher Scientific, Oyster Point, CA).

Testagem das amostras provenientes de violéncia sexual utilizando PCR — EC

A testagem das amostras provenientes de violéncia sexual foi realizada utilizando inicialmente

a metodologia de PCR - EC que € a metodologia padronizada na STBBL - PCMG.

PCR (reac&o em cadeia da polimerase)

PCR utilizando o Kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega® Corporation, Madison, WI)

Ap0s as etapas de extracao e quantificacdo, as amostras foram submetidas a amplificacéo

utilizando o PowerPlex® Fusion 6C (Promega® Corporation, Madison, WI), o qual possui um
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conjunto de primers para amplificar 23 locos autossémicos, 3 locos especificos para 0 cromossomo
Y e a amelogenina (marcador genético que permite a determinagéo do sexo bioldgico). A figura 4
mostra um eletroferograma com os locos presentes no Kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega®
Corporation, Madison, WI) [29] onde os valores plotados no eixo vertical (variando de 0 a 8.000)
representam as Unidades Relativas de Fluorescéncia (RFUs), ou seja, a intensidade de
fluorescéncia emitida pelos fluoroforos. Os valores plotados no eixo horizontal (variando de 75 a
475) representam 0s tamanhos dos fragmentos em pares de base (pb). Os locos séo apresentados
em cinco cores diferentes as quais sdo emitidas pelos fluor6foros FL-6C (azul), JOE-6C (verde),
TMR-6C (amarelo, representado em preto para melhor visualiza¢do), CXR-6C (vermelho) e TOM-
6C (roxo) ligados aos diferentes produtos de PCR.
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Figura 4: Eletroferograma mostrando os locos presentes no Kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega®
Corporation, Madison, WI) a partir da amplificacdo do controle positivo 2800 M. Esta figura
apresenta 23 locos autossémicos, 3 locos especificos para cromossomo Y e a AMEL
(amelogenina). O padréao interno de corrida é detectado no canal alaranjado e é marcado com o
WEN (WEN Internal Lane Standard 500) Fonte: Developmental Validation of the PowerPlex®
Fusion 6C System [30].

PCR utilizando o Kit PowerPlex® Y23, (Promega® Corporation, Madison, W1)

As amostras relacionadas a violéncia sexual devem ser submetidas a amplificacédo
utilizando Kits especificos para locos do cromossomo Y (Y STRs), de acordo com protocolos
estabelecidos na STBBL [31], pois, em muitas amostras desta natureza que envolvem vitima do
sexo feminino, o material masculino (do agressor) pode estar em propor¢cdes muito inferiores
quando comparado ao material da vitima o que impossibilita a identificacdo do perfil genético do
estuprador devido a amplificacdo preferencial do material genético da vitima. Para enfrentar a
desproporcdo de materiais bioldgicos (feminino e masculino) ¢ utilizado o kit PowerPlex® Y23
(Promega® Corporation, Madison, WI), o qual possui um conjunto de primers para amplificar 23
locos Y STRs. Para o estudo de Y STRs, das 30 amostras, 17 amostras foram selecionadas para
serem testadas, respeitando os protocolos da STBBL, 0s quais determinam que para a realizacdo
de PCR para deteccdo de material masculino nas amostras relacionadas a violéncia sexual devemos
selecionar o minimo de amostras por caso, considerando a quantidade de DNA determinada na
etapa de quantificacdo [31, 32].

A figura 5 mostra um diagrama esquematico dos fluoréforos e dos tamanhos dos produtos

de PCR dos locos presentes no Kit PowerPlex® Y23 (Promega® Corporation, Madison, W1) [33].
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Figura 5: Diagrama esquematico dos locos presentes no Kit PowerPlex® Y23 e seus respectivos
tamanhos em pb. Os locos sdo apresentados em quatro cores diferentes as quais representam os
fluoroforos: Fluoresceina (azul), JOE (verde), TMR-ET (amarelo) e CXR-ET (vermelho). O
padrdo interno de corrida é detectado no canal alaranjado e € marcado com o WEN (WEN Internal
Lane Standard 500) [34].

Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar foi realizada utilizando o analisador genético 3500 XL Genetic
Analyser (Thermo Fisher Scientific, Oyster Point, CA) com 24 capilares de 36 cm de comprimento
e matriz de separacdo (polimero POP-4 ™ da Thermo Fisher Scientific, Oyster Point, CA). O
software utilizado para obtencdo dos dados brutos da corrida eletroforética foi o 3500 Data

Collection Software.

Analise dos resultados - softwares utilizados

Os dados obtidos a partir da eletroforese capilar, foram analisados no GeneMapper™ ID-
X Software (Thermo Fisher Scientific, Oyster Point, CA). Estes dados “brutos” sdo convertidos em
uma sequéncia numérica em forma de picos representados em um eletroferograma (perfil
genético). Na STBBL, os perfis genéticos devem atender parametros de qualidade para serem
validados como resultados aceitaveis. Esses pard@metros sdo os limiares analiticos e 0 PHR (peak
heigth ratio). O limiar analitico indica que as fluorescéncias emitidas acima do valor estabelecido
sdo, de fato, picos validos e ndo ruidos de base do equipamento, ja o PHR é a maxima diferenca
permitida entre as alturas dos picos dos alelos para um loco heterozigoto. Os parametros da
qualidade estabelecidos na STBBL séo: (i) limiar analitico o valor de 200 RFUs (unidades relativas
de fluorescéncia) e (ii) o PHR de 60%. Os perfis genéticos obtidos nos permitem, em alguns casos,
identificar um agressor sexual e, em outros, excluir individuo (s) suspeito (s) como autor (es) do
crime em questdo. Quando os resultados indicam a inclusdo do investigado na amostra coletada da
vitima, utilizamos calculos estatisticos para agregar valor matematico aos resultados obtidos [31].
Para a realizacdo dos calculos estatisticos que envolvem as evidéncias genéticas, o software
disponivel na STBBL é o LRmix Studio [20].
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Testagem das amostras provenientes de violéncia sexual utilizando SMP

A STBBL - PCMG possui, para realizacdo do SMP, o equipamento MiSeq® FGX da
Illumina que utiliza o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen® o qual possui dois Mixes
de primers (Mix A e Mix B). O Mix A possui primers para 27 STRs autossémicos, 7 X STRs, 24
Y STRs e 94 SNPs de identidade. O Mix B possui primers para os mesmos locos do Mix A somados
a primers para 54 SNPs de ancestralidade, 22 SNPs de informacéo fenotipica e 2 SNPs com ambas
caracteristicas (ancestralidade e fenotipica) [32]. Para o sequenciamento das amostras deste estudo
foi escolhido o Mix B por possibilitar a obtencdo de maior quantidade de dados, porém, os dados
de ancestralidade e fenotipicos ndo fardo parte do escopo deste trabalho. O sequenciamento das
amostras foi realizado no MiSeq FGx™ sequencing instrument com o MiSeq FGx™ Reagent Kit.
A figura 6 mostra as etapas do processo de analise usando o MiSeq FGx™ Forensic Genomic
Solution.

Apds a extracdo e quantificacdo do DNA das amostras, elas foram submetidas a primeira
PCR com o objetivo de acrescentar “etiquetas” ou tags (sequéncias que contém entre 4 e 8
nucleotideos) em regibes especificas do DNA, sendo que a quantidade de DNA inicial
recomendada é de 1 ng [18]. A segunda reacdo de PCR consiste na adicdo de indexes ou
adaptadores (i5 e i7 lllumina adaptadores), com comprimento de 120 pb, aos amplicons gerados
na primeira PCR. Esses adaptadores sdo ligados aos tags que haviam sido adicionados na etapa
anterior e permitem que as amostras que comp@em a biblioteca se liguem as sequéncias

complementares (oligonucleotideos) na flowcell durante a geracéo dos clusters [18,35].

PCR1:

/ Extracdo e

quantificacdo do
DNA

Sequenciamento
no MiSeq FGx

Geracdodo
perfil genético
com o UAS

Amplificacdo e
marcacdo do
DNAalvo

Geracao dos
Clusters

PCR 2: Insercdo
de adaptadores

Poolde
bibliotecas de
amostras

Purificacdo das

bibliotecas de
amostras

Normalizacdo
das bibliotecas
de amostras

Figura 6: Etapas que envolvem o sequenciamento de amostras utilizando o equipamento MiSeq

FGx™ da Illumina.
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As bibliotecas de amostras formadas a partir das duas PCRs sdo submetidas a sucessivas
lavagens para remover componentes da reacdo, tais como, dimeros de indexes e pequenos
fragmentos de DNA, usando SPB (Sample Purification Beads) que séo beads (esferas) magnéticas
[18]. Para o processo de normalizagdo das bibliotecas, foram utilizadas beads magnéticas que
integram o kit ForenSeq Signature Prep. A etapa de normalizagdo tem como objetivo fazer com
que as bibliotecas estejam igualmente representadas na solugdo ao serem submetidas a reacéo de
sequenciamento [18,35]. Apos o processo de normalizacdo é feito o preparo do pool de bibliotecas
que utiliza volumes iguais da biblioteca normalizada para criar um pool que sera sequenciado ao
mesmo tempo na flowcell [18]. O processo na flowcell se inicia com a formagé&o dos clusters por
amplificagdo em “ponte” e, posteriormente, ocorre o sequenciamento massivo em paralelo de cada
cluster. O sequenciamento ¢ realizado no MiSeq Desktop Sequencer (Illumina) com o MiSeq FGx
Reagent Kit (lllumina) seguindo os protocolos recomendados pelo fabricante [18]. No
sequenciamento por sintese (método utilizado pelo MiSeq Desktop Sequencer — Illumina), todos
0s quatro nucleotideos marcados com fluoréforos estdo presentes na reacdo e apenas um
nucleotideo € adicionado na fita crescente de DNA em todos os clusters. Os nucleotideos sdo
reversivelmente blogueados, o que impede a incorporacdo de mais de um nucleotideo ao mesmo
tempo. Quando um nucleotideo é incorporado, um sinal fluorescente é emitido, é realizada a leitura
do sinal e em seguida a terminacéo que blogueia o nucleotideo é clivada, permitindo a ligacdo da
proxima base. Apoés a reacdo de sequenciamento, a analise dos dados € realizada com o ForenSeq
Universal Analysis Software (UAS) — Verogen®. O software gera os resultados em forma de
planilhas e gréaficos de reads que deverdo passar por um processo de checagem. Esta etapa consiste
em verificar quais resultados podem ser validados, se 0o nimero de reads e verificando os

thresholds analiticos e de interpretacdo.

Resultados

Extracgédo e quantificacdo

Todas as 30 amostras foram submetidas a extracdo de DNA, variando a metodologia de
extracdo de acordo com a natureza da amostra. Todos os extratos obtidos foram quantificados com
0 equipamento QuantStudio Real Time PCR® (Thermo Fisher Scientific, Oyster Point, CA) [13]
associado ao Kit de quantificagdo Quantifiler® Trio DNA Quantification Kit (Thermo Fisher
Scientific, Oyster Point, CA) [14]. A tabela 6 apresenta os dados relativos a quantidade de DNA
autossomico (DNA total), de DNA masculino (obtidos a partir da amplificacdo de locos do

cromossomo Y) e forneceu a relacdo de DNA masculino / feminino, o qual é um importante
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pardmetro nas anélises de casos onde ocorrem misturas de material genético (vitima do sexo

feminino e agressor do sexo masculino). O processo de quantificacdo néo identificou a presenca

de inibidores de reacdo de PCR nas amostras testadas.

Tabela 6: Resultados obtidos a partir da quantificacdo dos extratos de DNA das amostras

analisadas.
Amostra Quantida(_je de DNA Quantidade de Ra_zéo DNA _ Indice de
autossomico (ng/ul) DNA'Y (ng/ul) Masculino/Feminino  Degradacao

1 51,03 0,002 1:20.029 7,47
2 17,9 11,23 indeterminado 2,06
3 4,36 0,006 1:725 1,64
4 41,08 0,0002 1:224.571 1,54
5 0,4 0,001 1:399 1,08
6 2 0,002 1:999 1,86
7 0,29 0,02 1:14 2,78
8 0,86 0,02 1:46 2,92
9 0,26 0,14 indeterminado 2,59
10 0,02 0,01 indeterminado 3,62
11 0,003| indeterminado indeterminado 3,57
12 11,86 | indeterminado indeterminado 4,58
13 29,05 21,3 indeterminado 2,54
14 9,84 4,55 11 1,49
15 91,62 0,28 1:326 1,56
16 0,14 0,02 1:4 1,24
17 16,88 0,01 1:1.122 2,1
18 7,81 | indeterminado indeterminado 1,37
19 9,3 7,24 indeterminado 1,36
20 2,8 0,01 1:279 1,42
21 83,88 0,05 1:1.626 1,46
22 indeterminado | indeterminado indeterminado -
23 0,03 0,001 1:21 5,27
24 67,18 0,01 1:4.466 2,02
25 79,61 0,04 1:1.955 1,06
26 33,25 38,3 indeterminado 1,77
27 115,95| indeterminado indeterminado 3,78
28 0,86 | indeterminado indeterminado 2,18
29 5,88 0,07 1:83 2,63
30 1,79 2,2 indeterminado 0,8
CP 0,2 0,16 indeterminado 1,47
CN 0,002 0,0003 1:4.388 -
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Genotipagem utilizando a metodologia de PCR — EC

PCR utilizando o Kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega® Corporation, Madison, WI) eresultados
obtidos na eletroforese capilar

Na analise dos marcadores autossémicos presentes no kit Powerplex® Fusion 6C, foram
obtidos 25 perfis genéticos, os quais foram divididos em completos e incompletos. Foram
considerados perfis genéticos completos aqueles que geraram 23 locos autossémicos (nimero total
de locos autossdmicos presentes no kit de amplificagdo utilizado) e foram considerados perfis
genéticos incompletos aqueles que geraram até 22 locos autossomicos (0 < n° de locos < 22). A
figura 7 apresenta a quantidade de locos autossémicos genotipados em cada amostra analisada.

A andlise das amostras utilizando PCR — EC, apresentou como resultado, 16 (dezesseis)
amostras com perfis genéticos completos, 9 (nove) amostras com perfis genéticos incompletos e 7

(sete) amostras as quais ndo geraram perfis genéticos.

Relacéo entre o numero de locos autossémicos obtidos e o total de locos analisados na EC

Ap0ds analise dos resultados obtidos para marcadores autossémicos, verificou-se que em 7
amostras (21,9%) ndo foram obtidos perfis genéticos, em 9 amostras (28,1%) foram obtidos perfis
genéticos que continham entre 1 e 22 locos genotipados e em 16 amostras (50%) foram obtidos

perfis genéticos completos, ou seja, 23 locos autossdmicos em 23 locos autossdmicos analisados.

PCR utilizando o Kit PowerPlex® Y23 (Promega® Corporation, Madison, WI1) e resultados
obtidos na Eletroforese Capilar

Foram selecionadas 17 amostras para serem submetidas a PCR utilizando o Kit
PowerPlex® Y23 (Promega® Corporation, Madison, WI), respeitando os protocolos da STBBL,
0s quais determinam que para a realizacdo de PCR para deteccdo de material masculino nas
amostras relacionadas a violéncia sexual devemos selecionar o minimo de amostras por caso,

considerando a quantidade de DNA determinada na etapa de quantificagdo [31, 32].
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Locos genotipados por amostra analisada

23 23 I3 23 23 23 23 23 23

23
20 20
19
18
17
0 o 0 |
5 6 7 8 ]

1 2 3 4

23
18 18
17
o 0 | 0 | | 0

Figura 7: Quantidade de locos autossomicos genotipados nas amostras analisadas obtidos com

Powerplex® Fusion 6C (Promega® Corporation, Madison, WI).

A andlise das 17 amostras selecionadas (2,3,7,8,9,10,11,13,14,16,19,21,23,24,27,28, e CP)
utilizando o kit PowerPlex® Y23 (Promega® Corporation, Madison, WI), seguida de eletroforese
capilar, resultou na obtencdo de 10 (dez) perfis de haplétipo, ou seja, perfis contendo locos Y
STRs. Estes perfis foram separados em completos e incompletos, onde os perfis de haplétipo
completos apresentaram 23 locos genotipados (ntimero total de locos analisados no kit PowerPlex®
Y23 da Promega® Corporation, Madison, WI) e os perfis de hapldtipo incompletos apresentaram
até 22 locos Y STRs (0 < n° de locos < 22). Portanto, a andlise das 17 (dezessete) amostras
selecionadas utilizando o Kit PowerPlex® Y23 (Promega® Corporation, Madison, WI) resultou na
obtencéo de 6 (35,2%) perfis de hapl6tipos completos, 4 (23,6%) perfis de haplétipo incompletos
(0 <n°de locos < 22) e em sete 7 (41,2%) amostras ndo foram genotipados nenhum loco. A figura

8 apresenta a quantidade de locos Y STRs genotipados em cada amostra analisada.

Resultados obtidos a partir da eletroforese capilar considerando a presenca ou auséncia de

mistura de material genético nas amostras

A eletroforese capilar detectou, em 21 amostras, perfis genéticos Unicos (material genético
de apenas um contribuinte), em 4 amostras foram detectados perfis de mistura de material genético
de mais de um contribuinte (individuo) e em 7 amostras ndo foram detectados perfis genéticos.

23 23 13 23 23

0 11 12 13 14 15 16 17 18 189 20 21 22 23 M4 35 2 27 2B 29 30 CP CN
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Nuamero de locos obtidos na andlise de Y STRs

23 23 23 23

23 23
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16
12
0 0 ] 0 0 0 0
2 3 7 8 9 10 11 13 14
Figura 8: Quantidade de locos Y STRs genotipados por amostra analisada.

As amostras que apresentaram perfis genéticos de apenas um contribuinte sdo
representadas por locos com um pico (individuo homozigoto) ou dois picos (individuo
heterozigoto). Podem ser amostras de referéncia de vitimas, de investigados ou amostras
guestionadas, como, por exemplo, vestes e suabes vaginais/perianais. As amostras questionadas
também podem apresentar perfis de mistura de material genético com mais de um contribuinte
(vitima e agressor sexual). A figura 9 apresenta um exemplo de perfil genético com um
contribuinte. Nesta figura € possivel observar o padrdo de balanceamento dos picos heterozigotos
(alturas proporcionais entre dois picos de um mesmo loco), a amelogenina (AMEL) XX indicando
tratar-se de um individuo do sexo feminino e a qualidade geral do eletroferograma. O resultado
mostrado foi obtido com a utilizacdo do software GeneMapper™ ID-X Software (Thermo Fisher
Scientific, Oyster Point, CA) a partir da metodologia PCR - EC.

O uso da metodologia de PCR — EC detectou resultados com perfil de mistura de material
genético de mais de um contribuinte em 4 (quatro) amostras. A figura 10 apresenta um exemplo

de perfil de mistura de material genético de mais de um contribuinte.

16 15 21 23 24 27 28 cp
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Figura 9: Parte de um eletroferograma (representacdo grafica do perfil genético) com material

genético de apenas um contribuinte. Nesta figura, os picos sdo representados em trés cores

diferentes representados por diferentes fluor6foros presentes na reacdo de PCR (azul, verde e

preto).

Figura 10: A*- Parte de um eletroferograma com material genético de dois individuos. Observar a

presenca de trés ou quatro picos, indicando mais de um contribuinte na amostra (setas). B**-

Representacdo esquematica da forma do pico da amelogenina quando ha mistura de material

genético masculino e feminino na proporgdo 1:1. A amelogenina XY indica a presenca de

individuo do sexo masculino, porém, a desproporg¢do entre 0 X e 0 Y, onde se observa 3 X em

relacdo a 1 Y, indica que a quantidade de material feminino (XX) é aproximadamente a mesma
quantidade de material masculino (XY). Fonte*STBBL, 2020; **Forensic DNA Typing, John M.

Butler, 22 edicéo, pag: 114.

Figura 10 A:
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Figura 10 B:

FEMININO : X, X
1:1MISTURA : 3X + 1Y

MASCULINO: X, Y

Além dos resultados apresentados (material genético de apenas um contribuinte e mistura
de material genético de mais de um contribuinte) também foram observadas amostras as quais néo
geraram perfis genéticos. As figuras 11 e 12 apresentam uma sintese dos resultados obtidos na

analise de STRs autossdmicos e Y STRs na metodologia de PCR — EC.

Genotipagem usando a metodologia de Sequenciamento Massivo em Paralelo

Apds a analise com a metodologia PCR — EC, as amostras foram submetidas a metodologia
de SMP utilizando o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen®, o MiSeq™ FGx Reagent

Kit, 0 MiSeq™ FGx Sequencing Instrument e o ForenSeq™ Universal Analysis Software.
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Figura 11: Resultados observados (perfis genéticos completos, perfis genéticos
incompletos e auséncia de perfil genético) na andlise de locos autossémicos (30

amostras e 2 controles).

Resultados obtidos na etapa de sequenciamento para os locos autossdomicos

Para os locos autossdmicos, utilizando o ForenSeq™ Universal Analysis Software,
verificou-se que, em 3 amostras (9,4%) ndo foram obtidos perfis genéticos, em 2
amostras (6,2%) foram obtidos perfis genéticos que continham entre 5 e 10 locos
tipados, em 1 amostra (3,1%) foi obtido perfil genético que continham 23 locos
genotipados e em 26 amostras (81,3%) foram obtidos perfis genéticos completos, ou
seja, 27 locos autossdmicos em 27 locos autossdmicos analisados. A tabela 7 mostra
aquelas amostras que apresentaram perfis genéticos incompletos na PCR — EC e quando
submetidas ao SMP apresentaram perfis genéticos completos.
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Figura 12: Resultados observados (perfis de haplotipo completos, perfis de haplétipo
incompletos e auséncia de perfil de hapl6tipo) na andlise de locos Y STRs (30 amostras e

2 controles).

Tabela 7: Amostras que ndo geraram perfis genéticos ou que apresentaram perfis genéticos
incompletos, para os locos autossdmicos, com a metodologia PCR — EC e apresentaram perfis

geneticos completos (27 locos génicos) a partir da utilizagdo da metodologia de SMP.

locos autossdmicos locos autossdmicos

Amostra obtidos Amostra obtidos
PCR-EC SMP
3 22 3 27
4 0 4 27
7 20 7 27
8 20 8 27
12 18 12 27
19 19 19 27
21 0 21 27
27 0 27 27
28 18 28 27
29 17 29 27

Resultados obtidos a partir do SMP considerando o nimero de contribuintes com material
genetico nas amostras

O sequenciamento massivo em paralelo detectou em 25 amostras perfis genéticos Unicos
(material genético de apenas um individuo), em 4 amostras foram detectados perfis de mistura de
material genético de mais de um individuo e em 3 amostras ndo foram detectados perfis genéticos.
Esses resultados foram compativeis (compatibilidade em relacdo ao nimero de individuos nas
amostras) com os resultados observados na PCR — EC.

Assim como observado na andlise utilizando PCR — EC, a metodologia de SMP também
apresentou amostras com perfis genéticos de apenas um contribuinte, as quais eram compostas por
amostras de referéncia de vitimas e/ou investigados e por amostras questionadas. Também foram
observadas amostras questionadas com perfis de mistura de material genético, com pelo menos
dois contribuintes (vitima e agressor sexual). A figura 13 apresenta um exemplo de perfil genético

com um contribuinte e a detec¢do de stutter no loco FGA.
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Figura 13: Parte de um gréafico com a distribuicdo do nimero de reads e os alelos detectados nos
locos analisados. Este grafico (representacdo do perfil genético) foi gerado pelo UAS e mostra
resultado quando h& material genético de apenas um contribuinte. Aqui estdo representados 0s
seguintes locos STRs: TPOX, D2S441, D2S1338, D3S1358, D4S2408, FGA, D5S818, CSF1PO,
D6S1043 e D7S820.
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LOCOSANALISADOS E ALELOS DETECTADOS

Além das amostras com contribuintes unicos, existem aquelas em gue podemos encontrar
mais de um individuo contribuindo com seu material genético. Neste estudo utilizando SMP foram
encontrados resultados com perfil de mistura de material genético de mais de um contribuinte em
4 (quatro) amostras. A figura 14 apresenta um exemplo de perfil genético com mistura de material
genético de mais de um contribuinte. Somam-se a estes resultados apresentados (material genético
de apenas um contribuinte e mistura de material genético de mais de um contribuinte), resultados
em que ndo foram observados perfis genéticos, e nestes casos, o ForenSeq™ Universal Analysis

Software ndo gera o grafico com a distribuicdo do numero de reads.
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LOCOS ANALISADOS E ALELOS DETECTADOS

Figura 14: Parte de um gréafico com a distribuicdo do nimero de reads e os alelos detectados nos
locos analisados. Este gréfico (representacdo do perfil genético) foi gerado pelo UAS e mostra

resultado quando ha material genético de mais de um contribuinte.

STRs autossdémicos: ganhos obtidos com a utilizagdo da metodologia de SMP

A partir da utilizagdo da metodologia de SMP, ao se analisar os STRs autossomicos, foram
obtidos ganhos em relacdo a metodologia de PCR — EC. Das amostras analisadas, apenas 3 foram
consideradas sem sucesso na obtencdo de perfis genéticos, 2 amostras apresentaram de 1 a 22 locos
genotipados, 1 amostra apresentou 23 locos genotipados e 26 amostras apresentaram 27 locos
genotipados, conforme apresentado na figura 15. A metodologia de PCR — EC genotipou em média
16 locos génicos enquanto a metodologia de SMP genotipou 23 locos génicos, em média. Quanto
maior o numero de locos STRs genotipados maior serd o poder de discriminacdo da anélise
efetuada. O aumento dos locos genotipados em amostras forenses geram RMP (random match
probabilities) e/ou LRs (likelihood ratios) mais robustos. Na estatistica forense, 0 RMP (random
match probabilities) é a probabilidade de um match ocorrer por coincidéncia enquanto o LR

(likelihood ratio) representa a forga da evidéncia extraida do DNA [36].

Analise comparativa entre os resultados obtidos a partir das metodologias de PCR — EC e SMP,
considerando os locos STRs autossdmicos.
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Os dados gerados nesse estudo permitiram a comparacdo entre os métodos de PCR - EC e
SMP. A tabela 8 mostra o nimero de perfis genéticos obtidos em ambas metodologias,

considerando tratarem-se de perfis genéticos completos, incompletos e auséncia de perfil genético.
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Figura 15: Representacdo do numero de locos obtidos por amostra analisada, utilizando as

metodologias de PCR — EC e SMP. Cada ponto vermelho representa uma amostra testada.

Os resultados comparativos entre as metodologias, que consideram a complexidade do caso
(alta ou baixa) e a complexidade da andlise (simples ou complexa), estdo descritos nas tabelas 9,
10, 11 e 12. A amostra 22, apresentou resultado “indeterminado” para todos os parametros
analisados na etapa da quantificacdo e ndo gerou perfil genético em ambas as metodologias.
Aquelas amostras em que a razdo entre os materiais masculino e feminino na quantificacdo foi

“indeterminado” foram consideradas como amostras de perfil genético de um contribuinte.

Tabela 8: Comparacdo entre as metodologias de PCR - EC e SMP quanto aos perfis genéticos

autossdmicos obtidos (completos, incompletos e/ou auséncia de perfil genético).

Perfis Genéticos ~ Perfis Genéticos  Auséncia de perfil ~ Total

Completos incompletos genético
Metodologia PCR — EC 16 9 7 32
Metodologia SMP 26 3 3 32

Os resultados obtidos para os locos STRs autossdomicos nas metodologias de EC e SMP estéo
compilados, de forma comparativa, na figura 16.



42

Metodologia

SMP EC
0 3 7/
5 1 0
10 1 0
) 17 0 2 Numero de amostras
= 30
= 18 0 3
2 20
= 9
e 19 0 L 10
= 20 0 2 0
22 0 1
23 1 16

Figura 16: Mapa de calor que representa a comparacao entre os resultados obtidos, para os
locos STRs autossdmicos, nas metodologias de PCR - EC e SMP. *27 ¢ o maximo de locos

autossémicos possiveis para o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen® **23 é o maximo de locos

autossémicos possiveis para o PowerPlex® Fusion 6C System (Promega® Corporation, Madison, WI).

Tabela 9: Comparacgédo entre os resultados obtidos nas metodologias utilizadas, para os locos
autossdmicos estudados, considerando a complexidade do caso (baixa) e a complexidade da
analise (simples).

Complexidade baixa / Analise Simples

PCR-EC SMP
Amostra Resultado Resultado
9 Mistura de material genético Mistura de material genético
18 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
19 Perfil genético incompleto**, sem mistura | Perfil genético completo*, sem mistura
30 Mistura de material genético Mistura de material genético

*Completo: obtencéo de perfil genético contendo todos os locos; **Incompleto: obtencédo de perfil genético sem a genotipagem de todos
os locos.
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Tabela 10: Comparacdo entre os resultados obtidos nas metodologias utilizadas, para os locos
autossémicos estudados, considerando a complexidade do caso (alta) e a complexidade da anélise

(simples).
Complexidade alta / Andlise Simples
EC SMP
Amostra Resultado Resultado
2 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
10 Auséncia de perfil genético Auséncia de perfil genético
11 Auséncia de perfil genético Perfil genético incompleto*, sem mistura
12 Perfil genético incompleto*, sem mistura | Perfil genético completo*, sem mistura
13 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
26 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
27 Auséncia de perfil genético Perfil genético completo*, sem mistura
28 Perfil genético incompleto*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
31 (CP) | Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura

*Completo: obtenc¢do de perfil genético contendo todos os locos; **Incompleto: obtencao de perfil genético sem a genotipagem de todos
os locos.

Tabela 11: Comparacdo entre os resultados obtidos nas metodologias utilizadas, para os locos
autossdmicos estudados, considerando a complexidade do caso (baixa) e a complexidade da
analise (alta).

Complexidade baixa / Analise complexa

EC SMP
Amostra Resultado Resultado
14 Mistura de material genético Mistura de material genético
20 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
21 Auséncia de perfil genético Perfil genético completo*, sem mistura
25 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura

*Completo: obtenc¢do de perfil genético contendo todos os locos; **Incompleto: obtengdo de perfil genético sem a genotipagem de todos
0s locos.
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Tabela 12: Comparacdo entre os resultados obtidos nas metodologias utilizadas, para os locos

autossémicos estudados, considerando a complexidade do caso (alta) e a complexidade da analise

(alta). Complexidade alta / Anélise complexa
EC SMP
Amostra Resultado Resultado
1 Perfil genético incompleto**, sem mistura | Perfil genético incompleto*, sem mistura
3 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
4 Auséncia de perfil genético Perfil genético completo*, sem mistura
5 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
6 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
7 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
8 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
15 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
16 Mistura de material genético Mistura de material genético
17 Perfil genético completo*, sem mistura Perfil genético completo*, sem mistura
23 Perfil genético incompleto**, sem mistura | Perfil genético incompleto**, sem mistura
24 Auséncia de perfil genético Perfil genético completo*, sem mistura
29 Perfil genético incompleto**, sem mistura | Perfil genético incompleto**, sem mistura
32 (CN) | Auséncia de perfil genético Auséncia de perfil genético

*Completo: obtencdo de perfil genético contendo todos os locos; **Incompleto: obtencéo de perfil genético sem a genotipagem de todos 0s

locos.

A quantidade de locos obtidos por amostra na andlise dos Y STRs, a partir das

metodologias de PCR - EC e de SMP s&o apresentados na tabela 13. Para a metodologia SMP

todas as amostras foram submetidas ao sequenciamento e para a metodologia de PCR - EC apenas
as amostras 2,3,7,8,9,10,11,13,14,16,19,21,23,24,27,28 e 31 foram testadas.

Y STRs obtidos com a utilizacdo da metodologia de SMP

Os resultados obtidos para os locos Y STRs na reacao de sequenciamento foram: em 18 amostras

(56,3%) nao foram obtidos perfis de hapl6tipo, em 13 amostras (40,6%) foram obtidos perfis de

hapldtipo que continham entre 1 e 23 locos (perfis de haplotipo incompletos) e em 1 amostra

(3,1%) foi obtido perfil de haplotipo completo, ou seja, 24 locos Y STRs em 24 locos analisados.

Estes dados séo apresentados na tabela 14 de modo que se possa comparar os resultados obtidos a
partir da metodologia de PCR - EC e SMP.
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Tabela 13: Comparacéo entre os resultados obtidos, para os locos Y STRs, nas amostras testadas

em ambas metodologias de PCR - EC e SMP.

Amostras locos Y STRs locos Y STRs
analisadas obtidos obtidos
PCR-EC SMP
2 23 22
3 0 0
7 21 7
8 21 4
9 23 18
10 16 0
11 0 0
13 23 23
14 23 23
16 23 19
19 12 23
21 0 0
23 0 0
24 0 0
27 0 0
28 0 0
31 23 24

Tabela 14: Comparagdo entre a quantidade de perfis de hapl6tipo Y STRs, completos e

incompletos, obtidos a partir das metodologias de PCR - EC e SMP. Também sdo apresentadas

aquelas amostras as quais nao foram obtidos perfis de haplétipo. Das 18 amostras, as quais, 0S

perfis de haplétipo ndo foram obtidos (PHNO), 3 eram pertencentes a vitima do sexo feminino e

1 era o controle negativo, portanto, essas amostras ndo foram contabilizadas para o célculo

apresentado nesta tabela 12.

Metodologia ~ Amostras PHC*  PHI* PHNO* %Amostras %Amostras % Amostras PHNO
testadas PHC PHI

PCR-EC 17 6 4 7 35,3 23,5 41,2

SMP 32 1 13 18 3,6 46,4 50,0

*PHC: Perfis de hapldtipo completos; PHI: Perfis de haplotipo incompletos; PHNO: perfis de haplétipo ndo obtidos.
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Locos X STRs obtidos com a utilizacdo da metodologia de SMP

O ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen® possui um conjunto de primers
especificos para amplificacdo de 7 locos X STRs e o0s resultados obtidos sdo descritos a seguir.
Das amostras analisadas 1 amostra (3,1%) apresentou um loco genotipado, 1 amostra (3,1%)
apresentou cinco locos genotipados, 7 amostras (21,9%) apresentaram seis locos genotipados, 20
amostras (62,5%) apresentaram sete locos genotipados e 3 amostras (9,4%) ndo apresentaram
nenhum loco genotipado, sendo que uma delas era o controle negativo. Os resultados para os locos

referentes ao cromossomo X estdo representados na tabela 15.

Tabela 15: Quantidade de locos X STRs genotipados nas amostras analisadas, com a utilizacéo
da metodologia SMP.

locos X STRs locos X STRs

Amostras obtidos Amostras obtidos

1 6 17 7
2 7 18 7
3 7 19 7
4 7 20 7
5 6 21 7
6 7 22 0
7 7 23 5
8 7 24 7
9 6 25 6
10 0 26 7
11 1 27 6
12 7 28 7
13 6 29 7
14 7 30 6
15 7 31 7
16 7 32 0*

*Amostra 32: controle negativo. Continuagdo da tabela 15.

SNPs de identidade obtidos com o ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit da Verogen®

A partir da implementagdo da metodologia de SMP com o ForenSeq™ DNA Signature
Prep Kit da Verogen® que possui um conjunto de primers especificos para amplificacio de 94
SNPs de identidade foram obtidos os seguintes resultados: Das amostras analisadas, 1 amostra
(3,1%) apresentou cinco SNPs genotipados, 1 amostra (3,1%) apresentou 21 SNPs genotipados,
5 amostras (15,6%) apresentaram entre 73 SNPs e 90 SNPs genotipados, 21 amostras (65,7%)

apresentaram entre 91 SNPs e 94 SNPs genotipados e 4 amostras (12,5%) ndo apresentaram



47

nenhum SNP genotipado, sendo que uma delas era o controle negativo. Os resultados para 0s SNPs
de identidade estdo representados na tabela 16.

Tabela 16: Quantidade de SNPs de identidade genotipados nas amostras analisadas, com a

utilizacdo da metodologia SMP.

Am(_)stras iISNPs obtidos Am(_)stras iISNPs obtidos

analisadas analisadas
1 73 17 94
2 94 18 93
3 94 19 93
4 94 20 94
5 94 21 0
6 94 22 0
7 93 23 21
8 94 24 94
9 93 25 89
10 0 26 94
11 5 27 90
12 94 28 94
13 92 29 94
14 94 30 90
15 94 31 89
16 94 32 0*

*Amostra 32: controle negativo

Bancos de dados congelados de produtos intermediarios gerados a partir do SMP

As informacdes geradas a partir do SMP das amostras deste estudo, foram armazenadas na
STBBL, na forma de um banco de dados, para que possam ser analisadas em pesquisas futuras.

Este banco de dados é composto por arquivos no formato FASTQ, gerado pelo software UAS da

Verogen®.

Discussoes

A implementagéo de novas tecnologias no laboratorio de genética forense da PCMG é de
grande importancia para auxiliar no combate aos crimes violentos. As amostras originadas de
vitimas e de locais de crimes de natureza sexual compdem aproximadamente 70% da casuistica da

STBBL. A natureza destas amostras, que frequentemente possuem DNA em quantidade e
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qualidade insuficientes, desafia a equipe de geneticistas forenses da STBBL. Além disso, a
morosidade do processo de analise destas amostras resulta em uma demanda reprimida, a qual
torna-se inviavel de ser sanada, com a tecnologia tradicional.

Com o intuito de analisar amostras desafiadoras, aumentar a sua produtividade e
resolutividade, a Secdo Técnica de Biologia Legal, adquiriu o equipamento MiSeq FGx™ da
[llumina. Este equipamento baseia-se na metodologia de Sequenciamento Massivo em Paralelo e
a sua implementacdo na rotina do Laboratdrio de Genética Forense foi o escopo deste trabalho.

Uma das questdes desafiadoras da aquisicio e manutencio do equipamento MiSeq® FGx
da lllumina (utilizado especificamente para a area forense) e insumos para seu funcionamento, é
de cunho logistico. Todos os servicos relacionados a esse equipamento foram terceirizados pela
Ilumina® e até o inicio de 2021 eram de responsabilidade da empresa Verogen®. A Verogen® nio
possuia uma estrutura de manutencdo e suporte, no Brasil, que possibilitasse 0 mesmo suporte
fornecido pela Illumina®, pois, a demanda do MiSeq® FGx, no Brasil, ainda é exigua, existindo,
atualmente apenas 4 equipamentos em todo territrio nacional. Portanto, no atendimento de
manutencdes corretivas, onde ha a necessidade de reposicao de pecas, a demora deste processo era
um fator limitante no uso dessa tecnologia nos laboratérios de genética forense no Brasil. Em
meados do ano de 2021 houve uma parceria entre a Verogen® e a Qiagen® com o objetivo de dar
suporte ao portfdlio de identificacdo humana, incluindo as solucdes de Next Generation
Sequencing; outro ponto complicador que é bastante relevante é o fato de que dados gerados em
versdes de software descontinuadas ndo podem ser analisados em versdes mais atuais; 0s custos
operacionais também devem ser considerados, pois, de acordo com o artigo conduzido por Jennifer
D. Churchill et. al (2016) [37], o custo por amostra utilizando o ForenSeq DNA Signature Prep
Kit da Verogen® é de aproximadamente USD 84 (oitenta e quatro ddlares) quando sdo
sequenciadas 32 amostras simultaneamente, e USD 45 (quarenta e cinco ddlares) quando sdo
sequenciadas 96 amostras simultaneamente, gerando dados de até 230 marcadores. Os Kits
utilizados para corrida com o método de eletroforese capilar, tais como, Globalfiler Express ®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) e Yfiler Plus (Thermo Fisher Scientific) custam
aproximadamente USD 20 (vinte dolares) e USD 32 (trinta e dois ddlares) por amostra,
respectivamente, sendo obtidos dados de 24 marcadores com o Globalfiler Express ® e 27
marcadores com o Yfiler ®. Levantamentos realizados na STBBL em outubro de 2021 mostraram
gue o sequenciamento simultaneo de 96 amostras utilizando o ForenSeq DNA Signature Prep Kit
da Verogen® tem o custo aproximado de R$600,00 (seiscentos reais) por amostra. Enquanto que a
genotipagem de 96 amostras utilizando o PowerPlex® Fusion 6C System (Promega® Corporation,
Madison, WI) tem o custo aproximado de R$120,00 (cento e vinte reais) por amostra. Apesar de

apresentar um custo financeiro de analise maior do que a PCR — EC, o uso do SMP justifica-se
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pelo grande volume de dados produzidos e pelo aumento da possibilidade de resolugéo de casos
criminais.

Além disso, o equipamento MiSeq FGx™ da Illumina® utilizando o ForenSeq™ DNA
Signature Prep da Verogen, possui a capacidade de analisar centenas de marcadores forenses em
uma Unica reacdo, em até 96 amostras simultaneamente, o que confere a este equipamento uma
enorme vantagem quando comparado a metodologia de PCR — EC, atualmente padronizada na
STBBL.

Nas andlises de genética forense, principalmente nas relacionadas a crimes de natureza

sexual, as amostras com mistura de material genético sdo desafiadoras, principalmente quando
utilizamos a metodologia de PCR — EC, a qual os STRs amplificados (alelos) migram numa matriz
(polimero) e sdo separados de acordo com o tamanho (os STRs menores migram na malha do
polimero com maior velocidade, enquanto os STRs maiores migram mais lentamente). Quando
esses STRs de individuos diferentes (contribuintes diferentes na mistura) possuem o mesmo
tamanho, ndo é possivel distinguir a quem pertence o material genético analisado utilizando a PCR
— EC. Outra situacdo desafiadora ¢ quando o alelo do agressor sexual (sendo contribuinte
minoritario de uma mistura) se encontra na posicao de stutter em relagdo ao alelo da vitima, sendo
que a PCR — EC ndo ¢é capaz de distinguir a origem desse alelo (se é o alelo do agressor ou se é
stutter do alelo da vitima), pois, ambos possuem o mesmo tamanho.
Em algumas situagdes pode ocorrer a ndo obtencdo de perfil genético devido a falta de material
biol6gico na amostra, ao seu grau de degradacdo ou a presenca de contaminantes. Amostras
degradadas submetidas a PCR - EC podem néo ser amplificadas devido ao tamanho dos primers
que compdem os kits de amplificacdo utilizados na rotina laboratorial. Neste caso o DNA molde
esta degradado a ponto do primer ndo se ligar a ele ndo sendo possivel o processo de amplificacdo
e deteccdo de perfil genético pretendido com a metodologia PCR — EC.

Considerando a presenca ou auséncia de mistura de material genético de mais de um
individuo, o SMP apresentou resultados compativeis (com relacdo a presenca/auséncia de mistura
de material genético) com os resultados observados na PCR — EC, porém, o SMP oferece a
oportunidade de serem analisadas as sequéncias dos alelos obtidos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a metodologia de SMP foi superior em
eficiéncia, na qual, podemos observar maior quantidade de locos obtidos e, portanto, maior
possibilidade de se identificar individuos pela analise de perfis genéticos. Este ganho em
quantidade de locos genotipados obtidos com a metodologia de SMP, reflete no RMP (random
match probability), com o qual podemos incluir ou excluir investigados de agressdes sexuais.
Também foram observados melhores resultados com 0 SMP quando foram analisadas as amostras
de acordo com os parametros complexidade do caso e complexidade da analise. Neste contexto,
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os resultados de ambas metodologias foram compativeis em 22 amostras, porém, em 9 amostras
os resultados obtidos com o SMP foram superiores, tendo sido obtidos maior quantidade de locos
genotipados ou, até mesmo, perfis genéticos que ndo haviam sido obtidos na PCR — EC. As
amostras 4, 21 e 27, apesar te apresentarem quantidade e qualidade de DNA adequadas, ndo
geraram perfis genéticos na PCR — EC e quando sequenciadas geraram perfis genéticos completos.
Esta divergéncia observada, pode ter sido por erro do analista no momento da manipulacdo das
amostras quando do preparo da corrida eletroforética.

Para os locos relacionados aos Y STRs, a utilizacdo da metodologia de SMP proporcionou
0 sequenciamento de todas as amostras enquanto para a metodologia de PCR — EC apenas as
amostras 2,3,7,8,9,10,11,13,14,16,19,21,23,24,27,28 e 31 foram testadas, respeitando o0s
protocolos internos de analise da STBBL. Considerando as amostras testadas em ambas as
metodologias (Y STRs e SMP), apenas duas amostras (19 e 31) apresentaram resultado mais
informativo no SMP do que na PCR - EC. Para o restante das amostras
(2,3,7,8,9,10,11,13,14,16,21,23,24,27 e 28) a metodologia de PCR - EC apresentou melhores
resultados quando comparada com SMP. Uma possivel explicacdo para a obtencdo destes
resultados, pode estar nas diferencas dos desenhos dos primers envolvendo as metodologias, o que
poderia afetar os resultados finais. Porém, esta analise envolveria um trabalho de bioinformética
mais aprofundado o qual ndo € o objetivo deste trabalho.

E possivel tentar otimizar os resultados para os marcadores do cromossomo Y, colocando
menos amostras no cartucho de sequenciamento, o que possibilitaria a obtencdo de maior nimero
de reads por amostra. Outra possibilidade, seria diminuir a quantidade de amostras no cartucho de
sequenciamento e aumentar o input de DNA daguelas amostras que ndo apresentaram bons
resultados para os marcadores do cromossomo Y. Porém, é preciso avaliar a necessidade real da

obtencdo destes resultados de Y STRs para 0s casos em questdo uma vez que 0s custos financeiros

(somando-se os valores dos reagentes e horas de trabalho do Perito Analista) sdo muito elevados.
Cabe destacar que, o estudo de haplétipos de cromossomo Y € complementar a analise de STRs
autossdmicos, pois, o resultado obtido a partir da analise destes marcadores ndo permite incluir
um dnico individuo em uma cena de crime visto que todos individuos do sexo masculino da mesma
linhagem patrilinea apresentardo o mesmo perfil de haplotipo. Para que a anélise seja conclusiva
no sentido de incluir individuos como “produtores” de vestigios deixados em cenas de crime, a
analise de marcadores autossdmicos ou de SNPs de identidade sdo as ferramentas a serem
consideradas. Apesar destes resultados observados para os locos Y STRs, o SMP oferece a
possibilidade de geracdo de maior quantidade de dados na analise das amostras forenses. Apds a
realizacdo de todas as analises, os dados gerados na corrida de sequenciamento foram
armazenados, de forma segura na STBBL, compondo um banco de dados dos produtos
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intermediarios para que possam ser acessados em caso de estudos futuros. A implementacéo do
SMP resultou na elaboracdo de um POP (apéndice 2) o qual possibilitara aos peritos criminais da
STBBL a execucdo da metodologia de sequenciamento nas amostras relacionadas a violéncia
sexual custodiadas na PCMG. Este estudo foi direcionado para a implementacdo da metodologia
de SMP na STBBL, ndo estando focado na andlise comparativa e verificacdo de concordancia
entre 0s genotipos obtidos considerando-se as duas metodologias abordadas (PCR — EC e SMP).
Todos os resultados obtidos fardo parte de um estudo mais aprofundado ao qual pretendo trabalhar

no meu doutoramento onde os dados serdo analisados estatisticamente.
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APENDICE 1: Resultados das métricas da qualidade obtidas na corrida de implementacio do SMP

Apos a etapa de sequenciamento foram geradas métricas que reportam a qualidade da corrida de
sequenciamento de acordo com os parametros estabelecidos no ForenSeq™ DNA Signature Prep
Reference Guide. VEROGEN PROPRIETARY document # VD2018005 Rev. A June 2018 (tabela
S.1). Por se tratar de implementacdo de nova metodologia, foram analisadas essas métricas da
qualidade da corrida de implementacdo do SMP que evidenciam 0 sucesso da corrida de
implementacdo a partir do correto funcionamento do equipamento MiSeq® FGX da Illumina. Para
todos os parametros da qualidade (Cluster Density, Cluster passing filter, Phasing, Pre-Phasing,
Sample Representation, Read and Index Quality Metrics, ForenSeq Human Sequencing control,
Positive Control Metrics e Negative Control Metrics) foram obtidos resultados adequados
sugerindo que a corrida de implementacdo da metodologia de SMP foi bem sucedida.

1-Cluster Density (k/mm?): Expressa o nimero de clusters por mm?. Para o ForenSeq™ DNA
Signature Prep Kit da Verogen o intervalo recomendado ¢é de 400 a 1.650 k/mm? [18]. O resultado
obtido neste estudo foi de 1.037 k/mm? indicando a producéo de dados/resultados adequados para

analise (figura S.1).

Tabela S.1: Pardmetros da qualidade de corrida da metodologia de SMP.

PARAMETRO DA CORRIDA VALOR VALOR OBTIDO NA CORRIDA
RECOMENDADO*
CLUSTER DENSITY K/IMM? 400 - 1.650 KIMM? 1.037 K/IMM?2
CLUSTER PASSING FILTER (%) >80 % 92,90 %
PHASING (%) <0,25% 0,231 %
PRE-PHASING (%) <0,15% 0,086 %
SAMPLE REPRESENTATION > 85.000 READS 23 AMOSTRAS COM
RESULTADOS ACIMA DE 85.000
READS

Fonte: ForenSeq™ DNA Signature Prep Reference Guide. Verogen Propietary document # VD2018005 Ver. A June 2018.
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2-Cluster passing filter (%): Porcentagem de clusters que passaram no “lllumina chastity filter”.
Este filtro da a medida da qualidade do sinal das bases incorporadas e o recomendado € que seja
maior ou igual a 80 % [18]. O resultado obtido neste estudo foi de 92,90 % indicando a producao

de dados/resultados adequados para analise (figura S.1).

3-Phasing (%): Porcentagem de moléculas que estdo um ciclo atras do ciclo atual (este pardmetro
é aplicado tanto para a Read 1 quanto para a Read 2). Recomenda-se valores menores ou iguais a
0,25 % [18]. O resultado obtido neste estudo foi de 0,231 % indicando a producdo de

dados/resultados adequados para andlise (figura S.1).

4-Pre-Phasing (%): Porcentagem de moléculas que estdo um ciclo a frente do ciclo atual (este
parametro é aplicado tanto para a Read 1 quanto para a Read 2). Recomenda-se valores menores
ou iguais a 0,15 % [18]. O resultado obtido neste estudo foi de 0,086 % indicando a producéao de

dados/resultados adequados para analise (figura S.1).

Figura S. 1: Painel Quality Metrics mostrando os resultados obtidos para os parametros:

cluster density, cluster passing filter, phasing e pre-phasing.

POSITIVE CONTROL NEGATIVE CONTROL QUALITY METRICS
RUN MLTRICS SAMPLL REPHLSENTATION
RUN QUALITY MLTRICS
Cluster Density Clusters Passing Filter

Phasing Pre-Phasing
o2 | E

Fonte: ForenSeq™ Universal Analysis Software (UAS) — Verogen® - Corrida de implementagao.

5- Sample Representation (reads): Mostra a intensidade (nimero de reads) de cada amostra.
Recomenda-se valores acima de 85.000 reads [18]. O resultado obtido neste estudo esta
representado na figura S.2. Encontraram-se dentro dos valores recomendados (barras azuis), ou
seja, maior/igual a 85.000 reads, 23 amostras analisadas (22 de casos reais mais o controle
positivo). Um total de oito amostras apresentaram resultados abaixo de 85.000 reads (barras

laranjas), sendo trés entre 50.000 e 85.000 reads, uma entre 20.000 e 25.000 reads e duas entre
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5.000 e 10.000 reads. Duas amostras apresentaram sinal abaixo de 5.000 e uma (controle negativo)
néo apresentou sinal na corrida.

Figura S. 2: Painel mostrando o niumero de reads por amostra.
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Fonte: ForenSeq™ Universal Analysis Software (UAS) — Verogen® - Corrida de implementagao.

6- READ AND INDEX QUALITY METRICS: A qualidade das Reads (1 e 2) e dos indexes (i5 € i7)
é representada por cores, sendo que, a cor verde obtida nesta corrida de implementacdo, indica que
as Reads (1 e 2) e os indexes (i7 e i5) foram completamente sequenciados e a corrida completou
398 ciclos de um total de 398 [18].

7- ForenSeq Human Sequencing control: O resultado obtido para este parametro foi satisfatorio
indicando que o Human Sequencing control preencheu os critérios de intensidade e concordancia

de gendtipo com o banco de dados do equipamento de sequenciamento.
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8-Positive Control Metrics: Foi gerado alerta para analise do resultado do controle positivo (cor
laranja da aba relativa ao resultado do controle positivo). Foi constatado que apesar de o nimero
total de reads desta amostra ter sido adequado (acima de 85.000 reads) 8 SNPs ndo foram
sequenciados nesta amostra. Porém, todos os STRs do controle positivo foram sequenciados

indicando sucesso da reacdo de sequenciamento.

9-Negative Control Metrics: Foi obtido resultado condizente com o controle negativo (cor verde
da aba relativa ao resultado do controle negativo), ou seja, ndo foi detectada a presenca de SNPs

ou STRs nesta amostra.



58

APENDICE 2 - Procedimento Operacional Padrdo — Construcéo de Bibliotecas para Sequenciamento
Massivo em Paralelo pela Tecnologia Illumina

1. Objetivo
Estabelecer procedimentos para construcdo de bibliotecas para Sequenciamento Massivo em

Paralelo.

2. Aplicagéo
Aplica-se a sala de genotipagem e sequenciamento de DNA da Se¢do Técnica de Biologia e
Bacteriologia Legal (STBBL). O equipamento utilizado neste processo € o sequenciador MiSeqm

FGx da lllumina.

3. Definicdes

O equipamento MiSeg™ FGx da Illumina baseia-se na tecnologia de sequenciamento massivo em
paralelo por sintese (SMP), amplamente adotada em mdltiplas areas da ciéncia, inclusive nas
ciéncias forenses. A tecnologia de SMP do MiSeq™ FGx da Illumina usa uma camera de alta
resolugéo para gravar as imagens dos dNTPs marcados com fluorescéncias que sdo incorporados
sequencialmente durante a sintese da fita complementar, permitindo o sequenciamento massivo

em paralelo de milhdes de fragmentos de DNA alvo.

4. Amostras

Amostras de DNA extraidas e quantificadas de acordo com POP padronizado na STBBL.

5. Materiais

5.1. Materiais gerais

Sala reservada, com ventilagcdo adequada, freezer e geladeira para armazenamento de reagentes,
capelas de fluxo laminar, equipamentos termocicladores, lencol de papel descartavel, caneta
esferografica, caneta marcadora permanente, lapis, pipetas automaticas, pipetas multicanais
automaticas, vortex, micro centrifuga, equipamento de protecdo individual (avental, gorro,

maéscara, luvas, pro-pé, oculos de protecéo).

5.2. Metodologia, procedimentos técnicos e materiais usados nas etapas do sequenciamento
5.2.1. PCR1 - Ligacéo de “etiquetas” ou “tags” no DNA alvo



5.2.1.1. Materiais:

DNA controle 2800M, DNA Primer Mix A (DPMA), reagente FEM (mix de enzima), PCR1 (mix
para reacdao de PCR1), tampéo TBE, microtubos de 1,5 ml, placa (skirted ou semiskirted) para PCR
de 96 pocos com 0,3 ml de profundidade, filme adesivo selante para placa, agua livre de nuclease,

tubos strip com 8 (livres de RNAse/DNAse) e suas respectivas tampas, 1 ng de DNA genémico

humano.

Nota: Usar o filme adesivo selante para selar a placa antes de coloca-la no termociclador. Usar o

filme adesivo selante para selar a placa nas etapas onde houver necessidade.

5.2.1.2. Metodologia:

1. Preparar 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucdes
DPMA - 25°C a-15°C Descongelar a temperatura da sala
FEM - 25°C a-15°C Descongelar a temperatura da sala
PCR1 - 25°C a-15°C Descongelar a temperatura da sala
TBE 1 X - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala
2800M 2°C a 8°C Esperar 30 minutos para colocar a
temperatura da sala

2. Criar uma lista de amostras contendo a posi¢ao de cada amostra e 0s seus respectivos indexes.

3. Salvar no termociclador o programa especifico paraa PCR1.

3.1. Programa para a PCR1
» 98°C por 3 minutos
» 8 ciclos de:
» 96°C por 45 segundos
» 80°C por 30 segundos
» 54°C por 2 minutos com modo “rampa"
» 68°C por 2 minutos com modo “rampa"
» 10 ciclos de:
» 96°C por 30 segundos
» 68°C por 3 minutos com modo “rampa”

» 68°C por 10 minutos
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4. Rotular a placa de PCR como abaixo:

» FSP (ForenSeq Sample Plate)

5. Quantificar o DNA extraido das amostras utilizando o método de quantificacdo (qPCR)
padronizado na STBBL, conforme POP especifico.

6. Diluir 1ng de DNA purificado (que serd o input de DNA) para 0,2 ng/ul com &gua livre de
nuclease.

7. Criar o master mix com quantidade suficiente para o total de amostras, usando o0s seguintes
reagentes:

» PCR1 - 4,7 ul

» FEM - 0,3 ul

» DPMA —5,0 ul

Nota: As quantidades dos reagentes do master mix citadas acima séo para uma amostra. Deve-se
multiplicar esses valores pela quantidade de amostras.

8. Homogeneizar o mix e depois centrifuga-lo rapidamente (apenas um spin para retirar as goticulas
da tampa do tubo).

9. Se forem processadas mais de 8 amostras, deve-se usar 0s tubos strip e distribuir o master mix
utilizando uma pipeta multicanal.

10. Distribuir 10ul de master mix em cada poco da placa FSP.

11. Diluir 2ul do controle positivo (2800M) com 98ul de agua livre de nuclease em um microtubo
de 1,5 ml. Homogeneizar levemente e centrifugar rapidamente (apenas um spin para retirar as
goticulas da tampa do tubo).

12. Adicionar 5ul do controle positivo da reacdo de PCR (2800M) no poco apropriado de acordo
com a lista de amostras.

13. Adicionar 5ul de &gua livre de nuclease como controle negativo da reacdo de PCR no poco
apropriado de acordo com a lista de amostras.

14. Adicionar 5ul de DNA purificado (0,2 ng/ul) de amostra em cada pogo de acordo com a lista
de amostras. Homogeneizar com pipeta.

15. Selar a placa com filme adesivo selante e centrifugar a 1000 x g por 30 segundos em centrifuga
de placa.

16. Colocar a placa no termociclador e correr o programa da PCR1.

Nota: Se o analista pretender parar nesta etapa deve-se selar a placa com filme adesivo selante e
armazenar em geladeira (entre 2°C e 8°C) por ate 2 dias. Alternativamente a placa pode ser mantida

em termociclador overnight.
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5.2.2. PCR2 - Ligacéo dos indexes (adaptadores) i5 e i7 ao DNA alvo

5.2.2.1. Materiais:

Placa para fixacdo dos indexes do ForenSeq Kit, tubos com tampa de cor alaranjada contendo o
Index 1 (i7), tubos com tampa de cor branca contendo o Index 2 (i5), PCR2 (mix para reacgdo de
PCR2), micro centrifuga e filme adesivo selante para placa e tubos strip com 8 (livres de
RNAse/DNAse) e suas respectivas tampas.

Notas:

1. Usar o filme adesivo selante para selar a placa antes de coloca-la no termociclador. Usar o filme
adesivo selante para selar a placa nas etapas onde houver necessidade.

2. Se forem processadas mais de 8 bibliotecas, distribuir o mix da PCR2 a partir dos tubos strip
usando uma pipeta multicanal.

3. Adicionar o mix da PCR2 lentamente para cada poco da placa de forma a evitar bolhas de ar.

5.2.2.2. Metodologia:

1. Preparar 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucdes

Adaptadores (i5ei7) | -25°C a-15°C Somente remova o0s adaptadores que
estiverem sendo utilizados. Descongelar
a temperatura da sala por 20 minutos.
Vortexos tubos para homogeneizar.
Centrifugar rapidamente (spin).

Mix PCR2 - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala

2. Salvar o programa da PCR2 no termociclador:
» Escolher no pré-aquecimento da tampa e programar a 100°C
» 98°C por 30 segundos
» 15 ciclos de:
» 98°C por 20 segundos
» 66°C por 30 segundos
» 68°C por 90 segundos
» 68°C por 10 minutos

» manter a 10°C

3. Centrifugar a FSP a 1000 x g por 30 segundos.
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4. Organizar os adaptadores 1 (i7) nas colunas horizontais, de 1 — 12, da placa para fixacdo dos
indexes do ForenSeq (figura 1).

5. Organizar os adaptadores 2 (i5) nas filas verticais, de A — H, da placa para fixagdo dos indexes
do ForenSeq (figura 1).

Figura 1: Placa para fixacdo dos indexes do ForenSeq. (A) Colunas horizontais de 1 — 12:
adaptadores 1 (i7) com tampa de cor alaranjada; (B) filas verticais de A — H: adaptadores 2 (i5)
com tampa de cor branca; (C) placa FSP. Fonte da imagem: ForenSeq DNA Signature Prep
Reference Guide.

6. Colocar a placa FSP na placa para fixacdo dos indexes do ForenSeq.

7. Usando uma pipeta multicanal, adicionar 4 ul do adaptador 1 (i7) em cada coluna horizontal.
Tampar os tubos dos adaptadores com novas tampas alaranjadas.

8. Usando uma pipeta multicanal, adicionar 4 ul do adaptador 2 (i5) em cada fila vertical. Tampar
0s tubos dos adaptadores com novas tampas de cor branca.

9. Vortex o mix da PCR2 e depois centrifugar rapidamente (spin).

10. Adicionar 27ul do mix da PCR2 em cada poco da placa.

11. Centrifugar a 1000 x g por 30 segundos.

12. Colocar a placa no termociclador e “correr” o programa da PCR2.

Nota: Se o analista pretender parar nesta etapa deve-se selar a placa com filme adesivo selante e
armazenar em geladeira (entre 2°C e 8°C) por até 7 dias. Alternativamente a placa pode ser mantida

em termociclador overnight.
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5.2.3. Purificagéo das bibliotecas

Este processo usa SPB (Sample Purification Beads) para purificar as bibliotecas, retirando todo
resto dos outros componentes.

5.2.3.1. Materiais:

RSB (Resuspention Buffer), SPB (Sample Purification Beads), placa de 96 pogos de 0,3 ml (skirte
ou semiskirted), placa de 96 pocos tipo midi plate (placa com os pocos maiores), etanol 80%
preparado no momento da purificacdo das bibliotecas, filme adesivo selante, suporte magnético
para placa, reservatorio para reagentes livre de RNAse e de DNAse.

Notas:

1. Vortex o SPB antes de cada uso.

2. Vortex o SPB frequentemente para se ter certeza de que as beads estardo distribuidas de forma
homogenia.

3. Aspirar e dispensar o SPB vagarosamente devido a viscosidade da solucéo.

5.2.3.2. Metodologia:

1. Preparar 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucdes

RSB 2°C a8°C Deixar em repouso por 30 minutos para
trazer para a temperatura da sala

SPB 2°C a 8°C Deixar em repouso por 30 minutos para
trazer para a temperatura da sala

Nota: Para garantir uma 6tima performance e rendimento das bibliotecas, tenha certeza de que as
SPB beads estejam em sua totalidade na temperatura da sala.

2. Rotular as placas da forma descrita abaixo:

» PBP (Purification Bead Plate) — placa midi

» PLP (Purified Library Plate) — placa de PCR

3. Aliquotar o SPB de acordo com o nimero de amostras: 50ul de SPB x quantidade de amostras
analisadas. Exemplo: para o total de 30 amostras, multiplicar 50 x 30 = 1.500ul e aliquotar em
reservatorio de reagente para pipeta multicanal.

Nota: O reagente SPB deve ser constantemente homogeneizado para evitar a precipitagdo das
beads magnéticas.

4. Pipetar da aliquota realizada do passo anterior 45ul do SPB para cada poco da placa PBP de

acordo com 0 mapa de amostras.
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5. Centrifugar a placa FSP a 1000 x g por 30 segundos.
6. Transferir 45ul da placa FSP para o poco correspondente na placa PBP, de acordo com o0 mapa
de amostras.
7. Selar a placa com o filme selante e agitar no agitador de placas a 1800 rpm por 2 minutos.
8. Incubar a temperatura da sala por 5 minutos.
9. Colocar a placa no suporte magnético e aguardar até a solucéo clarear (aproximadamente 2
minutos).
10. Remover e descartar todo o sobrenadante de cada pogo.
11. Lavar duas vezes como descrito abaixo:
a. Adicionar 200ul de etanol 80% recém preparado, em cada poco.
b. Incubar no suporte magnético por 30 segundos.
c. Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco.
12. Centrifugar a 1000 x g por 30 segundos.
13. Colocar a placa no suporte magnético.
14. Usar uma pipeta de 20ul para remover o etanol residual de cada poco.
15. Remover a placa do suporte magnético.
16. Adicionar 52,5ul de RBS a cada poco.
17. Selar a placa com filme selante e agitar a 1800 rpm por 2 minutos. Se as beads ndo se
ressuspenderem, homogeneizar com pipeta ou repetir a agitacdo a 1800 rpm por 2 minutos.
18. Incubar a temperatura da sala por 2 minutos.
19. Colocar a placa no suporte magnético e aguardar até o liquido clarear (aproximadamente 2
minutos).
20. Transferir 50ul para o poco correspondente na placa PLP.
21. Centrifugar a 1000 x g por 30 segundos.
Nota: Se o analista pretender parar nesta etapa deve-se selar a placa com filme adesivo selante e

armazenar em freezer (entre -25°C e -15°C) por até 1 ano.

5.2.4. Normalizag&o das bibliotecas

Este processo prepara as bibliotecas de DNA para a geracdo dos clusters, garantindo que estas
bibliotecas estejam igualmente representadas na corrida de sequenciamento.

5.2.4.1. Materiais:

HP3 (2N-NaOH), LNA1 (Library Normalization Additives 1), LNB1 (Library Normalization
Beads 1), LNS2 (Library Normalization Storage Buffer 2), LNW1 (Library Normalization Wash

1), microtubos de 1,5 ml, tubo falcon de 15 ml, placa para PCR com 96 pocos e 0,3 ml (skirted ou
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semiskirted), placa midi com 96 pocos, filme adesivo selante para placa, &gua livre de nuclease,
reservatorio de reagente para pipeta multicanal (livre de RNAse e DNAse).

Nota: 1. Cuidado — Este conjunto de reagentes possui compostos toxicos, tais como, formamida
¢ [3-mercaptoetanol. O procedimento deve ser usado em area ventilada ou utilizando-se méscara
de protecdo. Deve-se utilizar frascos especificos e devidamente rotulados, para o descarte de
sobrenadantes (restos destas solucdes toxicas).

2. Sobre 0s reagentes:

2.1. LNA1 —ap0s vortex, segurar o LNAL em frente a luze e certificar-se que ndo possuem cristais
presentes e que todo o precipitado foi dissolvido.

2.2. LNB1 — ap0s vortex, certificar-se que as beads do LNBL1 estdo ressuspensas e ndo ha pellets
formados no fundo do tubo. Pode-se utilizar pipeta de 1000ul para ajudar na homogeneizagéo das
beads. Ressuspender as beads é essencial para alcancar a formacao de uma densidade de clusters
consistente e otimizar a resolucdo das bibliotecas individuais quando sequenciadas
simultaneamente.

2.3. As bibliotecas restantes na placa PLP pode ser estocada. Selar a placa com filme adesivo

selante para placa e estocar entre -25°C e -15°C por até 1 ano.

5.2.4.2. Metodologia:

1. Preparar 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucdes

HP3 - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala.

LNA1 - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala.
Vértex com inversdo intermitente.

LNB1 2°C a8°C Aguardar 30 minutos para trazer para
temperatura da sala. Vértex por pelo
menos 1 minuto, invertendo 5 vezes a
cada 15 segundos. Homogeneizar com
pipeta até ndo haver pellet de beads, ou
seja, até ocorrer ressuspencdo completa.

LNW1 2°C a 8°C Aguardar 30 minutos para trazer para
temperatura da sala.

LNS2 15°C a 30°C Remova da area de estoque.

2. Rotular os tubos e placas de acordo com o descrito abaixo:

» LNA1/LNB1 master mix — microtubo de 1,5 ml ou tubo Falcon de 15 ml

» NWP (Normalization Working Plate) — placa midi
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» NLP (Normalization Library Plate) — placa de PCR

3. Disponibilizar um frasco para descarte de residuos toxicos para liquidos e solidos.

4. Criar um master mix no tubo rotulado LNAL/LNB1 master mix.

» LNAL - 46,8ul por amostra

» LNB1 — 8,5ul por amostra

5. Vortex e inversdo do tubo varias vezes com o objetivo de homogeneizar.

6. Verter em um reservatorio de reagentes para pipeta multicanal.

7. Transferir 45ul para cada poco da placa NWP que ira conter as bibliotecas de acordo com o
mapa de amostras.

8. Para se evitar a aspiracdo de beads, colocar a placa PLP no suporte magnético e aguardar até
que o liquido fique limpido (aproximadamente 2 minutos).

9. Transferir 20ul de cada poco da placa PLP para o poco correspondente na placa NWP.

10. Selar a placa com filme selante e agitar a 1800 rpm por 30 minutos.

11. Enquanto a placa estiver agitando, preparar 0s seguintes passos:

11.1. Preparar HP3 0,1 N em um novo microtubo de 1,5 ml como se segue:

» 33,3ul de agua livre de nuclease, por amostra.

» 1,8ul de HP3, por amostra.

» Inverter o tubo varias vezes com o objetivo de homogeneizar.

» Deixar na bancada para usa-lo no momento que o protocolo indicar.

11.2. Adicionar 30ul de LNS2 a cada pogo da placa NLP que ira conter as bibliotecas de acordo
com 0 mapa de amostras.

12. Imediatamente apds o processo de agitacdo da placa NWP terminar, colocar a placa NWP no
suporte magnético e aguardar o liquido ficar limpido (aproximadamente 2 mminutos).

13. Remover e descartar o sobrenadante de cada poco.

14. Remover a placa do suporte magnético.

15. Lavar duas vezes com 45ul de LNW1 como se segue:

15.1. adicionar 45ul de LNW1 a cada poco.

15.2. selar a placa com filme adesivo selante e agitar a 1800 rpm por 5 minutos.

15.3. colocar a placa no suporte magnético e aguardar até que o liquido esteja limpido
(aproximadamente 2 minutos).

15.4. remover e descartar o sobrenadante de cada poco.

16. Remover a placa do suporte magnético.

17. Centrifugar a 1000 x g por 30 segundos.

18. Colocar a placa no suporte magnético e aguardar até que o liquido fique limpido

(aproximadamente 2 minutos).



67

19. Usar uma pipeta de 20ul para remover o sobrenadante residual de cada poco.

20. Remover a placa do suporte magnético.

21. Adicionar 32ul de HP3 0,1 N recém preparado em cada poco.

22. Selar a placa com filme adesivo selante e agitar a 1800 rpm por 5 minutos. Se as beads nao
tiverem sido ressuspendidas, homogeneizar com pipeta ou repetir a agitagédo a 1800 rpm por 5
minutos.

23. Colocar a placa no suporte magnético e aguardar até que o liquido fique limpido
(aproximadamente 2 minutos).

24. Transferir 30ul para o pogo correspondente da placa NLP. Homogeneizar com pipeta.

25. Centrifugar a 1000 x g por 30 segundos.

Nota: Se o analista pretender parar nesta etapa deve-se selar a placa com filme adesivo selante e

armazenar em freezer (entre -25°C e -15°C) por até 30 dias.

5.2.5. Conjunto (pool) das bibliotecas

Este processo combina iguais volumes de biblioteca normalizada para criar um conjunto de
bibliotecas que serdo sequenciadas ao mesmo tempo na mesma flow cell.

5.2.5.1. Materiais:

» microtubo de 1,5 ml.

» filme adesivo selante para placa.

» tubos strip de 8, livres de RNAse e de DNAse.

5.2.5.1. Metodologia:

1. Determinar quais bibliotecas serdo sequenciadas. Para 0 mixA (PCR1) podem ser sequenciadas
até 96 bibliotecas e para o mixB (PCR1) podem ser sequenciadas até 32 bibliotecas.

2. Rotular o tubo PNL, para indicar o Pooled Normalized Libraries.

3. Transferir 5ul de cada biblioteca para um novo tubo strip com 8.

4. Armazenar a placa na area de pés-PCR entre -25°C e -15°C por até 30 dias.

5. Transferir o contetdo final do tubo strip com 8 para o tubo PNL.

6. VVortex e centrifugar rapidamente (spin).

Nota: Se o analista pretender parar nesta etapa deve-se selar a placa com filme adesivo selante e

armazenar em freezer (entre -25°C e -15°C) por até 30 dias.
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5.2.6. Desnaturacao e diluicdo das bibliotecas

Este processo dilui as bibliotecas em HT1 (Hybridization Buffer), adiciona HSC (Human
Sequencing Control) e desnatura as bibliotecas, por aquecimento, para prepara-las para o
sequenciamento.

Nota: Realizar este processo imediatamente antes de adicionar as bibliotecas no cartucho de

reagentes para que seja garantida o eficiente carregamento da amostra na flow cell.

5.2.6.1. Materiais:

ForenSeq DNA Signature Prep Kit contendo o HP3 (2N — NaOH) e o HSC (Human Sequencing
Control), microtubos (2) de 1,5 ml, MiSeq Reagent Kit contendo o HT1 (Hybridization Buffer) e
o cartucho de reagentes e agua livre de nuclease.

Nota sobre os reagentes: Vide como preparar o cartucho de reagentes no item 5.2.7.

5.2.6.2. Metodologia:

1. Preparar 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucdes
HP3 - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala.
HSC - 25°C a-15°C Descongelar a temperatura da sala.
HT1 - 25°C a -15°C Descongelar a temperatura da sala.
Cartucho de reagentes - 25°C a-15°C Descongelar a temperatura da sala.

2. Pré-aquecer o termo bloco a 96°C.

3. Preparar o que se segue abaixo:

» Remover o suporte para resfriamento de tubos do freezer ou utilizar recipiente com gelo.
» alternativamente ao suporte para resfriamento pode-se preparar um recipiente com agua e gelo
combinando 3 partes de gelo e 1 parte de dgua livre de nuclease.

4. Rotular os tubos como descrito abaixo:

» HSC mixture.

» DNL para indicar Denatured Normalized Libraries.

5. Criar uma reacéo de desnaturacdo no tubo HSC mixture.

» HSC - 2ul

» HP3 - 2ul

» agua livre de nuclease — 36ul

6. Vortex e centrifugacéo rapida (spin).
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7. Incubar a temperatura da sala por 5 minutos.

8. Adicionar 591ul de HT1 ao tubo DNL.

9. Transferir 7ul do tubo PNL para o tubo DNL. Pipetar para homogeneizar.

10. O tubo PNL pode ser armazenado entre -25°C e -15°C por até 30 dias. Apds 30 dias hd uma
consideravel reducdo na densidade de clusters.

11. Transferir 2ul da HSC mixture para o tubo DNL. Pipetar pra homogeneizar. Ndo armazenar o
HSC mixture por muito tempo, para evitar a reducdo na densidade de clusters.

12. Vortex e centrifugacdo rapida (spin).

13. Colocar o tubo DNL no termo bloco a 96°C por 2 minutos.

14. Inverter o tubo vérias vezes para homogeneizar.

15. Colocar o tubo DNL imediatamente no suporte para resfriamento de tubos por 5 minutos.

16. Colocar todo o contetdo imediatamente dentro do cartucho de reagentes.

5.2.7. Fluxo de trabalho do MiSeq FGX

5.2.7.1. Preparo do cartucho de reagentes

As instrucdes seguintes descrevem como se descongelar o cartucho de reagentes usando um
recipiente com agua a temperatura da sala.

Nota: O cartucho de reagentes do MiSeq FGX sO pode ser utilizado com a corrida de
sequenciamento do ForenSeq e ndo funciona para corrida RUO (Research Use Only).

1. Remova o cartucho de reagentes do freezer.

2. Colocar o cartucho em um recipiente com agua deionizada, a temperatura da sala, suficiente
para submergir a base do cartucho (vide linha de marcagéo do cartucho da figura 2). N&o deixar a
quantidade de agua ultrapassar a linha de marcacgéo do cartucho.
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Figura 2: Linha de marcagdo que determina o0 maximo de 4gua que se deve mergulhar o

cartucho. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®.

3. Aguardar o descongelamento total por aproximadamente 60 a 90 minutos.
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4. Remover o cartucho do recipiente com agua e suavemente bater sua base contra a bancada ara
deslocar a 4gua que permanecer na sua base. Secar a base do cartucho e ter certeza que ndo tenha

respingos na sua parte superior.

5.2.7.1.1. Inspecionar o cartucho de reagentes

1. Inverter o cartucho de reagentes 10 vezes para homogeneizar os reagentes recém descongelados

e efetuar uma inspecéo visual para verificar se houve descongelamento total.

Nota: E critico que os reagentes do cartucho estejam totalmente descongelados e homogeneizados

para que ocorra um sequenciamento apropriado.

2. Inspecionar visualmente os reagentes das posicdes 1, 2 e 4 para se ter certeza de que eles estdo
totalmente homogeneizados e livre de precipitados.

3. “Bater” o cartucho cuidadosamente contra a bancada para reduzir as bolhas de ar dentro dos
reagentes. Importante: Certificar-se que o fundo do cartucho de reagentes esteja livre de bolhas,
para que a aspiracdo dos reagentes pelo equipamento MiSeq FGX néo seja prejudicada.

4. Colocar o cartucho de reagentes no gelo ou manté-lo em geladeira (2°C e 8°C) por até 6 horas
até que a configuracdo da corrida esteja pronta. Para resultados melhores, proceder diretamente
com a adigé@o das amostras e depois configurar a corrida.

5.2.7.1.2. Adicionar as amostras no cartucho de reagentes

Apos o preparo do cartucho de reagentes do MiSeq FGX, as amostras podem ser adicionadas para

a corrida de sequenciamento.

1. Usar um lenco KimWipes (lengos que nédo soltam fibras) para limpar o selo de aluminio que
recobre a posicao rotulada “Load Samples”.

2. Usar uma pipeta de 1 ml com a ponteira limpa para perfurar o selo de aluminio que recobre a
posicao rotulada “Load Samples”.

Nota importante: N&o perfurar qualquer outra posi¢do do cartucho. Outras posic¢des do cartucho
séo perfuradas automaticamente durante a corrida de sequenciamento.

3. Pipetar 600ul de tubo DNL (biblioteca de amostras desnaturadas e normalizadas) no reservatorio

rotulado “Load Samples”. Tocar o orificio com a ponta da pipeta enquanto se dispensa a amostra.
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Checar se hé bolhas de ar dentro do reservatorio ap6s a dispensagdo da amostra. Se houver bolhas
de ar “bater” levemente o cartucho contra a bancada para desfazer as bolhas.

4. Proceder diretamente aos passos da corrida usando a interface do MiSeq FGx Control Software.
5.2.7.1.3. Login e selecdo do tipo de corrida

1. Na tela de login, entrar com usuario e senha do ForenSeq Universal Analysis Software, e entdo
clicar em Next.

Nota: O usuério e senha encontra-se anexado na parte lateral do MiSeq FGx.

2. Na tela de abertura selecionar Sequence.

3. Quando a tela referente a selecdo de tipo de corrida aparecer, deve-se selecionar Forensic
Genomics.

4. Seguir os comandos para carregar a “flow cell”” e reagentes e configurar a corrida (como descrito

nos passos seguintes).

5.2.7.1.4. Preparando a flow cell — limpeza

A flow cell vem imersa em tampdo de armazenagem em recipiente apropriado.

1. Calgar um par de luvas novas, livres de talco.
2. Usando uma pinca de preferéncia plastica, retirar a flow cell pela porcéo plastica do cartucho e

remové-la do recipiente no qual esta armazenada (figura 3).

Figura 3: Remocdo da flow cell. Fonte: Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®.
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3. Lavar suavemente a flow cell com &gua livre de nuclease certificando-se de que tanto o vidro

quanto o cartucho pléstico sejam completamente lavados do excesso de sal (figura 4). O excesso

de sal pode afetar o encaixe da flow cell no instrumento. Se os sais cristalizarem na area a qual

serdo realizadas as imagens pelo equipamento, a formagao destas imagens podera ser afetada.

Figura 4: Lavando a flow cell. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®.

4. Secar completamente a flow cell e o cartucho plastico usando um lencgo de papel (KimWipes)
que ndo solte fiapos de tecido. Secar com cuidado ao redor da junta e da “porta” da flow cell (regido

demarcada de laranja na figura 5). Secar suavemente a area da junta e do vidro adjacente.

Figura 5: Porta e junta da flow cell. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®.

5. Usando um lenco com &lcool, limpar o vidro da flow cell. Certificar-se de que o vidro esteja
livre de sujidades, impressdes digitais e fibras de tecido. Evitar o uso de lengo com &lcool na

porta e na junta da flow cell.
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6. Secar qualquer excesso de alcool com lenco de limpeza de lentes sem fiapos (KimWipes). Fazer

uma inspecao visual para garantir que a porta da flow cell esteja livre de obstrucdes e a junta esteja

bem encaixada ao redor da porta da flow cell. Se a junta estiver deslocada da sua posigéo original,

pressiona-la levemente para que ela retorne ao lugar correto e se encaixe perfeitamente ao redor

da porta da flow cell.

5.2.7.1.5. Carregando a flow cell no equipamento MiSeq FGx

O carregamento da flow cell (figura 6) deve ocorrer quando o comando na tela do equipamento
determinar.
1. Levante a porta do compartimento da flow cell e pressione o botdo do lado direito do local de

insercdo da flow cell. Este compartimento interno se abrira.

Figura 6: Botdo de apertura do local de insergéo da flow cell. Fonte: MiSeq FGX Instrument
Reference Guide - Verogen®.

2. Inspecione visualmente a flow cell e seu compartimento para certificar-se de que nao ha fiapos
de lenco. Caso exista fiapos de lenco ou outras impurezas, limpar o local com lengo (tipo
KimWipes) umedecido em etanol ou isopropanol. Limpar cuidadosamente até que o local esteja
limpo e seco.

3. Segurando a flow cell pelas extremidades do cartucho, coloca-la no compartimento como
indicado na figura 7.
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Figura 7: Colocando a flow cell no compartimento apropriado. Fonte: MiSeq FGX Instrument

Reference Guide - Verogen®.

4. Cuidadosamente pressione para baixo a porta do compartimento interno onde a flow cell se
encaixa (figura 8).

Nota: Conforme a trava da flow cell é fechada, dois pinos de alinhamento perto da dobradica
possibilita o alinhamento e o posicionamento correto da a flow cell. Um clique audivel indica que

a trava da flow cell esta segura.

Figura 8: Fechando a trava da flow cell. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®.

5. Checar no canto inferior esquerdo da tela do equipamento MiSeq FGx a confirmacéo de que a

identificacdo de radio frequéncia (RFID) foi realizada com sucesso.

Nota: Caso ocorre erro na leitura do RFID, verificar o MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®, paginas 46 e 66 (resolving RFID failure).

6. Fechar a porta do compartimento da flow cell.
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7. Selecionar em Next na tela de carregamento da flow cell. A tela de carregamento dos reagentes

se abrira.

5.2.7.1.6. Carregando os reagentes

Aqui existem dois passos para se carregar 0 equipamento com 0s reagentes. Primeiro, carregar a
solucdo de SBS (PR2) e se certificar de que a garrada de descarte esté vazia e depois disso, carregar
0 cartucho de reagentes.

m Carregar a solucdo de SBS (PR2) e checar a garrafa de descarte

1. Remover a garrafa de solucdo de SBS (PR2) da geladeira (2°C a 8°C). Inverta suavemente a
garrafa de SBS (PR2) para homogeneizar a solucdo e depois remova a tampa.

2. Abrir a porta do compartimento de reagentes.

3. Levantar a alga da trava até que se possa liberar as garrafas.

4. Colocar o frasco da solucdo SBS (PR2) no entalhe a direita do refrigerador de reagente (figura
9).

5. Certificar-se de que o recipiente de descarte esta vazio. Caso nao esteja vazio, esvazia-lo em

recipiente de descarte apropriado.

Figura 9: Carregamento do frasco da solugdo SBS (PR2). Fonte: MiSeq FGX Instrument

Reference Guide - Verogen®.

6. Abaixe lentamente a al¢a de travamento dos frascos (SBS e descarte) de acordo com a figura

10. Certificar-se de que os ductos do equipamento estejam dentro dos frascos (SBS e descarte).
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Figura 10: Abaixando a al¢a de travamento. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®.

7. Checar no canto inferior esquerdo da tela do equipamento MiSeq FGx a confirmacdo de que a

identificacdo de réadio frequéncia (RFID) foi realizada com sucesso.

Nota: Caso ocorre erro na leitura do RFID, verificar o MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®, paginas 46 e 66 (resolving RFID failure).

8. Selecionar em Next na tela de carregamento dos reagentes.

m Carregar o cartucho de reagentes
Nota: N&o deixar a porta do refrigerador de reagentes aberta por muito tempo.
1. Abrir a porta do refrigerador de reagentes.

2. Segurar o cartucho de reagentes na sua por¢éo final onde esta rotulado Illumina, e deslizar o

cartucho dentro do refrigerador de reagentes (figura 11).
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Figura 11: Carregar o cartucho de reagentes. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference Guide -

Verogen®.

3. Fechar a porta do refrigerador de reagentes.
4. Checar no canto inferior esquerdo da tela do equipamento MiSeq FGx a confirmacdo de que a

identificacdo de radio frequéncia (RFID) foi realizada com sucesso.
Nota: Caso ocorre erro na leitura do RFID, verificar o MiSeq FGX Instrument Reference Guide -
Verogen®, paginas 46 e 66 (resolving RFID failure).

5. Fechar a porta do compartimento dos reagentes.
6. Selecionar em Next na tela de carregamento dos reagentes. Uma tela de revisdo do processo se

abrir.

5.2.7.1.7. Iniciando a corrida

Apds o carregamento da flow cell e dos reagentes, revisar os parametros de corrida e realizar uma

checagem “pré-corrida” antes de iniciar a corrida propriamente dita.
m Revisar 0s pardmetros de corrida
1. Revisar o nome da “Lista de Trabalho, o fluxo de trabalho da analise e o total de Reads.

2. Selecionar em Next na tela do equipamento. A tela de checagem da pré-corrida se abrira.

m Revisar a checagem da pré-corrida
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O sistema realiza uma checagem de todos os componentes da corrida, espaco em disco e conexdes

de rede antes do inicio da corrida.

Caso algum item ndo passe na checagem da pré-corrida, uma mensagem aparece na tela com
instrucdes de como se corrigir o erro. Para mais informacdes, verificar a pagina 65 do MiSeq FGX

Instrument Reference Guide - Verogen® (Resolving Run Setup Errors).

Quando todos os itens passarem com sucesso pela checagem de pré-corrida, selecionar Start Run.

Nota importante: O equipamento MiSeq FGx é sensivel a vibragdo. Tocar o equipamento
apos o inicio da corrida pode prejudicar os resultados do sequenciamento.

Apos selecionar Start Run, ndo abra o compartimento da flow cell ou a porta do compartimento
dos reagentes, ndo tocar o monitor do instrumento exceto se for para pausar a corrida. Para mais
informagdes, verificar a pagina 30 do MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®

(Pausing a Run).

5.2.7.1.8. Monitorando a corrida

1. Durante a corrida, monitore o progresso da corrida, intensidades e qualidade dos resultados que
aparecem na tela de sequenciamento. A tela de sequenciamento é apenas para analise visual. Para
mais informacdes visualizar a pagina 23 do MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®

(Sequencing Screen).

2. Quando a corrida estiver completa, o botdo Next aparece. Revisar os resultados na tela de
sequenciamento antes de prosseguir.

Nota: A tela de visualizacdo do sequenciamento permanece disponivel até o botdo Next ser
selecionado. ApOs selecionar o botdo Next, ndo serd mais possivel retornar a tela do
sequenciamento.

3. Selecionar Next para sair da tela do sequenciamento e proceder a lavagem pos corrida.
5.2.7.1.9. Métricas da corrida
As métricas da corrida aparecem na tela de sequenciamento em diferentes pontos da corrida.

Durante a formagéo dos clusters as métricas ndo sdo mostradas. Apos o inicio da corrida as

métricas aparecem nos ciclos indicados na tabela 1.
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Tabela 1: Métricas da corrida de sequenciamento. Fonte: MiSeq FGX Instrument Reference

Guide - Verogen®.

Métrica Kit Ciclo

Intensidade MiSeq FGx Reagent Kits | Ciclo1 -7

Intensidade e densidade dos MiSeq FGx Reagent Kits | Ciclo 8 — 25

Clusters

Intensidade, densidade dos | MiSeq FGx Reagent Kits | Ciclo 26 até o fim da corrida

Clusters, % PF, producdo e
resultados da qualidade (Q- scores)

6. Calibracao e controle de qualidade

Controle da qualidade: aplicacdo adequada da metodologia.

7. Referéncias

1. ForenSeq™ DNA Signature Prep Reference Guide. Verogen Proprietary, document #

VD2018005 Ver. A, June 2018.

2. MiSeq FGX Instrument Reference Guide - Verogen®.



