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RESUMO

Em laboratorios de genética molecular forense, amostras provenientes de cenas de
crime sdo processadas, extraidas, amplificadas, genotipadas e analisadas, a
padronizacao interna reflete em resultados de perfis de DNA juridicamente aceitos e
inquestionaveis, além de garantir a qualidade dos perfis inseridos na Rede Integrada
de Banco de Perfis Genéticos. Com 0s avanc¢os tecnoldgicos, foram desenvolvidos
sistemas comerciais com iniciadores de reacdo capazes de amplificar um nimero
cada vez maior de regibes polimérficas simultaneamente. O sistema comercial
GlobalFiler™ (ThermoFisher Scientific) € um conjunto de reagentes utilizado para a
amplificagéo de 24 locos STRs de DNA autossdmico humano. Recentemente, esse
sistema comercial foi empregado no Laboratério de Genética Molecular Forense da
Policia Cientifica do Parana e, por esse motivo, se torna necessario um estudo de
validacdo interna. A validacdo deve ser realizada quando um novo método ou
sistema comercial € implantado em um laboratério, com a finalidade de padronizar a
performance dos procedimentos laboratoriais, gerando confiabilidade e eficiéncia
nas analises realizadas pelos peritos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi definir
um limiar analitico de deteccdo de picos de fluorescéncia gerados nos
eletroferogramas para o sistema GlobalFiler™, que permita a separagao de ruidos
basais do equipamento daqgueles que sdo os picos reais que devem ser utilizados na
determinacdo dos perfis genéticos. Para o estudo de sensibilidade foram utilizadas
trés amostras nao-probatérias e conhecidas, além de controles negativos para
avaliar o limiar analitico em amostras com poucas concentracdes de DNA. O método
utilizado nas analises estatisticas foi o de Kaiser (1970). As amostras foram
quantificadas por PCR quantitativo em tempo real com o estabelecimento de oito
pontos de diluicdo que foram genotipadas em triplicata por eletroforese capilar. Os
resultados indicaram valores de altura de picos de RFU diferente para cada canal de
fluorescéncia: SID™ = 42,18; FAM™ = 38,12; VIC™ = 46,65; NED™ = 36,06 e
TAZ™ = 40,86. Foi possivel verificar que ha diferenca nos valores entre os célculos
com as diluicbes de DNA e os célculos realizados com o controle negativo. Um fator
importante observado nos resultados realizados com a diluicdo seriada, foi que a
concentracdo de DNA altera o ruido basal e, como consequéncia, altera os valores
de limiares. Portanto, neste trabalho definiu-se o valor de limiar analitico, definido em
altura de pico de RFU, que melhor se encaixa nas necessidades do Laboratorio de
Genética Molecular Forense da Policia Cientifica do Parana, para cada um dos cinco
canais de fluorescéncias analisados, garantindo dessa forma, a veracidade dos
perfis genéticos originados na rotina do laboratério.

Palavras-chave: perfis genéticos; validacao interna; STRs



ABSTRACT

In forensics sciences DNA laboratories, samples from crime scenes are processed,
extracted, amplified, genotyped and analysed. The standardization reflects in DNA
profiles that are legally credited and unquestionable, in addition, it is a warranty in the
quality of the DNA profile to be inserted in the Integrated Gene Profile Bank Network
(Rede Integrada de Banco de Perfil Genético). With the technology advances, the
commercial kits are able amplify polymorphic sites of the DNA. The GlobalFiler™
Amplification Kit (ThermoFisher Scientific) is a reagents set that is used to amplify 24
locos specific to human autosomal DNA that amplifies short tandem repeats
sequences (STRs) simultaneously. The kit is recently being used in the Forensic
Molecular Genetics Laboratory from Scientific Police of Parana. When a new method
or commercial supplies are implemented in a laboratory, an internal validation must
be performed with the intent of standardize the procedures in the laboratory, bringing
reliability and efficiency on data analysis. In a forensics science laboratory, the
standardization reflects in DNA profiles that are legally credited and unquestionable,
in addition, it is a warranty in the quality of the DNA profile to be inserted in the
Integrated Gene Profile Bank Network (Rede Integrada de Banco de Perfil Genético).
The validation studies, includes sensibility of detection analysis, analytical and
stochastic threshold and, for these analysis, three non-probative and known samples
were used in this study. The samples were quantified on a real-time PCR system and
eight dilution points were established to be able to perform a capillary gel. The
statistical methods used in this study, was based in Kaiser (1970) The results
showed that RFU peaks vary for each fluorescent channels: SID™ = 42,18; FAM™ =
38,12; VIC™ = 46,65; NED™ = 36,06 e TAZ™ = 40,86. Different data values were
observed between the experiments with the DNA dilution and with the negative
control. An interesting fact in the results with the serial dilution was the relation with
concentration of DNA, more DNA concentrations disturbs the basal noise and
consequently, it affects the thresholds values. The analytical threshold was defined in
the present study for each one of the five fluorescence channels in a way that fits in
the casework of the Forensic Molecular Genetics Laboratory from Scientific Police of
Parand, giving a warrant in their genetic profiling.

Key words: genetic profile; internal validation; STRs
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1 INTRODUCAO

Uma das primeiras publicacbes que trata a molécula de DNA como
transmissora dos tracos hereditérios, foi escrita por Haeckel em 1866, logo apos os
estudos de hereditariedade realizados por Mendel com o modelo das ervilhas
(1866), gerando muita curiosidade e estudos a respeito desta molécula. Em 1869,
Friedrich Miescher isolou o material a partir dos linfécitos de pus proveniente de
ferimentos cirdrgicos enquanto buscava determinar a composi¢cdo quimica dos
componentes celulares. Em 1953, James Watson e Francis Crick, ficaram
conhecidos pelo artigo publicado na revista Nature em que descrevem a estrutura
da molécula de DNA (WATSON E CRICK, 1953).

Por estar presente em quase todos os tecidos humanos, o DNA pode ser
utilizado como fonte de prova, incontestavel, por ser possivel a detec¢do de material
genético nas cenas de crime contido em diversos materiais biolégicos, tais como
manchas de sangue, saliva ou sémen, compondo assim, a genética forense, area
da genética voltada para o auxilio da justica (CORTE-REAL et al., 2015).

Os materiais bioldgicos séo coletados em ambientes expostos a acao
climatica, de fungos, calor, radiacdo solar, bactérias e, por esse motivo, € muito
frequente que as amostras ja tenham passado por processos de degradacao, o que
afeta significativamente a andalise dos dados de gendtipos. Ademais, outra variavel
gue pode ocorrer nas amostras, € a presenca de inibidores da enzima DNA
polimerase impossibilitando a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (do
inglés, Polymerase Chain Reaction ou PCR) (FRANCISCHINI et al., 2013).

As amostras que constituem a casuistica de um laboratério de genética
forense, apés serem coletadas e enviadas ao laboratério para andlise, s&o
processadas, extraidas, amplificadas, genotipadas e analisadas. Os vestigios
coletados em exames de corpo delito, tais como manchas de sangue e sémen sao
comumente utilizados para investigar a participacdo de um individuo em um crime
sexual. Outro tipo de amostra forense muito frequente sdo fragmentos 0sseos ou
tecidos provenientes de cadaveres sem identificacdo, para posterior confronto com
amostras referéncia de sangue fornecidos por supostos familiares da vitima a fim de
identificar cadaveres. Também pode-se encontrar como vestigios: unhas, cabelos,

urina, bituca de cigarro, impressdes digitais, cartucho de armas de fogo deflagrados,



entre outros que sao utilizados em exames de verossimilhanca. Desde a coleta,
armazenamento, processamento e analise de amostras, deve-se haver
padronizacdo, além de cadeia de custddia documentada, de maneira que resultem
em dados e perfis de DNA que sejam juridicamente aceitos e inquestionaveis como
prova (BUTLER, 2005).

O sistema comercial (Kit) GlobalFiler™ (ThermoFisher Scientific) € composto
por um conjunto de reagentes utilizados para a amplificacdo de amostras de DNA
por PCR, dispde de iniciadores de reacdo (primers) especificos para o DNA
autossémico humano e, recentemente, foi empregado no Laboratorio de Genética
Molecular Forense da Policia Cientifica do Parana (LGMF). Este sistema comercial
permite a amplificacdo simultdnea, em uma Unica reagcdo de PCR, de vinte e uma
sequéncias curtas em tandem (STRs), localizados em cromossomos autossémicos,
um STR de cromossomo Y, e um marcador de insercdo/delecdo (InDel) de
cromossomo Y, além do gene da amelogenina, perfazendo um total de vinte e
guatro marcadores genéticos distintos (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016).

Atuando em conjunto, outra pratica comumente usada em laboratérios de
genética molecular forense, é a insercdo de perfis genéticos na Rede Integrada de
Banco de Perfil Genético (RIBPG). A RIBPG tem como objetivo, o intercambio de
perfis genéticos de interesse da justica. E entre as principais competéncias da
gestdo do RIBPG, esta a padronizacdo dos procedimentos e técnicas de andlise,
inclusdo e armazenamento de perfis nos bancos de dados (RIBPG, 2015).

Os perfis genéticos sao, portanto, utilizados para identificacgdo humana e
usados como provas judiciais para incriminar ou inocentar, por essa razao, precisam
ser gerados perfis de altissima confiabilidade. Para tanto sempre que um sistema
novo comeca a ser utilizado precisa ser validado seguindo normas internacionais
(SWGDAM, 2012). A validacédo inclui determinacdo de tamanho de picos nos
eletroferogramas, para que picos falsos ndo sejam incluidos como verdadeiros,
gerando perfis errados.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi definir um limiar de deteccdo de
picos de fluorescéncia para o sistema comercial utilizado pelo Laboratério de
Genética Molecular Forense da Policia Cientifica do Parana, que permita a
separacao de ruidos basais do equipamento daqueles que s&o 0s picos reais que

devem ser utilizados na determinagéo dos perfis genéticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Em 1900, Karl Landsteiner demonstrou a distincdo de grupos sanguineos
entre os individuos através do sistema ABO, e em 1915, um livro foi publicado por
Leone Lattes descrevendo um caso de paternidade que foi solucionado a partir da
técnica de diferenciacdo do grupo sanguineo. As técnicas soroldgicas foram de
grande utilidade, porém eram limitadas por necessitarem de grandes quantidades
de material, que muitas vezes sao escassos quando se trata de cenas de crime
(GOODWIN, et.al., 2007).

Frederick Sanger e colaboradores, na década de 70, desenvolveram a
técnicas de sequenciamento de DNA em gel de poliacrilamida desnaturante,
possibilitando a analise da sequéncia de DNA. Através da técnica Southern blotting,
polimorfismos de DNA foram observados e, em 1978, a primeira analise de uma
regido altamente polimérfica no gene da B-globina foi documentada (GOODWIN,
et.al., 2007).

Um artigo de Jeffreys e colaboradores publicado em 1985 na revista Nature,
demonstrou pela primeira vez a técnica de DNA fingerprinting (de perfis de DNA)
com a perspectiva de utilizacdo em casos forenses. Foi realizado um estudo em que
foi observado que as regides do DNA com sequéncias altamente repetitivas com
variaveis repeticbes em tandem, chamadas de minissatélites, eram capazes de
diferenciar individuos e apés um ano de sua publicacéo, o primeiro caso criminal foi
solucionado a partir da tipagem de DNA. Colin Pitchfork foi preso apés o confronto
genético de seu sangue com 0 sémen presente no corpo de duas meninas que
foram encontradas mortas na Inglaterra, através do resultado de inclusdo de
verossimilhanca (WAMBAUGH, 1989 citado por BUTLER, 2010).

Em 1986, Mullis e colaboradores, publicaram um estudo em que demonstram
um processo capaz de aumentar a quantidade de DNA presente em uma amostra.
Através de copias de uma sequéncia alvo no DNA genbmico, delimitada por
iniciadores de reacéo, tornou-se possivel a deteccdo de quantidades minimas de
DNA na amostra. A técnica recebeu o nome de reacdo em cadeia da polimerase, ou

PCR (do inglés = polymerase chain reaction).



Os avancos das pesquisas moleculares resultaram em técnicas avancadas
de identificacdo de material genético, permitindo conclusdes precisas e irrefutaveis a
respeito da genética individual. Segundo Varuzza (2013), em 1998 foi o lancamento
do primeiro sequenciador de eletroforese capilar, o ABI 3700, dando continuidade
ao processo de automacao dos sequenciamentos que comecou em 1986 com o ABI
370.

Um equipamento de eletroforese capilar € composto basicamente por um
capilar preenchido por polimero, uma fonte de tamp&o, um suprimento de energia,
laser excitatorio, detector de fluorescéncia e um computador para controlar a
deteccéo e injecao de amostras. Como em uma eletroforese de gel, as moléculas de
DNA carregadas negativamente migram pelo polimero do capilar em dire¢éo ao pélo
positivo. As moléculas maiores, se movem mais lentamente que as menores,
permitindo a separacdo das moléculas por diferencas de tamanho. Na preparacdo
para a eletroforese, junto com as amostras de DNA, é adicionado um padrdo de
tamanhos moleculares (size standard), que sdo fragmentos de DNA conhecidos que
permitem a correlacdo entre os tamanhos dos fragmentos das amostras (BUTLER,
2012).

A deteccdo € realizada a partir de medicdes entre os tempos de injecdo das
amostras e tempo de deteccdo pelo laser localizado ao final do capilar. Os
fragmentos sdo excitados a medida que passam pelo laser, as moléculas menores
sdo mais rapidas e passam pelo feixe antes que as moléculas maiores,
relacionando a velocidade com o tamanho do fragmento ou numero de pares de
base. A deteccdo dos fragmentos é representada por um eletroferograma em funcao
da intensidade de fluorescéncia observada pela emisséo de fluoréforos (FIGURA 1).
Os fragmentos de mesmo tamanho e com mesmo tempo de migracao no capilar sdo
diferenciados no eletroferograma pela cor detectada do fluoréforo ligado aos primers
da reacdo (BUTLER, 2012).

O sinal de intensidade relativa da camera de deteccdo da fluorescéncia
emitida com a excitacdo dos fluoroforos inseridos pela reagédo de PCR é convertido
para Unidades de Fluorescéncia Relativa (RFU, do inglés Relative Fluorescence
Unit) com valores definidos por algoritmos e analisadas no Software Gene Mapper
ID-X 1.4 (Applied Biosystems) através de picos de intensidade de fluorescéncia
(BUTLER, 2015).
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FIGURA 1 — REPRESENTAGAO DA SEPARAGAO DOS SINAIS DETECTADOS EM UMA
ELETROFORESE CAPILAR.
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LEGENDA: (a) Representacdo de uma imagem da camera de detec¢cdo com milhdes de pixels
fotossensiveis que sdo capazes de converter um féton em um elétron. A luz visivel é gerada pelos
fluoréforos ligados aos primers que sado excitados pelo laser e com uma calibrac@o de espectro com
filtros € possivel definir as posicdes dos fluoréforos no eixo Y. (b) Imagem representativa da
sobreposi¢éo dos fluoréforos, o resultado € melhorado com o auxilio do Software DataCollection 3.1
(ThermoFisher Scientific) que cria um algoritimo capaz de interpretar os resultados. (c) Os tamanhos

variaveis dos picos é reflexo da diferenca de detecgéo de sinal no eixo Y da imagem da camera.

2.2 PERFIS GENETICOS E OS POLIMORFISMOS

O DNA nuclear é o alvo principal da genética forense, possuindo regides
codificantes e nao codificantes. As regifes codificantes possuem sequéncias de
DNA para producédo de proteina, e as ndo codificantes possuem, em sua maior
parte, sequéncias curtas e repetitivas. Dentro das regides nado codificantes estdo as
sequéncias polimorficas, alvos utilizados na pesquisa forense (GOODWIN et al.,
2007; BUTLER, 2011).

Localizadas em sua maior parte entre genes, existem por¢cdes do DNA que
se repetem em tandem, ou seja, em sequéncia (STR, do inglés, Short Tandem
Repeats). Essas sequéncias repetitivas sao polialélicas e polimérficas e, em geral

diferem de individuo para individuo através de diferencas no numero de
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nucleotideos da sequéncia ou no numero de vezes que a sequéncia se repete
(BUTLER, 2012).

Por muitos anos, os perfis de DNA foram originados por uma técnica
chamada de Southern blot, em que o DNA era clivado com enzimas de restricdo
especificas e hibridizado com sondas apropriadas, especificas para regides
repetitivas (FIGURA 2) (GOODWIN, et.al., 2007). Com 0s avang¢os nas pesquisas
acerca da genética molecular, os perfis genéticos hoje, sdo representados por um
conjunto de genotipos revelados pela analise de  eletroferogramas. Utilizam-se
primers conjugados a fluorescéncias para amplificar os segmentos de interesse, e
através de eletroforese capilar os produtos de PCR sao separados e a fluorescéncia
€ captada por fotocélulas tornando possivel a separagdo por tamanho dos
fragmentos obtidos. Essa metodologia € chamada de andlise de tamanho de
fragmentos e, em geral a eletroforese acontece em capilares em sequenciador de
DNA (FIGURA 3).

Sequéncias STRs compostas por 2 pb (pares de base) até 10 pb sdo também
chamadas de microssatélites, muito utilizados para identificagdo humana por serem
facilmente amplificadas por PCR, principalmente as repeti¢cdes de tetranucleotideos
gue sao as mais populares para identificacdo humana (BUTLER, 2010).

A amplificacdo por PCR é uma importante ferramenta para fins diagnosticos
gue permite a amplificacdo in vitro do DNA em um sistema autoamatizado fechado.
Cada ciclo da PCR é constituido por trés etapas: (i) desnaturacdo (+- 95°C), (ii)
hibridacdo (55°C- 65°C) e (iii) extensdo (72°C). A desnaturacdo separa as fitas de
DNA que seréo utilizadas como molde para os demais processos. A hibridacéo € a
fase na qual os iniciadores (primers) se ligam as fitas simples das sequencias alvo e
a fase de extensdo é aquela na qual a DNA polimerase sintetiza uma nova fita de
DNA a patrtir da fita molde (JOSHI et al, 2010).

Para fins de identificacdo humana forense ha diversos sistemas comerciais
disponiveis no mercado, como por exemplo, o GlobalFiler™ que é composto por
primers especificos que hibridizam as sequéncias a fim de que sejam formadas
inlmeras coépias da sequéncia especifica de DNA em um curto periodo de tempo,
formando um numero de sequéncias de DNA necessario para a deteccdo em
equipamentos de sequenciamento e genotipagem de material genético (GOUVEIA,
2015).
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FIGURA 2 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA UTILIZAGAO DE SEQUENCIA~S DE DNA DE
TAMANHO VARIADO PREPARADAS EM SOUTHERN BLOTS PARA OBTENCAO DE PERFIS

GENETICOS
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Legenda: Técnica Southern blot, em que o DNA era clivado com enzimas de restricdo especificas e
hibridizadas com sondas para locos especificos. Como os individuos podem possuir diferentes
nameros de repetices nos locos analisados, estes fragmentos com tamanhos diferentes migrardo
com velocidades diferentes no gel e serdo revelados pelas sondas especificas para cada loco. Pode-

se perceber que o perfil difere para cada um dos individuos testados. Fonte: SNUSTAD et. al.,

2012.

FIGURA 3 - PERFIL GENETICO OBTIDO ATRAVES DA ELETROFORESE CAPILAR
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Legenda: Exemplo de um perfil masculino obtido com eletroforese capilar sendo analisado no

software GeneMapper.

Nesta técnica, sdo utilizados primers conjugados

a fluorescéncias que
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amplificam os segmentos de interesse, e através de eletroforese capilar os produtos de PCR séo
separados e a fluorescéncia é captada por fotocélulas tornando possivel a separagao por tamanho
dos fragmentos obtidos. FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (2016).

2.3 PCR EM TEMPO REAL

A PCR em tempo real (rt-PCR), foi descrita pela primeira vez por Higuchi e
colaboradores, em 1993. A técnica da época, consistia no monitoramento continuo
de todos os ciclos de PCR por uma camera capaz de detectar o aumento
progressivo de fluorescéncia de brometo de etidio relacionada com o aumento do
numero de cépias de DNA.

Atualmente outros compostos quimicos fluorescentes sdo utilizados. O
monitoramento da fluorescéncia é realizado através de um computador ligado ao
equipamento e a excitacdo da fluorescéncia é realizada por um laser. Existem duas
categorias de rt-PCR, no presente trabalho sera abordado o método de sondas de
hidrolise (Sondas TagMan®). A sonda possui um fluoréforo reporter na extremidade
5" e um quencher, um grupo quimico que suprime a fluorescéncia do reporter, na
extremidade 3’. O objetivo da PCR em tempo real neste trabalho é quantificar o
DNA das amostras analisadas na rotina forense.

As sondas possuem sequéncia especifica de DNA que anelam de forma
exclusiva na sequéncia alvo definida por um par de primes. A base do
funcionamento das sondas (FIGURA 4) é a atividade no sentido 5’-3' da DNA
polimerase. Quando a sequéncia alvo esta presente na reacao, a sonda anela entre
o par de primers direto e reverso, e é clivada pela enzima DNA polimerase,
separando o quencher da molécula reporter liberando fluorescéncia detectavel.

PowerQuant® System é um sistema comercial utilizado para a quantificacéo
de DNA no equipamento de PCR em tempo real Applied Biosystems® 7500 Real-
Time PCR System e realizando as andlises das curvas padrdo (com diluicdes
seriadas de DNA controle conhecido) no Software Applied Biosystems® 7500
Software, Verséo 2.0.6.

O sistema PowerQuant® possui cinco fluorescéncias e quatro alvos para
sondas de hidrélise, que amplificam alvos multicopias para quantificar
especificamente o DNA humano, além de detectar a presenca de DNA masculino

presentes em determinada amostra. O sistema possui um controle interno (IPC, do
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inglés Internal PCR Control) detecta a presenca de inibidores da reagcédo e também

amplifica um alvo que identifica possiveis degrada¢des do DNA. (PROMEGA, 2018)

FIGURA 4 - REPRESENTACAO DO FUNCIONAMENTO DA SONDA DE HIDROLISE (TagMan®).
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LEGENDA: A sonda possui uma sequéncia que anela especificamente na sequéncia alvo. A sonda é
composta por um fluoréforo reporter na extremidade 5 e um quencher, um grupo quimico que
suprime a fluorescéncia do reporter, na extremidade 3’. A sonda é clivada pela DNA polimerase,
separando quencher do repérter que terd a fluorescéncia detectdvel. FONTE: THERMOFISHER
Scientific (2018).

2.4 GLOBALFILER™

O conjunto comercial GlobalFiler™ (ThermoFisher Scientific) € composto por
seis corantes fluorescentes e permite a amplificacdo simultdnea, em uma Unica
reacdo de PCR, de 21 STRs autoss6micos, 1 STR de cromossomo Y, 1 Y indel,
além do gene da amelogenina, totalizando 24 marcadores genéticos distintos. Os
fluoréforos utilizados no kit sdo o FAM™ com a cor azul, VIC™ em verde, NED™
em amarelo, TAZ™ em vermelho, SID™ em roxo e a cor alaranjada com o
fluoréforo LIZ™ para o marcador interno GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2016).

Os 21 locos STRs autossémicos amplificados com o conjunto comercial, séo:
D3S1358, VWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D2S441,
D19S433, THO1, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33, D10S1248,
D1S1656, D12S391, D2S1338. O loco STR de cromossomo Y, € DYS391, o Y indel
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€ um marcador polimérfico de insercdo/ delecdo no cromossomo Y. E 0 gene da

amelogenina é um marcador de determinacao de sexo.

2.5 BANCOS DE DADOS DE PERFIS GENETICOS

O Combined DNA Index System, ou CODIS, € uma rede tecnoldgica do
laboratorio do FBI (Federal Bureau of Investigation) que passou a operar em 1998.
O CODIS é uma base de perfis genéticos mundial, com o objetivo de confrontar
vestigios encontrados em cenas de crime, possibilitando comparacfes dos perfis
genéticos obtidos entre os laboratérios. 50 paises utilizam o software CODIS com
seus respectivos bancos de dados.

A Rede Integrada de Banco de Perfil Genético, tem como objetivo, o
intercambio de perfis genéticos de interesse da Justica no Brasil. Os vestigios sao
oriundos de cenas de crime ou retirados do corpo de vitimas de violéncia sexual.
Além do confronto entre vestigios, ocorre o confronto dos vestigios com o0s
condenados por crimes hediondos inseridos no banco, cumprindo a Lei n°® 12.654,
de 28 de maio de 2012 (RIBPG, 2015).

Dentre os 21 marcadores autossémicos do GlobalFiler™, 19 correspondem
aos locos inclusos no CODIS. Para insercdo no banco de dados RIBPG, sao
necessarios no minimo 9 locos CODIS, e por essa razdo € um sistema comercial
que atende as necessidades do LGMF. Além disso, o GlobalFiler™ engloba
marcadores para 10 regides mini-STR de tamanho menor que 220 pb maximizando

a amplificagéo de amostras muito degradadas.

2.6 ANALISE DE DNA E DEGRADACAO

Degradacdo do DNA é a destruicdo e fragmentacdo da molécula ao ser
exposta a fatores fisicos, como radiacdo solar e bioldgicos, como enzimas
produzidas por fungos e bactérias que proliferam na matéria organica em

decomposicdo. A degradacdo resulta em mudancas estruturais da molécula de
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DNA, mudancas que inviabilizam o anelamento dos primers e, consequentemente, o
funcionamento da DNA polimerase (SILVA et al, 2006; GOUVEIA, 2015).

Os vestigios de cenas de crime, devem ser cuidadosamente manuseados, de
maneira que se evite a degradacdo resultante da exposicdo prolongada das
matérias bioldgicas e contaminacédo das amostras. Por contaminacao entende-se, a
mistura de material genético do perito que manuseia as amostras com o material
genético encontrado na cena de crime, por exemplo (SILVA & PASSOS, 2006).

Apos a extracdo do DNA, os alelos sdo amplificados através de reacdes de
PCR e analisados com eletroforese capilar. A FIGURA 5 representa um exemplo de
perfil parcial que € obtido a partir da genotipagem com quantidade ideal de DNA.
Pode-se observar neste exemplo, os alelos de 4 locos, os locos heterozigotos com
dois alelos apresentando picos de mesmo tamanho, e loco homozigoto com um pico
de altura compativel ao dobro dos picos dos alelos em locos heterozigoto. Tanto o
alelo de origem materna quanto o de origem paterna devem ser amplificados com a
mesma proporcao e podem estar em homozigose ou heterozigose (BUTLER, 2015).
A interpretacdo de resultados genéticos se baseia na comparacédo do gendtipo da
amostra evidéncia (cuja origem é de fonte desconhecida) com uma ou mais

amostras padrao (cuja origem € de fonte conhecida) (RAKAY et al, 2012).

FIGURA 5 - PERFIL PARCIAL, DEMONSTRANDO UM BALANCO PERFEITO ENTRE ALTURAS
DOS PICOS
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LEGENDA: Pode-se observar neste exemplo, os alelos de 4 locos, os locos heterozigotos com dois
alelos apresentando picos de mesmo tamanho, e loco homozigoto com um pico de altura compativel
ao dobro dos picos dos alelos em locos heterozigoto. FONTE: BUTLER (2015).

Ao se analisar o eletroferograma de uma amostra degradada, pode-se
observar a perda de locos génicos, perdas alélicas (drop-out), desbalanco nas
alturas de picos e ocorréncia de artefatos de PCR, tais como bandas stutter,
situacdes com potencial para mascarar picos proximos levando a resultados

inadequados (BALDING et al, 2009). O stutter ocorre durante a amplificacdo por
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PCR dos STRs, os produtos de stutter sdo amplicons (produtos de PCR) que
apresentam uma unidade a menos do que o alelo verdadeiro, resultado de um
deslize da enzima DNA polimerase. (BUTLER, 2012).

Como resultado de baixas concentragfes (menos que 100pg) de DNA em
amostras, pode ocorrer o drop-out dificultando ou impossibilitando a analise
podendo levar a uma falsa homozigose em que a amplificacdo preferencial deixa de
detectar um dos alelos podendo excluir um suspeito de um crime, por exemplo
(BUTLER, 2012). Para estimar os valores de limiares de perdas alélicas, pode-se
induzir drop-outs a partir de diluicbes seriadas (HANED et al., 2011).

A probabilidade de drop-out é dependente do tamanho do produto
amplificado. Os alelos que apresentam maior nimero de repeticdes STRs sdo mais
afetados pela degradacéo do que aqueles com repeticdes menos numerosas. Os
estudos estocasticos sdo utilizados para formular as probabilidades de drop-out
(BALDING et al, 2009).

O estudo de sensibilidade € utilizado para determinar o alcance dinamico do
sistema de amplificacéo, assim como o limite de deteccao, balanco de heterozigose
e deteccdo do ruido de equipamento. A obtencdo destes limiares é importante
também para auxiliar na analise de genétipos que apresentam excessivos efeitos
estocasticos resultantes de amostras com pouca quantidade de DNA e/ou baixa
gualidade da amostra ou com drop-out (SWGDAM, 2012).

2.7 QUALITY ASSURANCE STANDARDS

O Quality Assurance Standards for Forensic DNA Testing Laboratories (QAS)
€ um documento que passou a ser efetivo em setembro de 2011 e consiste em
definicbes e padrbes que devem ser seguidos por laboratérios de genética
molecular forense para garantir a qualidade e integridade dos dados gerados (FBlI,
2000).

O QAS é um documento que estabelece diretrizes para validacao interna.
Uma série de pesquisas sao definidas por tal documento, tais como estudos de
sensibilidade estocastico, de reprodutibilidade, de precisdo, de mistura e de
contaminagao (QAS, 2011).
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Apoés a data de efetivacdo do documento, que ocorreu em 2011, o QAS
definiu passos necessarios para um estudo de validacdo interna que devem ser
aplicados, se possivel. Dentre as diretrizes do QAS, para uma validacao interna, as
amostras a serem utilizadas devem ser nado-probatérias e conhecidas, deve-se
realizar estudos de sensibilidade, estocastico, aléem de, na norma 8.3.1, afirmar que

um estudo de validacao interna em um laboratério deve ser documentado.
2.8 VALIDA(;AO INTERNA

Padronizar um limiar analitico (AT, do inglés, Analythical Threshold) € um dos
passos para a validacdo interna e tem por finalidade determinar os limites de
deteccdo para a otimizacdo de procedimentos laboratoriais. Para isso, é necessario
determinar o sinal minimo que distingue os alelos reais dos ruidos de equipamento
ou artefatos de PCR, muito comum em amostras com pouca concentracdo de DNA
em que serdo formados picos de menores tamanhos. O limiar analitico € o valor
gerado para definir a altura dos picos RFU (unidades de fluorescéncia relativas, do
inglés, relative fluorescence units) capaz de separar, de maneira segura, 0S picos
reais de DNA presente na amostra dos sinais de ruido do equipamento (FIGURA 6)
(BREGU et al, 2013)

Uma validagao interna deve ser realizada para definir parametros e padrdes
de qualidade de interpretacdes de resultados. A partir dessa validacdo, é possivel
determinar, objetivamente, os valores de limiares para stutter, amplitude de picos e
de limiares basais, além de limiares de altura dos picos em homozigose e
heterozigose que devem ser determinados para interpretacdo correta dos dados
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2016).

O estudo de validacdo interna tem como propdsito avaliar, documentar e
compreender as variagbes dos resultados obtidos em um laboratério, sendo
essenciais para estabelecer parametros utilizados na interpretacado de dados obtidos
a partir da genotipagem de amostras evidéncias e padrées em um caso criminal. O
objetivo principal de definir um limite de deteccdo de picos de fluorescéncia, € a
exclusdo de dados inconsistentes para que sejam analisados apenas os dados
viaveis (BUTLER, 2015).
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FIGURA 6 —EFEITOS DE VALORES DE LIMIAR ANALITICO PARA VALORES DE RFU

(a) (b)
threshold
____________ too hngh
real data real data = e
f?“" «\\'?’
y \\\%f
"\ Z g
\ ?D >
Y
noise noise
artifact artifact
threshold
________ too low

Noise

LEGENDA: a) Limiar analitico (AT) definido com valor muito baixo, ndo distinguindo os ruidos de
equipamento, gerando dados falso-positivos; b) Valor de AT muito elevado, resultando em dados
falso-negativos. FONTE: BUTLER (2015).

2.9 OBJETIVOS

2.9.1 OBJETIVOS GERAIS

Entendendo-se a importancia da padronizagdo, para que exista
conformidade, consisténcia e acuracia entre as andlises e interpretacdes de
resultados pelos peritos criminais, faz-se necessario uma validacao interna realizada
através de um estudo analitico, estocastico e de sensibilidade (SWGDAM, 2010).

Cada kit de amplificacdo STR, gera variacfes que dependem das condi¢bes
de cada laboratorio. O presente trabalho tem por objetivo determinar limiares
internos de interpretacéo analitica para o sistema comercial GlobalFiler™, de modo
a fixar valores objetivos para auxilio na interpretacdo dos resultados de exames de

DNA realizados no LGMF, principalmente em amostras com baixa quantidade de
DNA.
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2.9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar internamente o sistema comercial GlobalFiler™ para amplificacao

de STRs autossdmicos;

e Determinar limiares de interpretacdo analitica que reflitam as condi¢des

empiricas de analise de perfis genéticos gerados no LGMF.

e Contribuir para a garantia da qualidade dos resultados gerados pelo
Laboratorio de Genética Molecular Forense do Instituto de Criminalistica
do Parana.

3 METODOLOGIA
3.1 AMOSTRAS

Trés amostras (001, 002 e 2800) nado-probatérias foram utilizadas para a
realizacdo da validacdo interna. Para fins de calculos comparativos entre os
resultados de AT, foram utilizados os dados obtidos da andlise de 43 amostras
brancas (controle negativo) de corridas anteriormente realizadas com o
GlobalFiler™ na rotina do LGMF.

3.2 QUANTIFICACAO DE DNA

A quantificagdo do DNA foi feita por PCR em tempo real e realizada no
equipamento 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) com o
conjunto comercial PowerQuant® System (Promega®) utilizando os protocolos do
fabricante. Ao quantificar as amostras, pode-se avaliar, entre outras analises, a
guantidade de DNA, a presenca de DNA degradado, a origem da amostra (de um
individuo do sexo masculino ou feminino) (GOUVEIA, 2015).

Quando a amostra contém muito DNA, deve ser diluida para que tenha a
guantidade ideal para a eletroforese capilar. Ao se adicionar muito DNA em uma
PCR, a intensidade da fluorescéncia excede a linearidade dinamica do instrumento
de genotipagem (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016).
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Com a finalidade de refletir a situacao real da rotina do LGMF que recebe
uma grande diversidade de amostragem com variadas concentracdes de DNA, as
trés amostras utilizadas para o célculo de AT foram quantificadas e diluidas para
todas estarem com 2 ng de DNA, e a partir de 2 ng, outros sete pontos de diluicoes

seriadas foram realizados.

3.3 AMPLIFICACAO

Cada uma das trés amostras foi diluida em agua ultrapura, gerando amostras
com oito concentracdes distintas: 2,0 ng, 1,0 ng, 0,5 ng, 0,25 ng, 0,125 ng, 0,0625
ng, 0,031 ng e 0,015625 ng. A amplificacdo foi realizada utilizando o conjunto
comercial de amplificacdo GlobalFiler™ seguindo o protocolo preconizado pelo
fabricante em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems):
95°C por 1 minuto (tempo de incubacé&o); 30 ciclos de desnaturacdo e anelamento
(94°C por 10 segundos e 59°C por 90 segundos), extensdo a 60°C por 10 minutos e
finaliza com 4°C. Os controles negativos e positivos também foram amplificados.

Foram coletados os dados de 43 amostras de controles negativos corridas
nos primeiros meses de utilizacdo do kit GlobalFiler™ para métodos comparativos

adicionais do limiar analitico.
3.4 ELETROFORESE CAPILAR

As amostras amplificadas foram submetidas a separacédo eletroforética em
sequenciador de DNA ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser com a matriz DS-36
(ThermoFisher Scientific) e auxilio do Software Gene Mapper ID-X 1.4 (Applied
Biosystems®).

Cada uma das diluicdes das amostras foi analisada em triplicata. Junto com 2
ML de cada amostra amplificada, foram adicionados 9,7 yuL de formamida deionizada
(HiDi) e 0,3 pL GeneScan™-600 LIZ® Size Standard (ThermoFisher Scientific). O
volume de ladder adicionado a mistura de HiDi com size é de 1,5 pL. As amostras
foram colocadas por 3 minutos no termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems®) & 95°C para desnaturacdo das fitas e entdo colocadas no

equipamento de eletroforese capilar.
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Apos a eletroforese capilar, utilizando o Software Gene Mapper ID-X 1.4 (Applied
Biosystems®) alguns parametros devem ser modificados para que seja realizado a
andlise e calculos analiticos. E possivel editar os métodos de analise clicando em
“Tools” e “GeneMapper® ID-X Manager”, dentro do editor de métodos para analise,
existe a aba de deteccdo de picos (“Peak detector”) onde o threshold de todos os
parametros foi definido como 1 e em “Peak quality” a op¢do de deteccdo

automatica de stutter foi desabilitada.

3.5 METODO PARA DETERMINAR O LIMIAR ANALITICO

Para calcular o limiar analitico, foram analisados os dados obtidos no
sequenciador de eletroforese capilar ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser
exportados do software Gene Mapper ID-X 1.4 para a planilha Microsoft Excel 2016.
O método utilizado para o calculo do limiar analitico foi realizado com o auxilio do
artigo de Kaiser (1970).

As trés amostras conhecidas e nao-probatoérias foram quantificadas. Sendo
conhecidas as suas concentracdes, as amostras foram diluidas em oito pontos: 2,0
ng, 1,0 ng, 0,5 ng, 0,25 ng, 0,125 ng, 0,0625 ng, 0,031 ng e 0,015625 ng. Os pontos
de diluicdo foram para o sequenciador na placa de 96 pocos (Applied Biosystems® -
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate) em triplicata.

As amostras foram sequenciadas e, com o auxilio do Softwares GeneMapper
ID-X 1.4 (Applied Biosystems®), os dados foram coletados. Para a andlise no Gene
Mapper ID-X 1.4, os thresholds de RFU foram definidos para 1 e as detecgbes
automaticas de picos e stutters foram desativadas. A média e desvio padrao foram
calculados a partir dos dados da tabela de gendétipos exportados para o Microsoft

Excel 2016, para a substituicdo na seguinte equacao:

AT =Yy + kSY;b|

AT = representa o Analytical Threshold, ou limiar analitico.
Y = é a média de altura dos picos.
Sy.pi = € 0 valor do desvio padréo.
k = fator numérico representando o nivel de confianca.
O calculo foi realizado separadamente para cada um dos 5 canais de
fluorescéncia, porque cada canal se comporta de maneira diferente. O valor de k

utilizado foi igual a 3 por ser o valor que se obteve maior concordancia entre
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diversos autores (KAISER, 1970) para que os dados obtidos representassem o

ruido basal do equipamento, de acordo com a descricao.

4 RESULTADOS

Os valores dos limiares analiticos ddo suporte aos peritos para as analises
dos perfis genéticos principalmente no caso de amostras com o material genético
muito degradado ou em baixa quantidade, sendo os valores variaveis de laboratorio
para laboratorio.

Os resultados dos valores de AT obtidos com o presente trabalho podem ser
observados nas FIGURA 7, através de valores de alturas de picos de RFU. Os
valores de AT, representam o limiar a partir do qual os picos séo considerados reais

e ndo apenas ruidos de PCR.

FIGURA 7 - RESULTADOS DOS CALCULOS DE LIMIARES ANALITICOS

Canal de Canal de
3 Fluorescéncia Resultados AT - Dilui¢cdes b) Fluorescéncia |Resultados AT - C. negativo
SID™ 58,77 RFU SID™ 24,7 RFU
6-FAM™ 55,01 RFU 6-FAM™ 20,21 RFU
vic™ 65,96 RFU vic™ 29,21 RFU
NED™ 49,18 RFU NED™ 21,63 RFU
TAZ™ 55,47 RFU TAZ™ 21,92 RFU

LEGENDA: Os valores de AT representam as alturas minimas detectaveis dos picos de
fluorescéncia, picos de altura menor do que os valores de AT, ndo séo considerados picos reais de
DNA. a) AT calculado utilizando as diluigBes contendo DNA. Calculos realizados separadamente para
cada um dos canais de fluorescéncia. b) Resultados de AT a partir dos dados de controles negativos,
realizados separadamente para cada fluorescéncia. FONTE: A autora (2018).

O ponto de diluicho com 2 ng de DNA possui concentracdo superior a
desejavel pelas especificacdes do GlobalFiler™ que foi validado para ser usado com
amostras contendo 0,5ng de DNA em uma PCR de 30 ciclos. Portanto, foi retirado o
ponto de 2ng para perceber possiveis diferengas nos valores de AT calculados. O
resultado obtido (FIGURA 8), demonstra que a variagao gerada nos calculos de AT
tem relagdo também com a concentracdo de DNA na amostra, corroborando com as

informacgdes contidas no livro de Butler (2015).
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FIGURA 7 — VALORES DE AT CALCULADO EXCLUINDO OS DADOS DOS PONTOS MAIS

CONCENTRADOS

Canal de Resultados AT - Diluicdes
Fluorescéncia| (sem o ponto de 2 ng)
SID™ 42,18 RFU
6-FAM™ 38,12 RFU
vic™ 46,65 RFU
NED™ 36,06 RFU
TAZ™ 40,86 RFU

FONTE: A autora (2018).

5 CONCLUSOES

O método de calculo para limiar analitico, comparou duas fontes diferentes
de dados: uma com amostras contendo DNA em diluicdo seriada, e outra com 0s
controles negativos.

Os valores de AT ficaram muito baixos com a analise a partir de controles
negativos, ndo sendo apropriada a utilizacdo destes valores de AT em amostras que
apresentem quantidade significativa de sinal RFU, porque o sinal da linha de base
para as amostras de controles negativos ndo é representativo para as amostras
contendo DNA. Porém, os valores de AT calculados com os controles negativos
possui importancia para as analises de amostras com baixas concentracdes de
material genético, resultado que corrobora com o mostrado no artigo de Bregu
(2013).

Um outro ponto importante a ser observado, é a variacdo que a concentracao
de DNA gera na analise do calculo de AT. Por essa razdo, ha a necessidade de
precisdo dos aparelhos de quantificagcdo por PCR em tempo real, para que sejam
confiaveis os resultados de concentracdo de DNA das amostras extraidas do

laboratorio, a fim de se estabelecer um limiar analitico que seja representativo aos
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sinais de RFU mais comumente observados no dia a dia do trabalho no laboratorio.
Assim como descrito no livro de Butler (2015), foi possivel obter como resultado,
que diferentes concentracfes de DNA geram diferentes niveis de sinais linha de
base, o que foi observado através da diferenca no valor de AT nos célculos com e
sem os pontos de 2 ng de material genético.

Portanto, recomenda-se a utilizacdo na rotina do laboratorio, os valores de
AT obtidos com a curva de diluicdo sem o ponto mais concentrado (FIGURA 7),
porque reflete de maneira mais similar, a rotina dentro do LGMF, em que as
amostras sao diluidas ao ponto de estarem dentro da concentracéo ideal de DNA.
Picos com altura inferior aos valores de AT obtidos no presente trabalho devem ser
desconsiderados na analise dos eletroferogramas.

Atualmente, os softwares de analise permitem a aplicacdo de um limiar de
deteccéo unico para todo o eletroferograma, porém, assim como foi demonstrado no
presente trabalho, a sensibilidade e as linhas de base variam entre os canais de

fluorescéncia.
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