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RESUMO

A Genética Forense é uma area da Criminalistica amplamente regulada por
normas de qualidade, tendo em vista a necessaria robustez das provas por ela
fornecidas. Entre os parametros de qualidade que devem ser seguidos por
laboratérios de Genética Forense em todo o mundo, a validagao interna dos
métodos por ele utilizados € um procedimento essencial para atestar a validade
dos resultados emitidos. O SWGDAM é um grupo composto de cientistas que
representam os Laboratérios Forenses dos Estados Unidos e Canada, e suas
publicagdes séo utilizadas como referéncia na area em todo o mundo. O grupo
publicou um guia de referéncia para a condugao do estudo de validagao interna
em laboratorios de Genética Forense e nele estdo descritos quais 0s ensaios
que devem ser realizados para que 0s principais parametros de analise sejam
contemplados. Apesar disso, ainda nao se dispde de publicagdes de referéncia
que reunam as metodologias que poderédo ser adotadas para a condugao de
cada um dos ensaios descritos, bem como que apresente as principais
diferencas entre elas. Esse trabalho visa apresentar e discutir os métodos e
procedimentos necessarios para que laboratérios de genética forense possam
realizar a Validacao Interna de kits de amplificagcdo e genotipagem de STRs
autossdmicos utilizados na rotina de processamento de amostras para analise
de DNA.

Palavras-chave: Sequéncias repetidas em tandem (STRs); Genética Forense;
Validacéo interna; Controle de qualidade; Ciéncias Forenses



ABSTRACT

Forensic Genetics is an area of Criminalistics largely regulated by Quality
Standards, due to the necessary robustness of the evidence provided by it. Within
the quality parameters that must be followed by Forensic Genetics Laboratories
around the world, the Internal Validation of the methods used by them is an essential
procedure to attest their efficacy and reliability in use for forensic casework and/or
database analysis. The SWGDAM is a group of scientists representing the Forensic
Laboratories of the United States and Canada, and their publications are used as a
reference in the field throughout the world. The Group published a Reference Guide
for conducting the Internal Validation Study in Forensic Genetics Laboratories,
which describes the assays that must be carried out so that the main analysis
parameters are considered. Despite this, there are still no reference publications
that bring together the methodologies that can be adopted for conducting each of
the described tests, as well as presenting the main differences between them. This
work aims to present and discuss the methods and procedures necessary for
forensic genetics laboratories to carry out the Internal Validation of autosomal STRs
amplification and genotyping kits used in casework samples processing for DNA

analysis.

Keywords: Short tandem repeat sequence (STRs). Forensic Genetics. Internal

Validation. Quality control. Forensic science.
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1 INTRODUCAO

A Genética Forense é uma area da Criminalistica amplamente regulada por
normas de qualidade, tendo em vista a necessaria robustez das provas por ela
fornecidas. Nesta perspectiva, a validacao interna se apresenta como uma ferramenta
essencial ao controle de qualidade, ja que é através dela que é possivel demonstrar
que o laboratério emite resultados validos e confiaveis. Sua importancia decorre do
fato de que a anadlise genética presume o estabelecimento de parametros e limiares
objetivos, que deverdo ser aplicados quando da interpretagcdo de eletroferogramas,
por exemplo. A realizacdo do estudo de validagao interna possibilita que um
laboratério de genética forense conhega suas limitagbes, bem como a faixa de
trabalho na qual ele podera emitir resultados consistentes e reprodutiveis.

As orientagdes basicas para a condugao da validagao interna estao contidas em
documentos de recomendacéo emitidos por grupos de trabalho da area forense, tal
como o SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods, ou Grupo
Cientifico de Trabalho em Métodos de Analise de DNA), atualmente utilizados como
referéncia. O grupo produziu, em 2016, um documento intitulado Validation Guidelines
for DNA Analysis Methods (ou Diretrizes de Validagdo para Métodos de Analise de
DNA) que instrui sobre a importancia dos estudos de validagdo e dos ensaios que
deverdo compor a validagéo interna. Contudo, os laboratérios de genética forense
brasileiros ainda ndo contam atualmente com uma metodologia padronizada para sua
realizagao.

O presente trabalho tem por objetivo apresentar e discutir as metodologias
encontradas nas publicacdes da area, correlacionando-as com os resultados obtidos
a partir da validagao interna do kit PowerPlex® Fusion 6C System (Promega
Corporation) para amplificagcdo e genotipagem de STRs autossémicos, a fim de
auxiliar no estabelecimento de uma metodologia de referéncia a ser utilizada pelos

laboratérios de genética forense nacionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Apresentar e discutir as metodologias que poderao ser utilizadas para a
conducgao dos estudos propostos pelo SWGDAM, a fim de auxiliar no estabelecimento
de uma metodologia a ser usada como referéncia para a condugao da validagéo

interna em laboratérios de Genética Forense brasileiros.

2.2 ESPECIFICOS

e Apresentar os ensaios que devem ser inevitavelmente conduzidos nos

estudos de validagao interna laboratoriais.

e Apresentar e discutir a metodologia que podera ser empregada em cada um

dos ensaios, relacionando-a com os resultados praticos obtidos.

e Propor um fluxo metodolégico otimizado para que laboratérios de Genética
Forense possam realizar estudos de validagao interna de acordo com critérios

de qualidade internacionalmente recomendados.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 A GENETICA FORENSE: HISTORICO E TECNICAS DE IDENTIFICACAO
HUMANA

As Ciéncias Forenses atuam no processo de geragao e/ou transferéncia de
conhecimento cientifico e tecnolégico em cada um dos ramos das ciéncias naturais,
com a finalidade de aplica-los na analise de vestigios, visando responder questdes
cientificas de interesse da justiga. E assim importante frisar que este ramo da ciéncia
€ composto de um grupo de diversas areas que convergem em um mesmo fim. Nao
€ uma ciéncia unica e visa, em ultima instancia, atender as demandas judiciais. Nao
se pode falar em uma estrutura ou método especifico para as Ciéncias Forenses, visto

que cada campo do conhecimento tem seus proprios métodos (VELHO et al., 2017).

Uma das principais areas das Ciéncias Forenses é a Genética Forense, que trata
da utilizagdo dos conhecimentos e das técnicas da genética e da biologia molecular
no auxilio a justica. As técnicas de biologia molecular aplicadas a area criminal
concentram-se, em grande parte, na realizagao de analises do DNA para identificagao
de um individuo a partir da analise de vestigios biolégicos, como cabelos, manchas
de sangue e fluidos corporais, dentre outros itens passiveis de serem recuperados no
local do crime. A determinagao de identidade genética pelo DNA tem sido usada para
demonstrar a culpabilidade dos criminosos, exonerar os inocentes, identificar corpos
e restos humanos, determinar paternidade/maternidade com alto grau de
confiabilidade, elucidar trocas de recém-nascidos em bergarios, bem como conectar
crimes distintos através de coincidéncias genéticas que indicam uma unica autoria
(BUTLER, 2012).

Do ponto de vista social, a utilizagdo de marcadores de DNA é uma das mais
revolucionarias ferramentas para identificacdo individual. As técnicas de identificacao
humana tiveram inicio com analises bioquimicas de amostras encontradas em locais
de crime, que se baseavam nos polimorfismos dos sistemas ABO, HLA (antigenos
leucocitarios humanos) e de outras proteinas séricas, evoluindo, no decorrer do
tempo, para analises de polimorfismos de regides do DNA propriamente dito. Os
miniSTRs e os microssatélites (STRs) se mostram bastante indicados para a analise

de fragmentos pequenos de DNA, sendo especialmente importantes na analise de
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0sso0s e materiais biologicos degradados (DUMACHE et al., 2016).

Por muito tempo, as proteinas sanguineas (e.g. tipagem sanguinea, fator RH e
tipagem HLA) foram bastante utilizadas na identificagdo humana, em decorréncia da
possibilidade de serem encontradas tanto no sangue propriamente dito, como em
outros fluidos corporais, a exemplo do sémen (KOBACHUK, 2012). No entanto, estas
proteinas sdo produtos de expressao génica; embora sejam sistemas polimorficos e
possuam heranca mendeliana polialélica, sua variabilidade é relativamente limitada
quando comparada aquela verificada nos microssatélites. Assim, durante décadas seu
uso se baseou na exclusdo de individuos e nao na identificagdo propriamente dita.
Com o avango da ciéncia e tecnologia, em meados dos anos 1980, o foco passou a
ser ndo o produto de transcricdo génica, e sim a estrutura do proprio DNA
(THOMPSON, 2012).

O DNA é uma molécula formada por duas cadeias de polinucleotideos enrolados
de forma helicoidal e ligadas transversalmente através de ligagdes de hidrogénio, que
esta presente em todas as células nucleadas dos eucariotos, e se encontra arranjado
na forma de cromossomos, bem como no interior das mitocdndrias. Esta situado no
nucleo de todas as células do corpo humano e nunca é igual de uma pessoa para
outra, excecdo feita aos gémeos univitelinos, que sao geneticamente idénticos
(LAKSHMI et al., 2021).

O objetivo primordial da identificacdo genética é a utilizagdo de marcadores
moleculares que diferenciem um individuo de outro através da analise conjunta de
diversas regides polimérficas do DNA, conferindo-lhes uma identidade
estatisticamente valida, dentro de uma populacéo de referéncia. Em julho de 1985,
Alec Jeffreys, docente da Universidade de Leicester (Inglaterra), descreveu certas
regidbes do DNA denominadas de minissatélites, que poderiam potencialmente
identificar um individuo pessoa com quase 100% de certeza (JEFFREYS et al.,
1985a). Foi neste trabalho que se empregou, pela primeira vez, o termo DNA
Fingerprinting [impressdes digitais do DNA] (JEFFREYS et al., 1985a). Em outubro
daquele mesmo ano, a tipagem molecular de material genético foi utilizada
oficialmente pela primeira vez na resolugdo de um problema de imigragéo (JEFFREYS
et al., 1985D).

O periodo que sucedeu as descobertas e publicagbes de Jeffreys (década de



19

1990) € considerado a “era de ouro” das pesquisas sobre tipagem de DNA. Esse
periodo é caracterizado pelo acumulo de publicacbes e da realizagcdo de eventos
sobre o assunto, demonstrando o crescente aumento do interesse da comunidade
cientifica por esta area do conhecimento (ROEWER, 2013). As andlises de
marcadores moleculares se popularizaram no meio académico, resultando na
publicagao de trabalhos como o de WOLFF et al. (1991), que trata das caracteristicas
unicas do DNA e de como essas caracteristicas poderiam ser utilizadas para

individualizar os sujeitos assim como as impressdes digitais.

Brown (2001) apresenta a seguinte definicdo para as técnicas de DNA
Fingerprint. “Estas técnicas sdo conhecidas como impresséo digital genética (genetic
fingerprinting), embora o termo mais preciso e utilizado para designa-las seja bandas
de DNA. O perfil de DNA se baseia no fato de que gémeos idénticos sdo 0s unicos
individuos que possuem copias idénticas do genoma humano, mas este, em
individuos diferentes, contéem muitos polimorfismos, que sdo posicbées onde a

sequéncia de nucleotideos difere em cada membro da populagdo’.

Com o avango dos estudos na area, as impressodes digitais de multiplos /loci
foram logo substituidas por ensaios mais especificos capazes de detectar alteragdes
de locus unico com padrdes simplificados e que eram mais faceis de se interpretar
(PARSON, 2018). Para ser considerado polimorfico, o alelo raro de um determinado
locus deve estar presente em mais de 1% dos individuos da populagdo (MOREIRA,
2015). Assim, com esta grande variagao no numero e nos tipos de variacdes, fica

possivel identificar uma pessoa com base no seu padrao de polimorfismos.

As aplicagdes da biologia molecular para a investigagao de crimes tém evoluido
ao longo dos ultimos 30 anos, a partir das investigagbes acerca da estrutura e fungéo
do DNA, em particular a de sequéncias ndo codificantes. Na espécie humana, a
composi¢cado genética de cada individuo resulta da contribuicdo de 50% do genoma
materno e 50% do paterno. Inicialmente se pensava que individuos distintos possuiam
em torno de 99,9% de sequéncias idénticas em seu DNA; estudos mais aprofundados,
contudo, descreveram diversos tipos de variagdes que podem ser detectadas, desde
variagoes estruturais a variagdes em numero de copias de uma sequéncia conhecida,
chegando-se a conclusao que essa similaridade pode ter sido superestimada (FEUK

et al.,, 2006). Sdo as informagbes presentes nas regides hipervariaveis e nao
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codificantes, que a Genética Forense utiliza para identificar individuos, ou seja: é
nestas regides que estdo presentes as sequéncias nucleotidicas utilizadas como

marcadores moleculares para a identificagdo humana.

E denominada de minissatélite, ou repeticdes em tandem de numero variavel
(VNTR, do inglés Variable Number of Tandem Repeats), a regido que apresentar
temas de repeticdo de sete a 49 pares de bases (bp). Se o tema de repeticdo
apresentar de um a seis pares de bases, a regido é chamada de microssatélite ou
regides curtas repetidas em tandem (Short Tandem Repeats - STR). As regides STRs
sdo as mais utilizadas ndo s6 na area de genética de populagdes, mas também na
area forense, por apresentarem diversas caracteristicas desejaveis, a saber:
codominancia; abundancia no genoma humano; elevado grau de polimorfismo
decorrente das altas taxas de mutagdes verificadas nessas regides, o que se reflete
em uma grande variagdo entre os individuos, sendo as STRs relatadas como
responsaveis por 10 a 15% das variantes detectadas na expressdo génica, com
padrao de hereditariedade cis (LAPPALAINEN et al., 2019).

Os microssatélites estao distribuidos de forma bastante homogénea no DNA, em
aproximadamente 700.000 /oci diferentes no genoma humano (WILLEMS et al., 2014).
Estes loci génicos sdo muito abundantes e cada um deles possui um numero de alelos
maior do que aquele geralmente encontrado nas VNTRSs, tornando-os, portanto,
bastante indicados para identificacdo humana. Atualmente, as investigacdes
genéticas populacionais baseadas em anadlises de perfis de loci STRs tém sido
amplamente empregadas, as quais permitem até mesmo o uso de amostras
degradadas e/ou contendo pequenas quantidades de DNA (HILL, et al., 2008;
HOLLAND et al., 2013).

Pode ser feita uma analogia entre o sistema de identificacdo com STRs e o
sistema de enderecamento postal, no qual ha milhares de individuos com o mesmo
CEP, algumas centenas com o mesmo enderego de rua, poucos com O mesmo
numero do edificio, alguns com 0 mesmo numero do apartamento, mas apenas um
com o nome e sobrenome correspondentes a este endere¢co. Da mesma maneira,
analisa-se a variabilidade de diversos loci de STRs: alguns podem ser semelhantes
entre dois individuos, mas jamais todos, com exce¢édo de gémeos univitelinos. Dessa

forma, é possivel, por exemplo, correlacionar amostras de DNA presentes em cenas
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de crime com as de indiciados, ou montar genealogias genéticas (BUTTLER, 2005).

Quando a analise de STRs se torna dificil ou impossivel devido a quantidade ou
qualidade do DNA que foi recuperado, ha a opcédo de se fazer o exame a partir do
DNA mitocondrial (mtDNA), tendo em vista que o fato de haver milhares de copias do
mtDNA em uma célula em comparacao as duas cédpias do DNA nuclear, confere a
técnica uma maior sensibilidade, auxiliando na analise de materiais degradados. Outra
vantagem € que, por ter um padrdo de heranga materna, a ferramenta permite a
analise de vinculos de parentesco através da comparagao com parentes maternos
distantes, principalmente quando o doador original da amostra nao esta disponivel, o
que confere uma importancia ainda maior a esta técnica (HOLLAND et al., 2013). Este
método de analise consiste no sequenciamento de determinadas regides do DNA
mitocondrial, que variam de uma pessoa para outra, sendo que recebemos esse
marcador de nossas maes e temos identidade, portanto, com nossos irmaos e

parentes proximos pela linhagem materna (JOBIM et al. 2006).

Outra possibilidade metodoldgica para estudos forenses € a analise do
cromossomo Y, muito util em casos em que ha um excesso de DNA de vitima do sexo
feminino e pequenas quantidades de DNA masculino. Por exemplo, em casos que
incluem agressao sexual sem ejaculacdo, agressao sexual por um homem
vasectomizado, DNA masculino sob as unhas de uma vitima, DNA masculino sobre a
pele (no toque), e roupas ou pertences de uma vitima do sexo feminino (ROEWER,
2013). A utilizagao forense de marcadores do cromossomo Y (Y-STR) aumentou
consideravelmente nos ultimos anos. Além de serem importantes em casos de
violéncia sexual, também podem ser muito uteis em analises de parentesco, devido

ao rigoroso padrao de heranca paterna (GETTINGS, 2014).

Na década de 1980, Jeffreys sugeriu que todos os individuos poderiam ser
identificados através de um padrao exclusivo de DNA (JEFFREYS et al., 1985a). No
inicio, houve muita duvida sobre o uso da sua descoberta na area forense, por se
tratar de uma técnica inovadora mesmo na area da biologia molecular e genética.
Oficialmente, o DNA foi usado pela primeira vez para resolver um problema de
imigracao; um jovem ganés, que morava com a familia na Inglaterra, fez uma viagem
para seu pais de origem e, quando regressou ao Reino Unido, teve sua entrada

negada sob a acusagdao de documentacao falsificada. Foi entdo que o governo
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solicitou que Jeffreys fizesse uso de sua recente descoberta para solucionar o caso.
Através do exame de DNA, ficou comprovado que a familia biologica do rapaz residia

mesmo na Inglaterra, possibilitando assim sua entrada (JEFFREYS et al., 1985a).

Em 1988, a técnica desenvolvida por Jeffreys foi usada oficialmente na area
forense para investigar uma série de crimes ocorridos no ano de 1986, envolvendo o
estupro e homicidio de duas adolescentes na cidade de Leicester, Inglaterra. O caso
foi solucionado com a determinacdo da autoria do delito apds toda a populacéo
masculina de dois vilarejos do condado de Leicester ter contribuido com a doacgéo de
amostras de sangue para confronto com vestigios de sémen coletados do corpo das
vitimas. Este foi o primeiro caso solucionado com o uso da técnica descrito em
literatura (JOBLING, 2013).

A partir de entdo, o DNA passou a ser usado na investigagao de crimes variados,
sendo responsavel pela descoberta e condenacdo de inUmeros criminosos e no
estudo de vinculos genéticos (MORETI, 2009). O potencial de variabilidade individual
do DNA eleva-o ao “padréao ouro” entre as técnicas de identificagdo humana. A
resisténcia ao tempo e ao calor, o fato de ser encontrado em varios tipos de materiais
bioldgicos e o advento da amplificagdo de DNA in vitro por meio da PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase) reforcam a importancia do DNA para as investigagoes
criminais (GUIMARAES et al., 2009).

3.2 O CRESCIMENTO DO USO DA GENETICA FORENSE NA INVESTIGACAO
CRIMINAL E A NECESSIDADE DE NORMATIZAGAO.

A aplicagdo da tecnologia do DNA em investigacbes forenses cresceu
rapidamente e a necessidade de normas, padronizacgao, controle de qualidade e de
cuidados na coleta e preservacéo das amostras bioldgicas, para a adequada utilizagao
da tipagem de DNA se mostrou extremamente necessaria para que a comunidade
forense pudesse usar de maneira confiavel essa notavel tecnologia para o interesse
da justica (SCHNEIDER, 2007).

O reconhecimento da necessidade da adogao de critérios e normas de tipagem
de DNA dentro da comunidade forense nos Estados Unidos resultou na formacéo de
um grupo nacional de cientistas forenses no ano de 1988, chamado TWGDAM

(Technical Working Group on DNA Analysis Methods, ou Grupo Técnico de Trabalho
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em Métodos de Analise de DNA), renomeado para SWGDAM (Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods, ou Grupo Cientifico de Trabalho em Métodos de
Analise de DNA) em janeiro de 1999. Esse grupo publicou uma série de normas para
a tipagem de DNA forense (Guidelines for Quality Assurance Program for DNA
Analysis, ou Diretrizes para Programa de Garantia de Qualidade na Analise de DNA),
incluindo o roteiro de 1991 (TWGDAM, 1991), posteriormente revisado e republicado
em 1995 (TWGDAM, 1995). As diretrizes TWGDAM/SWGDAM contém sec¢des que se
aplicam aos laboratérios que realizam testes de DNA e a fabricantes de kits de analise
de DNA, de instrumentagdo e de softwares para esta area, sendo amplamente

utilizadas até hoje.

Embora nenhuma autoridade legal formal tenha sido concedida ao TWGDAM e
SWGDAM, quando o congresso americano autorizou a Lei de ldentificagdo pelo DNA

(DNA Identification Act - https://www.congress.gov/bill/103rd-congress/house-

bill/829), em 1994, afirmou-se a época que as diretrizes emitidas pelo TWGDAM
seriam consideradas padrdes nacionais, até que o escritério dos diretores do FBI
(Federal Bureau of Investigation Standards, ou traduzir) emitiu seu proprio roteiro com
base na recomendacao do Conselho Consultivo de DNA (DNA Advisory Board - DAB)
(CORMIER et al., 2005).

Utilizando como base as orientagdes da TWGDAM, foi implementado, em
outubro de 1998, o roteiro nacional de testes de DNA forense em laboratérios publicos,
também conhecido como padrdes FBI ou padrdes nacionais, com a finalidade de servir
como norma de referéncia para obtencao de certificacdo/credenciamento na analise
do material genético (USDOJ, 1998). Esses padrdes incluem programas de testes de
DNA internos, visando a seguranga na qualidade, organizagdo e administragao,
instalagdes de pessoal, controles das amostras (evidéncias), validacdo dos métodos
do laboratdrio, procedimentos analiticos, calibracdo de equipamentos e manutencao
de dados, testes de proficiéncia, acdes corretivas, balangcos e padrées dos
fornecedores (CROUSE, 2001). O Conselho Consultivo de DNA do FBI foi dissolvido
no final de 2000, ficando com o SWGDAM a responsabilidade de recomendar revisdes
ou acréscimos as diretrizes emitidas pelo FBI (CORMIER et. al., 2005).

O FBI se tornou desde entéo referéncia no desenvolvimento de tecnologias para

genotipagem de DNA para uso na identificacdo de criminosos. O sistema de indice de



24

DNA Combinado (CODIS, do inglés Combined DNA Index System) criado pelo FBI,
que comegou como um projeto piloto em 1990 e ganhou forga em 1994, deu ao FBIl a
autoridade de estabelecer um banco de dados em nivel nacional para fins de
investigacao criminal (PENA, 2005). Foram selecionados 13 loci de STRs que iriam
constituir esse registro com o intuito de comparar os perfis genéticos obtidos de
suspeitos com os cadastrados no banco e identificacdo de criminosos a partir de
outros crimes (HARES, 2011).

3.3 IMPLANTAGAO DO BANCO DE DADOS DE PERFIS GENETICOS E DO
SISTEMA DE GESTAO DE QUALIDADE NOS LABORATORIOS DE GENETICA
FORENSE BRASILEIROS

Com o avancgo das técnicas de genética forense e o aumento do numero de perfis
genéticos gerados a partir das amostras criminais, surgiu uma nova ferramenta: os
bancos de dados de DNA. A partir da implantagdo desta ferramenta, os perfis
genéticos obtidos de vestigios das vitimas e dos locais de crime, podem ser
confrontados a qualquer tempo com perfis de criminosos condenados, mesmo que por
outro tipo de crime e em qualquer estado da federagdo, aumentando bastante a
possibilidade de identificagdo do agressor. Também é possivel fazer o cruzamento de
dados com perfis de vestigios obtidos de outras vitimas e de outros locais de crime,
estabelecendo a relacdo entre diversos crimes cometidos pelo mesmo individuo
(JACQUES & MINERVINO, 2007). O FBI disponibiliza gratuitamente este programa
aos governos dos paises interessados em utiliza-lo na area de seguranga publica.
Além dos aproximadamente 200 laboratérios de DNA a utilizarem o CODIS nos EUA,
mais de 106 laboratérios também o utilizam em outros 58 paises (GROSSWEILER,

2021 > disponivel em https://www.ishinews.com/events/codis-and-ndis-update-4/).

Como parte da Lei de Identificacdo de DNA (DNA Identification Act), todos os
laboratorios de DNA que s&o operados pelo governo federal, que recebem fundos
federais ou que empregam software preparado para o CODIS, sdo obrigados a
demonstrar conformidade com os padrées emitidos pelo FBI. Uma série de fatores
determina a necessidade da avaliagao continua e evolugédo da garantia de qualidade
e diretrizes de validagao para ajudar os laboratorios criminais a cumprir as normas
federais americanas para integrar o CODIS e usar novas tecnologias de analise de
DNA de forma eficaz (DNA ADVISORY BOARD, 2008).
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Em julho de 2004, o FBI emitiu um documento padronizado para realizagao das
auditorias realizadas aos niveis local, estadual e federal (disponivel em:
http://www.fbi.gov/ha/lab/fsc/backissu/july2004/pdfs/seubert.pdf) para garantir que os

auditores de laboratérios de DNA sigam os padrdes de qualidade de forma
consistente. A conformidade com os padrbes federais estabelecidos e o processo de
acreditacao dos laboratorios estao inter-relacionados, tendo em vista que para que se
cumpram os padrdes de qualidade, um laboratério deve buscar ativamente a
acreditacao; e para ser acreditado, um laboratério deve demonstrar conformidade com

os padrdes de garantia de qualidade.

O Brasil iniciou a implantagdo do CODIS a partir de 2009, apds ser ministrado
um curso de formagdo que contou com a participagao de Peritos Criminais das
unidades que possuiam ou estavam em vias de implantar laboratorios forenses de
DNA. Neste ano, o FBI e a Policia Federal brasileira firmaram a Letter of Agreement,
estabelecendo um convénio entre as instituicdes e, ainda em 2009, durante a
identificacdo de vitimas do acidente aéreo com o voo AF 447 (Rio de Janeiro-Paris),
os Peritos Criminais do Departamento da Policia Federal fizeram uso do CODIS para
comparagoes entre perfis genéticos de corpos de identidade desconhecida e dos
familiares em busca de seus parentes (GARRIDO e RODRIGUES, 2014).

Apesar dos bancos de perfis genéticos para persecugdo penal estarem bem
estabelecidos ha cerca de vinte anos nos EUA, no Brasil, somente apods a
promulgagao da Lei No 12.654/2012, que alterou dispositivos da lei de identificagédo
criminal e de execugao penal, passando a admitir ou mesmo prevendo a coleta
obrigatéria e armazenamento de perfis genéticos em bancos de dados para
identificacdo criminal, no caso dos condenados por crimes hediondos, conforme
disposto na Lei 8.072 de 25 de julho de 1990 (ANSELMO e JACQUES, 2012). A
proposta introduzida pelo diploma legal se assemelha ao modelo criado e utilizado

pelos Estados Unidos.

O Decreto n® 7.950, de 12 de margo de 2013, instituiu o Banco Nacional de Perfis
Genéticos (BNPG) e a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG), que
tem como objetivo permitir o compartilhamento e a comparagao de perfis genéticos
constantes dos bancos de perfis genéticos da Unido, dos Estados e do Distrito

Federal, e veio para regulamentar a Lei n® 12.654, que em seu Art. 9° § 1° determinava
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que a identificagdo do perfil genético seria armazenada em banco de dados sigiloso,
conforme regulamento a ser expedido pelo poder executivo (BRASIL, 2012).

De acordo com o § 3° do art. 1°, o Art. 5° e o Art. 9° do referido Decreto, os
laboratorios integrantes da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG)
deverao estar comprometidos com os esforgos para a implantacdo de um Sistema de
Gestao da Qualidade (SGQ) para a area forense, sendo submetidos periodicamente
a auditorias promovidas pelo Ministério da Justica a fim de atestar esse cumprimento.
Neste sentido, foi publicada em maio de 2014 a Resolugdo N2 5 do Comité Gestor,
recentemente revogada pela Resolugdo N2 12 de 2019, que complementou a norma
anterior, e que “dispbe sobre a instituicdo da Comissao da Qualidade, e os requisitos
técnicos para a realizagdo de auditorias nos laboratorios e bancos que compbem a
RIBPG” (Comité Gestor, 2014).

A Resolucao N2 12/2019 dispde ainda que esta Comissao da Qualidade devera
ser formada por profissionais com os seguintes atributos: experiéncia na area de no
minimo cinco anos; experiéncia em sistemas de gestdo da qualidade; conhecimento
da norma ABNT NBR ISO 17025:2017; e experiéncia com realizagdo de auditoria
interna e externa de SGQ. Dentro do escopo da norma, estdo incluidos parte dos
requisitos da ISO 17025:2017, assim como parametros de qualidade oriundos das
normas seguidas pelo FBI; as auditorias conduzidas pelo Ministério da Justica buscam
avaliar se os laboratérios que compdem a rede cumprem 0s requisitos minimos para

utilizarem o CODIS no auxilio as investigagdes criminais.

A validagao metodoldgica é um componente critico da garantia dos padrdes de
qualidade para desenvolver e implementar novas tecnologias em tipagem de DNA
forense. Em geral, a validagdo se refere ao processo de se demonstrar que os
procedimentos realizados em certo laboratério sdo robustos, confiaveis e
reproduziveis. Uma vez que o laboratério se mostra competente e os usos forenses
dos procedimentos sado implementados com sucesso, os testes de proficiéncia séo
realizados por analistas qualificados periodicamente, de acordo com as normas e
procedimentos internos aplicaveis, para demonstrar a aplicagdo comprovada da
técnica ao longo do tempo (CORMIER et. al., 2005).
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3.4 A VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E AS NORMAS DE GESTAO DE
QUALIDADE APLICAVEIS A GENETICA FORENSE

Uma organizagao focada em qualidade promove uma cultura que resulta em
comportamentos, atitudes, atividades e processos que agregam valor através da
satisfacdo das necessidades e expectativas dos clientes e de outras partes
interessadas. A qualidade dos produtos e servigos de uma organizagéo € determinada
pela capacidade de satisfazer os clientes e pelo impacto pretendido e nao pretendido
nas partes interessadas pertinentes, além do seu valor percebido e o beneficio para o
cliente (ABNT NBR I1SO 9000:2015).

A ISO 9000:2015 € uma norma geral sobre sistemas de gestdo de qualidade,
que demonstra como o foco na qualidade € um conceito importante quando se fala na
emissdao de resultados validos e confiaveis, conceito este intimamente ligado a
realidade dos laboratérios de genética forense, tendo em vista que o
comprometimento com essa cultura, promove a satisfacdo da sociedade, que é
diretamente beneficiada pelo trabalho realizado nestes 6rgdos (ABNT NBR ISO
9000:2015).

Existem diversas normas que regulamentam quais os parametros e requisitos de
qualidade que deverao ser adotados por laboratérios que visam controlar e registrar
os procedimentos realizados, visando garantir a qualidade dos resultados por ele
emitidos. Atualmente, a ISO 17025 é a principal norma de referéncia internacional
utilizada para a acreditacido de laboratérios de ensaios e calibragcbes em todo o
mundo. Ela estabelece quais os requisitos que deverao ser cumpridos para que um
laboratdrio possa obter a acreditacdo na norma, visando demonstrar que este realiza
suas atividades com precisao e confiabilidade, e o seu comprometimento com um
sistema de gestdo de qualidade bem estabelecido. Em seu item 7.2.2.1 (ABNT NBR
ISO/IEC 17025: 2017) a norma explicita que “O laboratério deve validar métodos nao
normalizados, métodos desenvolvidos pelo laboratério e métodos normalizados
utilizados fora de seu escopo pretendido ou modificados de outra forma. A validagao
deve ser tdo abrangente quanto for necessaria para atender as necessidades de uma
determinada aplicacdo ou campo de aplicagédo”. Vale ressaltar, neste ponto, o conceito
de métodos normalizados, que se refere a métodos cuja utilizagcdo € mandatoria, ou
seja, obrigatéria (FREITAS et al, 2020).
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Atualmente nao existe nenhum método normalizado aplicavel aos laboratérios
de genética forense no Brasil; para efeitos de aplicagdo da norma 17025, os
laboratérios de genética forense trabalham com métodos n&o normalizados, que
podem ser desenvolvidos tanto por empresas especializadas ou universidades, ou
ainda pelo préprio laboratério (FREITAS et al, 2020). Independentemente de o
laboratdrio buscar ou ndo acreditacéo na ISO 17025, a validacdo dos métodos por ele
utilizados € essencial para que se possa assegurar a validade de seus resultados,
demonstrando, para isso, que suas técnicas funcionam conforme esperado, e

produzem resultados homogéneos e confiaveis.

Apesar da importancia de se observar os requisitos da ISO 17025, a norma nao
contempla as particularidades da Genética Forense, cujas analises sao bem
especificas, bem como as implicagdes legais e juridicas dos parametros de
interpretacédo utilizados na analise dos dados relacionados as amostras criminais.
Torna-se necessaria, deste modo, a observagado e aplicagdo de outras normas,
nacionais e internacionais, para que as competéncias e especificidades da genética

forense possam ser contempladas de maneira mais ampla.

Neste contexto, a Cooperagado Internacional de Acreditagcdo de Laboratorios
(ILAC), publicou em 2002, o documento ILAC-G19, que trata das orientacGes
especificas para a aplicacdo da ISO 17025 em laboratorios de analises forenses,
documento este que foi traduzido pela DICLA (Divisdo de Acreditagdo de
Laboratdrios) e publicado pelo INMETRO no documento DOQ-CGCRE-084, intitulado
“Traducao Brasileira do Documento ILAC-G19:08/2014 - Mdédulos de um Processo
Forense”. Apesar de se tratar de um documento geral, pois se aplica a qualquer tipo
de analise forense, o documento versa sobre a validacdo de métodos, identificando
os tipos de estudos necessarios, a depender das atividades especificas da area.

Adicionalmente, o ILAC-G19 refor¢ca a necessidade de validagao de métodos e
explicita que, no desenvolvimento dos seus processos, a unidade forense deve
demonstrar com evidéncia objetiva, que foram avaliados os fatores que podem
influenciar os resultados e manter os respectivos registros. A norma descreve ainda
que a interpretacdo de resultados e achados devem ser baseadas em estudos
robustos e procedimentos documentados, o que ratifica a necessidade de realizar

estudos de validagdo de métodos nos laboratérios de genética forense.
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Recentemente, a Coordenacédo Geral de Acreditacdo do INMETRO publicou a
versao atualizada do documento DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2011), que visa
fornecer orientagdes sobre validagdo de métodos analiticos. O documento apresenta
0os parametros mais comumente utilizados no processo de validacdo, contudo, o
laboratério deve definir os parametros de validagdo que melhor evidenciem a
adequacgao do método ao uso pretendido. Para estudos de validacdo que contemplem
analises qualitativas e quantitativas, como € o caso da validagdo de métodos na
genética forense, o documento orienta que devem ser efetuados calculos que visem
estabelecer alguns parametros como a seletividade — que consiste basicamente na
capacidade de demostrar resultados especificos dentro de outros possiveis
interferentes; a faixa linear de trabalho e sensibilidade — que visa estabelecer quais as
faixas de concentracdo de determinado analito que o sistema é capaz de detectar e
analisar com seguranga; os Limiares de Detecg¢ao e Quantificagdo — que visam avaliar
a menor quantidade de analito na amostra que pode ser detectada (avaliagao
qualitativa) e quantificada (avaliagdo quantitativa) sob as condi¢cbes estabelecidas
para o ensaio, bem como outros parametros aplicaveis aos estudos a serem

realizados, a depender de seu obijetivo.

Constam ainda no DOQ-CGCRE-008 os calculos estatisticos aplicaveis aos
estudos, bem como os pré-requisitos para que os mesmos possam ser utilizados, a
depender do caso. Tendo em vista que a genética forense se vale das concentragdes
de DNA presentes em determinado vestigio encaminhado para analise, e que a
determinacao desses parametros é fundamental para o estabelecimento dos limites
que contemplam uma linearidade nos resultados expressos, os parametros presentes
no referido documento se aplicam as analises genéticas com fins de identificagdo. Os
parametros constantes no DOQ-CGCRE-008 apresentam consonancia com o descrito
nas demais normas aplicaveis a validagao de métodos de analise para laboratérios,
motivo pelo qual as normas da area se complementam no estabelecimento de

conceitos e métodos.

Por fim, esta vigente desde 2012 o VIM - Vocabulario Internacional de
Metrologia, publicado pelo INMETRO, que traz a definicdo dos termos metrologicos
utilizados quando da avaliacdo de parametros relacionados a Gestao de Qualidade, e
que visam orientar sobre a correta aplicacao e interpretacdo de parte dos conceitos
envolvidos nos estudos de validagédo (INMETRO, 2012).
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3.5 VALIDACAO INTERNA

O SWGDAM possui diversas publicagbes amplamente utilizadas como
referéncia, dentre elas um documento que apresenta as recomendacdes de revisdes
dos padrdes de garantia de qualidade (QAS) do FBI para analise de DNA. Suas
publicacdes ndo sao consideradas normas, mas sim recomendacgdes e consistem,
atualmente, numa referéncia extremamente relevante dentro da genética forense,
sendo seguidas mundialmente. Dentre as recomendagbes publicadas pelo grupo,
ressalta-se o Guia de Validagao para Métodos de Anélise de DNA Forense (SWGDAM
Validation Guidelines for Forensic DNA Analysis Methods), que define e exemplifica
os tipos de validagcdo de métodos e aborda quais os estudos necessarios para cada
um deles e cujos conceitos e estudos se assemelham aos constantes no DOQ-
CGCRE-008, adicionando a eles os parametros mais intimamente ligados as analises

de genética forense, tendo em vista tratar-se de documento especifico da area.

O grupo define basicamente dois tipos de validagdo, sendo uma delas a
Validagcdo de Desenvolvimento, na qual se objetiva realizar um estudo que possa
estabelecer as condi¢des e limitagbes de novos métodos de analise de DNA para fins
forenses, para utilizagdo por quaisquer érgéaos ou institutos que os adotem em sua
rotina de analise de amostras criminais; e a Validacado Interna, que visa estudar o
comportamento dos resultados obtidos dentro da realidade de cada laboratério. Este
tipo de validagao é mais especifico, pois leva em consideragao aspectos proprios do
laboratério como temperatura, equipamentos, e ouros aspectos que influenciam o
padrao de resultados obtidos, por isso seu objetivo € demonstrar que aquele método

funciona conforme o esperado dentro dessas condi¢cdes (SWGDAM, 2016).

Ainda segundo o referido grupo, o estudo de validagao interna devera contemplar
0s seguintes parametros e/ou ensaios: Utilizagcdo de Amostras de fonte conhecida e
nao probatdrias ou amostras simuladas (do inglés, Known and nonprobative evidence
samples or mock evidence samples); Estudo de Sensibilidade e Efeitos Estocasticos
(do inglés, Sensitivity and Stochastic Studies); Estudo de Precisdo e Exatidao, que
inclui ensaios de Repetibilidade e Reprodutibilidade (do inglés, Precision and accuracy
— Repeatability and Reproducibility); Estudo de Misturas (do inglés, Mixture studies);
e Avaliagado de contaminagéo (do inglés, Contamination assessment), apresentando

cada um dos estudos um objetivo distinto, conforme detalhado a seguir.
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A amplificacdo de amostras conhecidas e nao probatérias, ou de amostras
simuladas, permite que o laboratorio fornega evidéncias de concordancia usando um
sistema de amplificagdo. O Estudo de Sensibilidade e Efeitos Estocasticos visa avaliar
as variagdes nas medigdes em raz&o da variagdo na grandeza avaliada, neste caso a
concentragcdo de DNA em uma amostra e, segundo o SWGDAM tem por objetivo
possibilitar o calculo da faixa dindmica e faixa alvo ideal de trabalho, do limite de
deteccéo, do limiar analitico, do equilibrio entre heterozigotos (por exemplo, razao de
altura entre picos), da relagdo sinal/ruido associado ao ensaio e dos efeitos aleatorios
excessivos (estocasticos), geralmente resultantes da baixa quantidade e/ou qualidade
do DNA.

O estudo de precisdo busca estabelecer relacdo de concordancia entre os
valores medidos. A precisao depende apenas da distribuicdo de erros aleatérios e nao
se relaciona com o valor verdadeiro; a exatiddo, por seu turno, € o grau de
conformidade de uma quantidade mensurada com seu valor real ou verdadeiro
(INMETRO, 2012; SWGDAM, 2016). O estudo de misturas visa auxiliar o laboratério
a estabelecer diretrizes para a interpretacao de perfis genéticos com caracteristicas
de mistura, e podem incluir a determinagdo do numero de contribuintes na mistura, a
determinacao dos perfis de contribuintes principais e secundarios e as proporgdes de
cada um dos contribuintes. A avaliacdo de contaminacdo visa verificar através da
analise de controles negativos, a detecgdo de DNA exdgeno (incluindo alelo drop-in)
proveniente de reagentes, consumiveis, outras amostras, operador e/ou ambiente

laboratorial.

Os estudos supracitados estao intimamente ligados as analises realizadas nos
laboratorios de genética forense que precisam frequentemente utilizar parametros
objetivos e bem estabelecidos nas analises dos perfis genéticos obtidos de vestigios
e amostras de referéncia, a fim de minimizar os riscos de erros nas interpretacoes de
resultados e para garantir uma analise reprodutivel tanto pela equipe do laboratério

guanto em relagdo aos demais laboratérios de genética forense do Brasil e do mundo.

Conforme previamente abordado, apesar das fontes bibliograficas da area
definirem quais estudos deverdao estar presentes na validacido interna, elas nao
definem qual a metodologia que devera ser adotada na condug&o de cada um desses

estudos. O SWGDAM define ainda que o laboratério devera avaliar o niumero e tipo
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de amostras que deverdo ser utilizadas, bem como decidir se algum dos estudos
indicados ndo é necessario no contexto do estudo que esta sendo realizado, contudo,
os parametros definidos na metodologia deverdao demonstrar as limitagbes e
confiabilidade dos dados produzidos a partir dos resultados oriundos de cada um dos
ensaios realizados. Por conta disso, as diferentes publicagbes da area realizam os
ensaios de maneiras distintas (BUTLER, 2004).

Atualmente, a validagéo interna se apresenta como um grande desafio para os
laboratérios de Genética Forense, nao sé pela rapidez com a qual novos kits e
tecnologias surgem na area, mas também porque € desafiador conduzir estudos deste
tipo e ainda processar as amostras encaminhadas e resolver os casos que demandam
pericias de DNA com a rapidez necessaria. Adicionalmente, a grande variedade de
abordagens e opinides que existem no topico de validagao torna um desafio para um
laboratorio deduzir um conjunto minimo de critérios para avaliagdo para garantir que
um método pode ser confiavel para produzir informagdes de qualidade. Apesar disso,
uma pesquisa conduzida com laboratérios de genética forense dentro e fora dos EUA
demonstrou que 85% dos Laboratérios acreditam que o processo de validacao poderia
ser padronizado (BUTLER, 2004).

A condugdo dos estudos propostos, bem como a aplicacdo dos limiares
calculados nas pericias genéticas conduzidas na rotina, permitira uma analise
baseada em dados especificos para os equipamentos e condi¢gdes do laboratério, a
emissao de resultados compativeis com esses parametros, bem como a realizagao
de estudos posteriores com amostras criminais, que devem partir de estudos com
amostras cuja quantidade e qualidade do DNA possam ser bem estabelecidas, a fim
de detectar variagdes quanto aos limiares calculados. Isto significa que a partir da
validacao interna de um kit de amplificagdo de DNA, com amostras e condi¢des
conhecidas e controladas, o laboratério podera testar quaisquer variacbes que
entenda como necessario as suas analises como mudanga em ciclagens e volumes
de reagentes utilizados na rotina. Além disso a validagao interna oferece um ponto de
partida para que estudos especificos para as amostras probativas relacionadas a

casuistica possam ser conduzidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertagao estao apresentados na forma de artigo.

DESENVOLVIMENTO DE UM FLUXO DE VALIDAGAO INTERNA DE METODOS
DE GENOTIPAGEM DE MARCADORES AUTOSSOMICOS PARA APLICAGAO
EM LABORATORIOS DE GENETICA FORENSE.

Baleeiro, Camila R. G."?, Souza, Carlos Antonio?, Oliveira, Keyla P. "2, Portela,

Kamila L. T.3, Balbino, Valdir de Queiroz’.

T Universidade Federal de Pernambuco, UFPE
2 Instituto de Genética Forense Eduardo Campos, IGFEC
3 Universidade Federal da Bahia, UFBA

Resumo/Abstract

A Genética Forense é uma area da criminalistica amplamente regulada por Normas
de Qualidade, tendo em vista a necessaria robustez das provas por ela fornecidas.
Dentro dos parametros de qualidade que devem ser seguidos por laboratérios de
genética forense em todo o mundo, a validagao interna dos métodos utilizados é um
procedimento essencial para atestar a validade dos resultados emitidos. A NBR ISO
17025, bem como as recomendagdes emitidas pelo SWGDAM (Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods) sao utilizadas como referéncia na area, pois visam
definir quais os parametros minimos de qualidade aplicaveis a este tipo de estudo. O
guia de referéncia para a condugao do estudo de validagao interna em laborat6rios de
Genética Forense, publicado pelo SWGDAM, descreve quais 0s ensaios que devem
ser realizados para que os principais parametros de analise sejam contemplados.
Apesar disso, ainda ndao se dispdem de publicagcdes de referéncia que reunam as
metodologias que poderdo ser adotadas para a condugdo de cada um dos ensaios
descritos, ou que apresente as principais diferengas entre elas. Esse trabalho visa
apresentar os resultados obtidos a partir da validacao interna realizada no Instituto de
Genética Forense Eduardo Campos com o uso do kit PowerPlex® Fusion 6C System
(Promega Corporation), discutir os métodos e procedimentos necessarios para que
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laboratorios de genética forense possam realizar a validagédo interna de kits de
amplificagdo e genotipagem de STRs autossémicos utilizados na rotina de
processamento de amostras para andlise de DNA, e, por fim descrever quais 0s
parametros que deverdao ser derivados dos estudos e como eles deverao ser
analisados.

Palavras-chave: Sequéncia repetida em tandem (STR); Genética Forense; Validagao

interna; Controle de qualidade; Ciéncias Forenses

Introducgao

A Genética Forense € uma area da criminalistica amplamente regulada por
Normas de Qualidade, tendo em vista a necessaria robustez das provas por ela
fornecidas, bem como as suas implicagcbes legais na aplicagado da justica. No que
tange o Estudo de Validagdo Interna em laboratérios de Genética Forense, as
principais normas internacionais aplicaveis sao a ISO 17025 e o guia publicado pelo
Scientific Working Group on DNA Analysis Methods - SWGDAM intitulado “Diretrizes
de validagdo para métodos de analise de DNA” (do inglés, SWGDAM Validation
Guidelines for DNA Analysis Methods). O INMETRO é o érgao brasileiro de metrologia
que dispde das versodes traduzidas para o portugués da ISO 17025 e do Vocabulario
Internacional de Metrologia — VIM, que orientam sobre os estudos e conceitos
relacionados a Gestao de Qualidade (ABNT, 2017; INMETRO, 2012).

Em resposta aos parametros de qualidade estabelecidos para analise de
amostras criminais, que visam garantir que os resultados emitidos pelos laboratérios
sao confiaveis e reprodutiveis, a validagao interna se apresenta como uma ferramenta
essencial para que se possa atestar a validade desses resultados, bem como para
conhecer as limitagdes associadas a analise genética (SWGDAM, 2016).

Tendo em vista que a pericia de DNA tem como principal produto a geragao de
eletroferogramas, uma interpretagdo objetiva e confiavel dos resultados obtidos
depende de conhecimentos prévios acerca dos limites aos quais os equipamentos e
reagentes estdo submetidos, dentro das condigdes de cada laboratorio. Esse
conhecimento permitira que o laboratério possa comparar perfis genéticos e emitir
conclusdes com alto grau de confiabilidade quando do processamento das amostras
relacionadas aos diversos tipos de crimes.

A partir do estudo de validacao interna, o laboratério € capaz de calcular e
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estabelecer limiares associados aos diversos parametros envolvidos na interpretacao
de perfis genéticos. Sdo muitas as analises e limiares que podem ser estabelecidos a
partir deste estudo, e dentre eles se encontram os parametros abaixo descritos:

1. O ruido basal associado aos equipamentos e ensaios realizados;

2. A faixa ideal de trabalho, avaliando o comportamento apresentado pelos
perfis genéticos obtidos a partir de amostras com concentragdes distintas de DNA,;

3. Os limiares de detecc¢ao, analitico e estocastico, a fim de estabelecer a
concentracido e altura minimas que um pico devera apresentar para que possa ser
interpretado como um alelo, bem como avaliar qual a altura minima para que um alelo
possa ser classificado como homozigoto;

4. A altura média esperada para stutters, em cada ponto de concentragao,
que pode ser especialmente importante na analise de perfis genéticos de mistura;

5. Até que proporcéo entre diferentes contribuintes é possivel detectar os
alelos de cada doador de acordo com a sensibilidade dos equipamentos e reagentes
utilizados;

Os estudos de validag&o interna em laboratérios de genética forense tém se
tornado uma necessidade crescente, ja se dispondo de publicagbes que abordam
quais os estudos que deverdao ser contemplados quando da condugado dos
experimentos, apesar de ainda se carecer maior aprofundamento acerca das formas
ideais para a sua realizagdo. Os estudos e guias publicados apresentam formas
distintas de realizar cada um dos ensaios, 0 que gera duvidas sobre a melhor
metodologia a ser aplicada, quais as vantagens e desvantagens de cada uma delas e
como os dados provenientes de cada um dos estudos poderao auxiliar a entender o
comportamento dos perfis genéticos obtidos apds o processamento de amostras
probativas relacionadas a rotina do laboratdrio.

Neste trabalho, descrevemos os resultados obtidos com o uso do kit
PowerPlex® Fusion 6C System (Promega Corporation) para amplificacdo e
genotipagem das amostras coletadas da mucosa oral de doadores voluntarios, bem
como do Controle Positivo do kit (2800M Control DNA), e com o uso do software
GeneMapper para analise dos eletroferogramas, a fim de apresentar analises
comparativas entre as metodologias que podem ser utilizadas, a forma de
interpretacéo dos resultados obtidos e, por fim, propor um fluxograma para realizagao
do Estudo de Validagédo Interna de kits de amplificagdo e genotipagem de STRs

autossdmicos, utilizados na rotina de processamento de amostras criminais para
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analise de DNA.

Materiais e métodos

Amostras Utilizadas

Para a condugao dos estudos de validagao, utilizou-se um controle positivo do
kit PowerPlex® Fusion 6C System (Promega Corporation) e quatro amostras
coletadas da mucosa oral de doadores voluntarios do préprio laboratoério, sendo dois
deles do sexo masculino e dois do sexo feminino. Para a escolha dos doadores
masculinos, foram avaliados os perfis genéticos de 30 individuos, tendo-se escolhidos
os dois com maior indice de heterozigosidade. Para a escolha das amostras das
doadoras do sexo feminino, priorizou-se aquelas com o maior numero de alelos
diferentes em relagdo as mesmas regides da amostra masculina, tendo em vista que
foram utilizadas para os ensaios de mistura. As amostras de referéncia contendo
mucosa bucal foram coletadas mediante autorizagdo por meio de aposi¢cao de
impresséo digital e/ou assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE (Parecer numero 3.343.119, em 23 de maio de 2019).

Procedimentos Laboratoriais

As amostras de mucosa bucal coletadas dos doadores voluntarios foram
submetidas a extracdo de DNA pelo sistema automatizado Maxwell® RSC Instrument,
com a utilizacédo do kit Maxwell FSC DNA IQ Casework (Promega Corporation). Para
a avaliacao do ruido de fundo basal do instrumento foram utilizados, adicionalmente,
20 controles negativos (agua ultrapura).

As amostras dos doadores, bem como o DNA do controle positivo e dos
controles negativos, foram quantificadas em triplicata com o kit Investigator Quantiplex
Pro (Qiagen), no equipamento 7500 Real Time PCR System, com auxilio do HID Real
Time PCR Analysis Software v.1.2 (Applied Biosystems). A partir dos valores obtidos
das amostras de Referéncia dos doadores e do Controle Positivo, foram preparadas
as curvas de diluicdo seriada nas concentragdes de 0,0315, 0,0625, 0,125, 0,250, 0,5,
1,0 e 2,0 ng/uL de DNA para o controle positivo e amostras dos doadores masculinos,
e amostras com concentragao de 0,5 ng/pL para as amostras femininas.

As amostras da curva de diluicdo seriada, do estudo de repetibilidade e

reprodutibilidade, bem como as amostras dos controles negativos foram amplificados
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em ftriplicata. Dos 60 eletroferogramas obtidos a partir dos controles negativos,
verificou-se que uma das replicatas apresentava sinais de contaminagao que nao foi
observada em nenhuma outra amostra da bateria sendo, por esse motivo, retirado das
analises.

A amplificagao e genotipagem ocorreu com o uso do kit PowerPlex® Fusion 6C
System (Promega Corporation), conforme instrugdes do fabricante para reagdes
cheias. A amplificagdo ocorreu no termociclador GeneAmp™ PCR System 9700 da
Applied Biosystems em todas as analises, com exce¢do do estudo de
reprodutibilidade que utilizou adicionalmente outros dois termocicladores modelo
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler da Applied Biosystems, a fim de avaliar variagdes
eventualmente presentes entre os termocicladores disponiveis no laboratério; a
eletroforese, por sua vez, foi realizada no Sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer,
com auxilio do 3500 Series Data Collection Software v.3.0 (Applied Biosystems), tendo
sido utilizado o polimero “POP-4™ Polymer for 3500/3500” e o capilar “3500 Genetic
Analyzer 8-Capillary Array, 36 cm” (Thermo Fisher). Apos o processamento das
amostras as analises foram efetuadas através do software GeneMapper® ID-X v.1.6

(Applied Biosystems).

Analise dos Dados

ApoGs a analise no software, os dados referentes a cor de fluorescéncia (dye),
nome da amostra (sample file name), Size standard, e altura dos picos (heigth) foram
exportados para uma planilha Excel®, a fim de que fossem calculados média, desvio
padrdo, maximo e minimo das alturas dos picos das amostras analisadas, para cada
um dos canais de fluorescéncia do kit, possibilitando ainda o calculo da razao entre
as alturas de cada contribuinte, de acordo com as variagdes proprias de cada estudo.

Resultados e Discussao

Procedimentos Prévios

O estudo de validacdo interna visa reunir dados provenientes de testes
realizados dentro das condi¢des especificas de cada laboratério e tem como objetivo
demonstrar que seus métodos e procedimentos funcionam conforme o esperado. Para
isso, o laboratério devera ter todos os seus ensaios devidamente documentados,

incluindo em seus registros quais os equipamentos e insumos utilizados. A partir
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destas informacdes, serao calculados os limiares e parametros que serao adotados
na analise dos perfis genéticos (ENFSI, 2010; SWGDAM, 2016).

Antes de dar inicio aos estudos de validacao interna, o laboratério devera definir
quais os equipamentos e insumos que irdo ser utilizados nos ensaios, a fim de que se
mantenham os mesmos durante todo o processo. Salienta-se que devem ser
reservados insumos e kits dentro da validade, bem como equipamentos devidamente
calibrados, garantindo, deste modo, que eventuais variagdes detectadas sejam
préprias de cada um dos estudos.

O estudo de validagéo interna, segundo as diretrizes do SWGDAM (2016), deve
ser composto dos seguintes ensaios: 1. Utilizagdo de Amostras de fonte conhecida e
nao probatdérias ou amostras simuladas; 2. Estudo de sensibilidade e efeitos
estocasticos; 3. Estudo de precisado e exatiddo, que inclui ensaios de repetibilidade e
reprodutibilidade; 4. Estudo de misturas; e 5. Avaliagao de contaminacgao. A seguir,
estdo detalhados cada um desses estudos e quais os métodos mais utilizados na

conducgao de cada um deles.

Utilizacdao de Amostras de fonte conhecida e nao probatérias ou amostras
simuladas

Para a conducgao dos estudos propostos, o laboratério devera utilizar amostras
conhecidas ou simuladas, tendo em vista que € necessario conhecer o perfil genético
das amostras utilizadas para identificar e registrar os desvios possivelmente causados
por baixas concentracdes de DNA e amostras de mistura. A partir desses estudos,
serao definidos os limiares que serdo adotados pelo laboratério para analise de suas
amostras na rotina, e a obtencdo de resultados informativos a partir dos estudos
depende diretamente das caracteristicas das amostras selecionadas.

Para a condugcdo dos estudos de sensibilidade, precisdo e exatidao e de
misturas, o laboratério devera definir previamente quais serdo as amostras masculinas
e femininas utilizadas. Para as amostras masculinas € desejavel selecionar perfis com
0 maior numero possivel de regides em heterozigose, a fim de avaliar o equilibrio entre
os alelos em cada regi&do e possiveis drop outs.

Para os ensaios de mistura podem ser utilizadas as amostras dos doadores
masculinos utilizadas nos ensaios de sensibilidade, contudo é importante que ao
selecionar as amostras, sejam avaliados os perfis genéticos das doadoras a fim de

escolher as que apresentam o maior numero de alelos ndo coincidentes com o



39

contribuinte masculino, e evitando, se possivel, os perfis genéticos em que o0s picos
dos doadores presentes na mistura se posicionem de maneira frequente em posi¢des
de stutter em relagao ao outro contribuinte, ou seja, que os alelos se posicionem com
pelo menos dois bins (regides do eletroferogramas onde os picos correspondem a
alelos conhecidos) de diferenca nas mesmas regides, a fim de facilitar a
individualizagao de cada uma das contribui¢cdes nas analises.

Para isso, podem ser utilizados controles positivos de kits, amostras adquiridas
do Instituto Nacional de Padronizagdo e Tecnologia (National Institute of Standards
and Technology — NIST), que sdo amostras de referéncia certificadas, ou amostras
doadas voluntariamente pela equipe do laboratério (Staff), e sdo elas que seréao
utilizadas para a conducédo dos estudos, sendo recomendado observar o tempo e
condi¢cdes de armazenamento, pois sdo fatores que podem afetar a estabilidade do
DNA gendmico e a capacidade de obtengao do perfil genético (PROMEGA, 2013).

Para a conducao dos estudos de validagcao de desenvolvimento de kits séo
usualmente utilizadas amostras NIST (LUDEMAN et al., 2018), contudo existem
estudos de validagao interna e de desenvolvimento publicados com a utilizagdo de
amostras de referéncia coletadas de mucosa bucal e de sangue (FLORES et al., 2014;
BOAVIDA et al., 2018; PROMEGA, 2016), que também sao capazes de fornecer
resultados assertivos.

Amostras NIST e Controles Positivos de kits apresentam como vantagens uma
maior qualidade na purificagdo do DNA extraido, tendo em vista que sado submetidos
a procedimentos adicionais para controle de qualidade, que visam garantir a
confiabilidade na obtengao de perfis genéticos, quando comparado ao obtido pelos
métodos de extracdo de DNA comumente utilizados no laborat6rio, maior
confiabilidade nas quantidades de DNA aferidas na etapa quantificacdo e apresentam
taxa de heterozigosidade elevada (no caso de amostras NIST), o que é recomendavel
para a condugao dos estudos de sensibilidade. Contudo, o perfil de pureza dessas
amostras € muito distinto do verificado nas amostras probativas usualmente
processadas nos laboratérios de genética forense, motivo pelo qual a utilizacdo de
amostras de referéncia de doadores voluntarios pode fornecer resultados mais
préximos do real.

O Grafico 1 apresenta os dados relacionados a média das alturas dos alelos
detectados em RFU (Unidade Relativa de Fluorescéncia) da amostra do controle

positivo (CP) em comparagdo com as amostras de referéncia (AR) coletadas dos
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doadores masculinos (PL e JJ), em cada uma das concentragdes de DNA testadas.
No Grafico 2, evidencia-se o percentual de alelos detectados nas amostras de acordo
com a concentracdo de DNA na amostra, sendo apresentado apenas 0os menores
ponto da curva de diluicao seriada.

E possivel verificar que a amostra CP apresentou visualmente uma maior
média na altura dos alelos detectados, nas concentragdes superiores a 0,0125 ng/uL.
Ja no que se refere ao percentual dos alelos presentes na amostra, observa-se que
no ponto com menor concentragdo de DNA (0,0315 ng/uL), a amostra CP apresentou
um percentual superior as demais amostras.

Os dados obtidos a partir da quantificagdo das amostras evidenciados na
Tabela 1, demonstram que o indice de degradagdo da amostra do Controle Positivo
CP foi inferior ao detectado para as Amostras de Referéncia PL e JJ. Ja foi
demonstrado que a qualidade do DNA obtido a partir da coleta de amostras bucais de
doadores varia em fungdo de aspectos como a lavagem e higiene bucal antes da
coleta, a escovacgao e ainda existem relatos de variagdes entre a producgao de células
bucais em fung&o do sexo, idade entre outros fatores (FEIGELSON, 2001).

Os dados obtidos confirmam que a analise exclusiva do Controle Positivo pode
superestimar a capacidade de obtencdo de resultados interpretaveis em
concentracbées mais baixas de DNA, bem como a altura esperada dos alelos nas
amostras em cada ponto de concentracédo testada, motivo pelo qual a presenga de
amostras extraidas no préprio laboratorio, seguindo as mesmas etapas laboratoriais
que as amostras probativas, pode demonstrar padrées de comportamento mais

préximos dos usualmente verificados na rotina do laboratério.
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Grafico 1 - Média da Altura dos alelos detectados para cada ponto de concentracdo de DNA para as amostras
CP (azul) em comparagdo com as Amostras de Referéncia (AR) JJ e PL (laranja).
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Grafico 2 - Percentual de Alelos presentes nas amostras CP (azul), JJ (vermelho) e PL (verde), nos

menores pontos de concentragdo de DNA.
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Result Summary Quality Assessment
Well Sample Name Mixture Index ~ Mixture Threshold ~ Degradation Index  Degradation Threshold Inhibition Index Inhibition Threshold
E2 CPC 0,66
F2 CPD 0,66
F3 PLC 1,09
G3 PLD 0,95
c2 JiCAa 1,29
F2 JIDA 1,03

Tabela 1 - Dados da quantificagdo das amostras utilizadas no Ensaio de Sensibilidade. Na Tabela evidencia-se

que o indice de degradagao da amostra CP é inferior ao observado para as amostras de Referéncia JJ e PL .

ApOs realizar os estudos de sensibilidade e efeitos estocasticos, o laboratério
devera processar amostras conhecidas da casuistica e analisa-las, utilizando os
limiares derivados do seu estudo de validacéo interna, a fim comprovar o nivel de
concordancia entre os valores calculados e os resultados obtidos. No que se refere ao
numero de amostras indicados para o estudo de concordancia, o Guia de Validagao
da PROMEGA sugere a utilizagdo de cinco a dez amostras oriundas de individuos
conhecidos para a confirmagao dos calculos realizados e, adicionalmente, mais cinco
a dez amostras ndo probativas oriundas de amostras criminais para a avaliagao dos

parametros estabelecidos.

Estudo de Sensibilidade, Efeitos Estocasticos e Relagao Sinal/Ruido do Ensaio

Relagao Sinal/Ruido

Os experimentos conduzidos para esse estudo visam possibilitar o calculo dos
limiares que deverdo ser adotados pelo laboratério quando da analise dos
eletroferogramas obtidos a partir de amostras probativas, sendo para isso necessario
o calculo dos limiares de detecc¢ao, analitico e estocastico.

Neste ponto, é importante ressaltar que a auséncia de padronizagdo das
nomenclaturas utilizadas para os limiares calculados nas publicagcdes da area causa
confusdes entre os conceitos de sensibilidade e limiar analitico (do inglés Analytical
Threshold- AT). Dentro do contexto da Genética Forense, enquanto a sensibilidade
trata da mudanca no sinal detectado a depender da concentracdo de DNA, o AT é a
altura minima requerida acima da qual picos detectados podem ser distinguidos de
maneira confiavel da linha de base, ou seja, do ruido basal proprio do tipo de analise

(Bregu, 2008; SWGDAM, 2017).
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O mesmo ocorre quanto as definicdes de limiar de deteccéo e de quantificacéo.
Enquanto o limiar de deteccéo é tido como sendo a mais baixa concentracdo de um
analito em uma amostra que pode ser detectada, mas n&o necessariamente
quantificado, o limiar de quantificacdo € a menor concentracdo de um analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao sob as condi¢des de teste
declaradas (Gilder, 2007; Shrivastava, 2011).

Para a determinacdo do limiar de detec¢ao e analitico, é frequentemente
utilizada a analise de brancos ou controles negativos, que sdo amostras sem a
presenca de DNA, a fim de determinar o ruido basal relacionado aos equipamentos e
reagentes utilizados nas anadlises e, adicionalmente, para realizar a avaliagédo de
contaminagao, juntamente com a avaliagdo dos controles negativos utilizados nos
demais estudos (Flores et al, 2014; Boavida et al, 2018).

Contudo, ja se sabe que a presenga de DNA na amostra influencia diretamente
a altura do ruido basal do eletroferograma. Por esse motivo, limiares calculados com
o uso de controles negativos podem refletir a realidade de amostras pobres em DNA,
mas para amostras da casuistica, com maiores concentragcdes, se recomenda que O
céalculo seja realizado através da curva de diluigdo seriada, por exemplo, ja que a
aplicacéo de um limiar analitico muito baixo pode fazer com que o sistema nomeie
erroneamente picos do ruido, atrapalhando principalmente a analise de amostras de
mistura (Bregu, 2008; Flores, 2014).

No Gréfico 3 é possivel verificar o limiar analitico (AT) calculado (AT = média +
10 x desvio padrdo) através da analise do ruido de fundo detectado nos
eletroferogramas obtidos a partir de controles negativos da amplificagdo e das
amostras utilizadas na curva de sensibilidade com menores (0,0625 — 0,250 ng/uL) e
com maiores concentragées de DNA (0,5 — 1,0 ng/pL), em cada um dos canais de
fluorescéncia do eletroferograma.

Os resultados obtidos demonstram um aumento no ruido de fundo, e
consequentemente do limiar analitico calculado, com o aumento da concentragcao de
DNA na amostra, o que apresenta consondncia com o que demonstram as
publicacdes da area, e demonstra a necessidade de que o calculo do limiar analitico

seja realizado utilizando amostras com a presenca de DNA.
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Grafico 3 — Limiar Analitico calculado para as amostras CP (azul), JJ (vermelho) e PL

(verde), em cada um dos canais de fluorescéncia do eletroferograma.

A utilizacdo de amostras sem a presenca de DNA pode ser importante para
avaliar a relagdo sinal/ruido associado unicamente ao equipamento e, para isso,
recomenda-se selecionar controles negativos de baterias distintas de amplificacao,
para que o calculo possa incluir as variagdes usualmente detectadas no laboratdrio.
Nao é recomendada a utilizagdo de negativos da eletroforese, pois os negativos da
amplificagdo s&o mais representativos das amostras forenses (Bregu, 2008).

Ap0ds o processamento das amostras, para que se possa verificar o ruido basal
do equipamento € necessario seleciona-las no software de analise, aplicar um método
de analise especifico, no qual qualquer pico acima de um RFU ¢é detectado e, no caso
de amostras com DNA, eliminar os alelos conhecidos e seus respectivos sttuters, a
fim de que permaneca apenas o ruido basal. Devem adicionalmente ser retirados da
analise os artefatos conhecidos, bem como os picos claramente atribuidos ao pull-up
(reflexdo) do size standard do kit utilizado, ou de tamanhos inferiores e superiores aos
analisados pelo kit.

Os dados relacionados a cor de fluorescéncia (dye), nome da amostra (sample
file name), size standard, e altura dos picos (heigth) devem ser exportados a fim de
que sejam calculados média, desvio padrao, maximo e minimo das alturas dos picos
das amostras analisadas, para cada um dos canais de fluorescéncia do kit. A partir
desses parametros serdo efetuados os calculos de Limiar de Deteccdo e Limiar

Analitico.
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Existem diversos métodos disponiveis para o calculo dos limiares que serao
aplicados a analise de controles negativos e amostras forenses na casuistica, e para
que se escolha o método mais aplicavel, € necessario se atentar ao modelo de
distribuicao dos dados obtidos, pois muitos dos métodos presumem uma distribuicido
normal, quando pode ser que a distribuigao log-normal seja mais aplicavel. E essencial
que se adote um nivel de significancia adequado, principalmente se o laboratério
utilizar controles negativos para os calculos dos limiares. Nesses casos recomenda-
se aumentar o valor de K (nivel de significancia) para compensar o fato de se tratar

de amostras sem DNA e, consequentemente com menor ruido de fundo (Bregu, 2008).

Estudo de Sensibilidade e Efeitos Estocasticos

Com o objetivo de determinar a faixa dinamica e faixa alvo ideal de trabalho, e
avaliar o equilibrio de heterozigotos, o DNA extraido das amostras selecionadas pelo
laboratério devera ser quantificado em triplicata e, a partir da média das concentracoes
obtidas, devera ser efetuada a curva de diluicdo seriada com pontos de concentragao
de interesse do laboratério. O Guia de Validagdo da PROMEGA sugere pontos com
concentragbes alvo de 1; 0,500; 0,250; 0.125, 0,0625; e 0,0315 ng/uL, mas o
laboratério podera selecionar outras concentragbes caso entenda necessario
(PROMEGA, 2013).

Para a conduc¢ao do presente estudo, a etapa de quantificagao é essencial, pois
€ a partir das quantidades aferidas pelo sistema de PCR em tempo real, que € possivel
realizar os calculos necessarios para a correta preparacdo da curva de diluicdo
seriada. Ja se sabe que a precisdo desta etapa esta diretamente relacionada a
qualidade da curva controle e, consequentemente da correta manutencao das pipetas
utilizadas no preparo, motivo pelo qual recomenda-se a utilizacdo de pipetas
calibradas e que as afericbes sejam realizadas em replicatas, a fim de compensar
possiveis variagdes entre as concentragcdes obtidas para cada uma delas e alcangar
valores mais proximos do real (Grgicak, 2010). Apos a preparacéo da curva de diluigao
seriada com os pontos de concentragdes desejados, eles devem ser quantificados
novamente e, a partir das médias obtidas, sera feita a normalizacdo para as
concentracdes pretendidas a fim de efetuar as reacdes de PCR, para amplificacdo do
DNA e posterior anélise dos resultados.

O estudo de sensibilidade visa observar como os alelos se comportam em
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diferentes concentragdes de DNA no que se refere a altura dos picos, perda alélica,
desbalancgo entre picos em regides heterozigoéticas, e o aparecimento de artefatos que
podem prejudicar as analises. A analise dos dados deste estudo pode fornecer
informacdes quanto a: altura esperada dos alelos para cada concentracao, faixa de
trabalho em que o aumento na quantidade de DNA ira refletir um aumento semelhante
na fluorescéncia detectada (altura dos alelos), e presenca de dropouts, dropins, bem
como de outros artefatos conhecidos nas regides analisadas no eletroferograma.

O Grafico 4 apresenta as variacdes detectadas na altura em RFU dos alelos
para cada ponto de diluigdo seriada (0,0315, 0,0625, 0,125, 0,250, 0,5, 1,0 e 2,0 ng/uL)
para as Amostras CP, PL e JJ. E possivel verificar a altura média dos alelos a
depender da concentracdo de DNA na amostra, bem como verificar se ha uma
correspondéncia entre o aumento da concentragdo de DNA na amostra e a altura dos
picos a fim de verificar a faixa linear de trabalho, bem como quais os pontos que nao
se encontram nessa faixa.

Para que a faixa de trabalho possa ser corretamente determinada, € essencial
que se verifique adicionalmente a perda de alelos a medida que a concentracédo de
DNA diminui. O Gréafico 5 evidencia o percentual de alelos obtidos em cada ponto de
concentragcdo da curva de diluicdo seriada para cada uma das amostras e, a partir
dele, é possivel observar que, na concentracdo de 0,0315 ng/uL, houve uma perda
alélica consideravel para todas as amostras testadas, o que indica que mesmo que
este ponto de concentragéo tivesse um comportamento linear, ele n&do poderia ser
incluido na faixa de trabalho do laboratério. Por outro lado, o ponto de concentracéo
de 0,125 ng/uL se apresenta como o ponto mais baixo em que é possivel obter perfis
com 100% dos alelos esperados para a amostra, ainda que na Amostra PL tenha se

verificado um percentual de 98%.
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Gréfico 5 - Percentual de Alelos presentes nas amostras CP (azul), JJ (vermelho) e PL (verde), em cada ponto
de concentragdo de DNA

A fim de avaliar o equilibrio entre os alelos de regides heterozigdticas, devem
ser selecionadas essas regides em cada uma das amostras utilizadas e as alturas
plotadas em um Mapa de Calor (do inglés Heatmap). Na Figura 1 é possivel verificar
0 mapa construido para as concentragbes de 0,0315, 0,0625 e 0,125 ng/uL para as

trés replicatas da Amostra CP. No mapa as regides homozigéticas foram marcadas
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em cinza e nao foram consideradas nas analises, as regides nas quais estavam
presentes ambos os alelos foram marcados em verde, em amarelo as que houve a
perda de um dos alelos e em vermelho as regides que ambos os alelos estavam
ausentes. E possivel perceber que a medida que a concentracdo de DNA diminui,
aumenta a perda alélica tanto de um quanto dos dois alelos de cada marcador. Em
baixas concentracbes de DNA tem-se adicionalmente uma inconsisténcia entre o
comportamento das replicatas, como exemplo o marcador D3S1358 nas amostras
CP.1, na qual houve a perda de um dos alelos, na CP.2 onde ambos os alelos foram
detectados e na CP.3 onde nenhum deles apareceu no eletroferograma. Os dados
relacionados as Amostras PL e JJ foram plotados segundo os mesmos parametros,
sendo verificados resultados compativeis, que evidenciaram uma perda alélica ainda

maior no ponto de concentragéo de 0,0315 ng/pL (dados ndo mostrados).
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Figura 1 - Mapa de Calor (Heat Map) nas concentracées de 0,0315, 0,0625 e 0,125 ng/uL de DNA para a

amostra CP, evidenciando as regi6es em que ambos os alelos foram detectados (em verde), nas quais houve a
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perda de um dos alelos (amarelo) e de ambos os alelos (vermelho). Em preto encontra-se destacado o marcador

D3S1358, no qual verificou-se diferengas expressivas entre as replicatas na concentragdo de 0,0315 ng/uL.

Selecionando as regides heterozigéticas onde houve a amplificagdo de ambos
os alelos, é possivel calcular a razao entre as alturas dos picos (do inglés, Peak Height
Ratio - PHR), que ira auxiliar o analista a entender qual o desbalango previsto a
depender da altura dos alelos de um perfil genético, ja que este parametro esta
comumente associado a concentracido de DNA em determinada amostra. No Grafico
6 estdo dispostos os valores de PHR de acordo com as faixas de altura dos alelos, e
€ possivel verificar que a razao entre os alelos irmaos é maior em quanto maior é a

emissao de fluorescéncia.
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Gréfico 6 - PHR calculado por faixa de altura dos alelos (RFU).

Com esses dados também é possivel calcular o limiar estocastico, que é
definido como o valor da altura de um pico abaixo do qual é razoavel supor que o
dropout alélico pode ter ocorrido em uma amostra de fonte unica (SWGDAM, 2017).
Para que este limite possa ser estabelecido, € necessario que se observe dentro da
faixa de trabalho previamente definida, em que ponto a perda alélica comecga a
ocorrer, € qual a altura detectada para o alelo em que a perda do seu respectivo alelo
irmao ocorreu, o que poderia levar a uma interpretacao equivocada sobre a referida
regido, na qual o alelo poderia ser falsamente identificado como um homozigoto.

De acordo com os resultados obtidos, a faixa de trabalho foi estabelecida entre
0,0625 e 1,0 ng/uL, e a perda alélica observada ocorreu no menor ponto desta faixa
de trabalho, motivo pelo qual foi o ponto utilizado para o calculo. Analisando-se as
perdas alélicas ocorridas neste ponto de concentragao, foram marcadas as alturas em
gue um dos alelos foi perdido para que o limiar estocastico fosse determinado (dados
ndo mostrados).

No site do National Institute of Standards and Technology — NIST (Instituto
Nacional de Padronizagdo e Tecnologia), € possivel encontrar o documento
“Introduction to Interpretation Issues” publicado em 2013 por Butler no qual sao
apresentados sete métodos que possibilitam o calculo do limiar estocastico pelo
laboratério (SONJA KLEIN, 2011)
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Analise dos Stutters

Stutters sao artefatos de PCR gerados devido ao deslizamento da fita durante
a amplificacdo dos STRs resultando em uma exclusao (Stutter anterior ou N-1) ou
insercao (Stutter posterior ou N + 1) de um pico na fita de DNA recém-sintetizada. Eles
tendem a aumentar de tamanho/frequéncia a medida que a quantidade de DNA
aumenta na amostra, e a avaliacdo desse artefato dentro da Validagao Interna
possibilita ao laboratério conhecer sua altura esperada a depender da concentragao
de DNA e, consequentemente, da altura dos alelos detectados, bem como verificar
em quais dessas concentragdes esse tipo de artefato esta presente (RIMAN et al.,
2020).

O conhecimento prévio desse parametro em amostras de fonte unica permitira
identificar a presenga de contribuintes minoritarios em Amostras de Mistura, tendo em
vista que os alelos de menores contribuintes frequentemente estdo localizados em
posicao de stutter em relagao ao contribuinte principal, gerando duvidas quanto a sua
correta identificagcao no perfil genético.

Esta avaliagcao também podera ser realizada utilizando os dados exportados a
partir do estudo de sensibilidade, referentes a altura dos alelos conhecidos e dos picos
posicionados antes e apds cada um dos alelos. Apds plotar os dados de interesse o
analista ira calcular a razao média entre o tamanho do alelo e de seu respectivo stutter,
a fim de obter a média e desvio padréao para cada ponto de concentragéo incluido no
ensaio.

O Grafico 7 evidencia os dados obtidos para a amostra JJ na concentragao de
1 ng/uL, onde avaliou-se a razédo entre o tamanho do stutter em relagdo ao seu alelo
correspondente, apresentado em percentual, em relacao a altura dos picos detectados
em RFU. Dos 103 picos de stutter detectados para a referida amostra, 87 (84%)
apresentaram altura entre 6 e 12% da apresentada pelo seu alelo correspondente,
contudo esse percentual n&o variou em fung&o da altura do pico. A partir das demais

amostras foram obtidos dados semelhantes (dados ndo mostrados).
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Gréafico 7 - Razdo entre o tamanho do stutter em relagdo ao tamanho do seu alelo corresponde (%) em fungdo
da altura do pico em RFU para a amostra JJ.

A partir dessa analise também pode ser avaliada a presenca de stutter a
depender da concentragdo de DNA na amostra. O Grafico 8 apresenta o comparativo
entre a quantidade de alelos com a presenca de stutters detectados nas amostras CP
e JJ em cada ponto de concentragdo de DNA (1; 0,5; 0,250; 0,125 e 0,0625). Nas
concentragdes de 1,0 e 0,5 ng/pL ha uma maior ocorréncia de alelos com a presenca
de stutters, enquanto em menores concentracdes eles acontecem em uma frequéncia
menor, o que foi principalmente observado na amostra de referéncia JJ.

Este dado demonstra que a deteccao do stutter associado ao alelo varia em
funcdo da quantidade de DNA na amostra, tendo em vista que em menores
concentracdes o stutter pode nio superar o limiar analitico aplicado nas analises, fator
que pode servir como forma de diferencia-lo de um possivel menor contribuinte,
quando do aparecimento de picos em amostras que possam ser identificadas como

de mistura entre diferentes doadores.
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Grafico 8 - Quantidade de alelos com a presencga de stutter detectados nas amostras CP
e JJ em cada ponto de concentragdo de DNA (1; 0,5; 0,250; 0,125 e 0,0625).

Estudo de Precisao e Exatidao - Repetibilidade e Reprodutibilidade

Segundo o SWGDAM, a precisao caracteriza o grau de concordancia mutua
entre uma série de medigdes, valores e/ou resultados, depende apenas da distribuicao
de erros aleatérios e ndo se relaciona com o valor verdadeiro ou o valor especificado.
Ja a exatidao € o grau de conformidade de uma quantidade mensurada com seu valor
real ou verdadeiro (SWGDAM, 2016). Para a condugado dos estudos supracitados,
recomenda-se que sejam utilizadas as mesmas amostras utilizadas no estudo de
sensibilidade, que possuam concentragdo de DNA dentro da faixa ideal de trabalho
calculada, a fim de avaliar se é possivel obter resultados consistentes a partir das
variacdes aplicadas.

Por possuirem conceitos distintos, os experimentos e analises necessarios sao
diversos para cada um deles. No que se refere ao estudo de precisao e exatidao, que
inclui ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade, é possivel verificar varias formas
para conducao dos estudos. Para o estudo de repetibilidade para kits autossémicos,
sugere-se que sejam avaliadas as diferengas entre resultados obtidos apods a
amplificacdo de pelo menos cinco replicatas de uma amostra, pelo mesmo operador;
e no de reprodutibilidade os mesmos parametros s6 que para cinco operadores
diferentes (ENFSI, 2010; PROMEGA, 2013).

Com o processo de automatizagcado cada vez mais presentes nos laboratérios

de genética forense, espera-se que a precisao entre as medidas seja maior, devido a



53

utilizacdo de pipetadores automaticos, por exemplo, motivo pelo qual o
processamento passe a ser cada vez menos realizado de maneira manual (LECLAIR
AND SCHOLL, 2005). Por esse motivo, as variagdes observadas nas alturas dos picos
e qualidade dos perfis analisados podem estar mais intimamente relacionadas as
diferengas entre equipamentos do que entre operadores, e as possibilidades de testar
as diferencgas eventualmente detectadas entre amostras amplificadas com diferentes
termocicladores podem fornecer informacdes importantes sobre a realidade do
laboratdrio.

A partir dos dados obtidos podem ser avaliados se houve, em todas as
replicatas, a obtencdo de perfis completos e balanceados, se o balango entre os
heterozigotos estava dentro do padréo, a designacgao alélica e a observagéo quanto a
média e desvio padrao das alturas dos alelos amplificados. As variagdes também
podem ser avaliadas com outros parametros de interesse do laboratério, como o
padrdao de comportamento de amostras distintas coletados de uma série de doadores
(FLORES et al, 2014).

No Grafico 9 constam os dados da média do percentual das variagdes entre as
alturas dos alelos detectados em cada uma das amostras amplificadas em 3 baterias
distintas de amplificagdo, cada uma delas realizada em um termociclador distinto, para
as concentragdes de 0,5 e 1,0 ng/uL. E possivel observar no Gréafico que os valores
nao variaram em fungdo da concentragdo ou da fonte de DNA. A analise dos dados
nao demonstrou nenhuma variacdo que fosse constante em algum dos
termocicladores (dados ndo mostrados), sendo as diferencas detectadas

provavelmente decorrentes das variagdoes esperadas em pipetagens manuais.
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(azul) e 1,0 (verde) ng/uL

Para o estudo de precisdo, as analises buscam verificar as designacdes
alélicas e size calling (tamanho dos fragmentos em pares de bases) entre os diferentes
perfis obtidos, apds diferentes injegdes de escadas alélicas utilizadas durante os
demais estudos, e até em controles positivos, submetidos a injegdes distintas no
analisador genético (Flores et al, 2014; Boavida et al, 2018).

O Guia de Validagao da Promega sugere que sejam avaliados de cinco a dez
ladders para o estudo de precisdo em diferentes injegdes, calculando, para cada um
dos alelos da escada alélica a média e o desvio padrao dos tamanhos de cada par de
bases (PROMEGA, 2013). Para a analise dos dados, deve ser estabelecido que a
nomeacao dos alelos ndo apresente variagdes, enquanto para o tamanho dos alelos
admite-se uma variagao = 0,5 bp em torno da média calculada para os alelos da
escada alélica, (ENFSI, 2010; PROMEGA, 2013).

A Figura 2 demonstra um fragmento dos eletroferogramas obtidos a partir de
trés dos oito /ladders analisados, onde esta evidenciada a designacgdes alélica e size
calling (tamanho dos fragmentos em pares de bases) para o alelo 9, no STR D3S1359,
onde é possivel observar que a diferenca entre os tamanhos em pares de bases,

detectados pelo software de analise, nao foi superior a 0,5 pb.
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Figura 2 - Designagéao alélica e size calling (tamanho dos fragmentos em pares de bases) observados a
partir da analise de trés ladders, evidenciando-se os dados obtidos para o alelo 9 do STR D3S1359.

Estudo de Misturas

O estudo de misturas permite ndo apenas avaliar a quantidade de material
masculino em relagdo ao feminino presente em determinada amostra, mas também
estabelecer em quais proporgdes € possivel detectar alelos interpretaveis do menor
contribuinte, em relacdo ao doador majoritario, em amostras com perfis de mistura.
Esses parametros sao importantes néo s6 para a analise de misturas oriundas das
amostras criminais, mas também para avaliar eventuais contaminag¢des de amostras
com DNA exogeno (PROMEGA, 2013).

Tendo em vista que os dados obtidos na etapa da quantificagdo do DNA sao
fundamentais para confirmar as concentragdes e proporgdes desejadas em cada uma
das amostras testadas, salienta-se que para o estudo de misturas € importante ter
amostras oriundas de individuos do sexo masculino e feminino, a fim de que seja
possivel avaliar em que propor¢des de DNA masculino versus DNA feminino é
possivel individualizar as contribuicbes de cada doador na mistura. Salienta-se neste
ponto que alguns manuais de kits de quantificagdo informam sobre a maior precisao
nos valores obtidos quando o DNA feminino estd em maior propor¢ao que o DNA
masculino (QIAGEN, 2018).

Dentro da casuistica dos laboratérios, conhecer os limiares pode ser

particularmente interessante para a analise de perfis genéticos oriundos de amostras
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relacionadas a crimes sexuais, quando na maioria das vezes, o DNA feminino se
encontra em maior propor¢ao que o masculino, especialmente em amostras em que
nao foi possivel a deteccdo de PSA ou a visualizagdo de espermatozoides, o que
acaba inviabilizando a obtencao de perfil genético masculino que permita confrontos
(BENSCHOP, 2010).

No que se refere ao numero de amostras que deverao ser utilizadas, o Guia de
Validagdo da Promega sugere o minimo de duas misturas, e que sejam testadas as
seguintes propor¢des para cada doador: 19:1, 9:1, 3:1, 1:1, 1:3,1:9 e 1:19
(PROMEGA, 2013). O estudo de Validagao Interna do kit PowerPlex® Fusion 6C
obteve perfis interpretaveis de ambos os doadores em amostras de mistura em
proporgdes de 10:1 e 1:10, verificando para as referidas proporgdes alguns eventos
de dropout, sendo essa a maior diferenga testada neste estudo (BOAVIDA, 2018).

Apesar da razao que representa a maior diferenga entre as contribui¢cdes seja
de 19:1 e 1:19, caso o laboratério ainda consiga individualizar os perfis genéticos de
cada contribuinte ou realizar confrontos com as proporgdes sugeridas, testes com
diferengas ainda maiores ou intermediarias podem ser realizados, principalmente no
caso da validacao de kits de amplificacdo dos STRs do haplétipo do cromossomo Y,
a fim de verificar se é possivel a recuperagao de DNA em desproporgdes maiores que
no caso da amplificacdo de STRs autossémicos.

Neste ponto, salienta-se a importancia de realizar os testes com mais de uma
mistura, tendo em vista que até para a mesmas proporgdes € possivel obter resultados
distintos. Nas Figuras 3 e 4 é possivel verificar um fragmento representativo dos perfis
genéticos obtidos a partir da proporg¢ao de 1:20 (1 de DNA masculino para 20 de DNA
feminino) em duas misturas distintas, com doadores diferentes, evidenciando as
mesmas regides no fragmento exibido. Enquanto na mistura JJXEV é possivel
identificar todos os alelos do perfil minoritario masculino, na mistura PLxPA os alelos
masculinos nao foram amplificados em todas as regides (setas vermelhas evidenciam
alelos ausentes), comportamento que foi verificado no perfil genético como um todo
(dados ndo mostrados). Salienta-se neste ponto que para ambas as misturas, a
propor¢cdo calculada na etapa de quantificacao foi condizente com a pretendida
(Apéndice A).
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masculinos ndo foram amplificados.

A partir dos dados obtidos a partir da analise de amostras de mistura é possivel:
relacionar os valores correspondentes a razdo entre as alturas observadas para os
alelos de cada contribuinte, com a sua proporcéo alvo, de acordo com os resultados
obtidos na quantificagdo; avaliar a auséncia de alelos de cada um deles para cada
uma das razdes testadas, incluindo neste caso, alelos em eventual posicao de stutter
na mistura que estejam com alturas muito baixas; e até que proporgao € possivel obter
alelos de ambos contribuintes, bem como as possibilidades de individualizar cada
contribuicdo genética no perfil obtido, a fim de obter perfis passiveis de confrontos

para ambos os contribuintes.
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Caso no estudo de misturas, o laboratério busque relacionar as proporgdes
calculadas na etapa de quantificagao com os resultados observados a partir da analise
de eletroferogramas, o laboratério podera determinar que o processamento de
amostras de mistura oriundas de crimes com vitima do sexo feminino e autor do sexo
masculino e vice-versa, podera ser interrompido na etapa de quantificagdo, sempre
que as proporgoes indicadas pelo equipamento estejam fora dos limites do laboratério
estabelecidos pelo estudo de validagdo ou quando ndo houver material masculino
detectado na quantificagdo. Outro aspecto interessante € que conhecendo as
limitagdes de seus equipamentos e reagentes, o laboratério € capaz de identificar
equipamentos e kits mais sensiveis as possiveis desproporcdes entre contribuintes

em uma amostra de mistura, muito comum na analise de amostras criminais.

Avaliagao de contaminagao

O Limiar de Detecgéao calculado a partir da analise do ruido basal dos Controles
Negativos durante o Estudo de Sensibilidade e Efeitos Estocasticos devera ser
aplicado ao método de analise dos Controles Negativos no software, a fim de verificar
a presencga de alelos que pudessem ser provenientes de contaminagao exoégena e o
eventual aparecimento de alelos devera ser explicado.

Os perfis genéticos obtidos a partir dos controles negativos amplificados foram
avaliados, tendo sido detectado o aparecimento de picos aleatdrios e isolados, acima
do limiar aplicado no software de analise, em 3 das 59 replicatas. A Figura 5 apresenta
um exemplo de pico detectado na replicata CN 18.1, alelo 12 do STR CSF1PO que,
caso tivesse aparecido no perfil como um todo, poderia indicar uma contaminagao
externa. Neste ponto, cabe ressaltar que a presencga de picos aleatorios e esporadicos
no perfil genético ndo significa necessariamente uma contaminagdo oriunda de
materiais bioldgicos de pessoas ou outras amostras, e pode ser decorrente, inclusive,
dos proprios plasticos utilizados durante o processamento das amostras (Neureuther
et al, 2014).
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Fluxograma de Processamento Laboratorial

A fim de otimizar o tempo e recursos investidos para a conducédo dos ensaios
que compdem o Estudo de Validagdo Interna, foi elaborado um fluxograma de
processamento laboratorial apresentado na Figura 6, que contempla os processos
anteriormente descritos de maneira resumida. O Fluxograma foi elaborado de forma
a contemplar os ensaios descritos no presente trabalho, devendo os ensaios de
repetibilidade e reprodutibilidade e a amplificagdo dos controles negativos para
verificagcao do ruido de fundo serem realizados preferencialmente em datas diferentes,
para que as variagdes ambientais proprias do laboratério possam ser consideradas
durante a analise dos resultados derivados de cada um desses estudos. Ressalta-se
neste ponto, a necessidade de que as etapas de quantificacdo e amplificacdo das
amostras dos diferentes ensaios sejam realizadas em replicatas, sendo 5 replicatas
uma quantidade indicada para que as variagbes sejam contempladas com grau de
confianga razoavel para a etapa de amplificagdo de DNA (ENFSI, 2010).

Conforme anteriormente descrito, a precisdo alcancada nas concentracdes e
propor¢des desejadas nos ensaios esta diretamente atrelada a qualidade das pipetas
utilizadas e a um sistema de quantificacdo bem estabelecido, por isso € necessario
que estes pontos sejam verificados antes do inicio dos ensaios. Na etapa de
quantificacdo a avaliacdo dos valores obtidos em cada replicata ira possibilitar um
calculo mais preciso para a preparagao das aliquotas com as concentragdes

7

desejadas. Apds cada bateria de quantificacdo é necessaria a avaliagdo das
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quantidades para os calculos necessarios, mas também para avaliagdo dos
indicadores de qualidade como degradacéo e inibigdo a fim de avaliar se as amostras
apresentam algum desses parametros alterados que possa interromper o0s
experimentos. O mesmo procedimento de checagem devera ser realizado ao fim de
cada bateria de amplificacdo e genotipagem, para que o analista realize uma analise
critica preliminar dos eletroferogramas, a fim de verificar comportamentos distintos do
esperado no perfil genético das amostras que poderdo prejudicar ou invalidar os

ensaios posteriores.
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Preparacao: Curva
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Figura 6 - Fluxograma de Processamento Laboratorial dos ensaios sugeridos para a condugdo do Estudo de

Validagéo Interna para kits de amplificagdo e genotipagem de STRs autossémicos.
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Conclusoes

Este estudo descreve uma avaliagao critica das metodologias e resultados
obtidos a partir do Estudo de Validagao Interna realizado a partir do processamento
de Amostras de Referéncia coletada da mucosa oral e de um Controle Positivo,
utilizando para amplificagdo e genotipagem das amostras o kit PowerPlex® Fusion 6C
System (Promega Corporation), e cuja eletroforese, ocorreu no Sequenciador ABI
3500 Genetic Analyzer, com auxilio do 3500 Series Data Collection Software v.3.0
(Applied Biosystems).

A realizacao do Estudo de Validacao Interna em um Laboratdrio de Genética
Forense demanda um tempo prévio dedicado ao planejamento e aprofundamento em
cada um dos ensaios envolvidos, a fim de evitar retrabalho e para que sejam
realizados os registros necessarios. Para que o estudo possa ser conduzido da forma
ideal, a calibracdo dos equipamentos, em especial das pipetas utilizadas, e um
sistema de quantificagcdo de DNA em funcionamento sdo necessarios para a obtengao
de dados precisos e reprodutiveis.

A escolha das amostras é etapa essencial, tendo em vista que as suas
caracteristicas influenciam na quantidade de dados e no perfil caracteristico dos
resultados derivados de cada um dos ensaios, sendo as Amostras de Referéncias
bucais alternativas viaveis, que sdo capazes de fornecer resultados mais compativeis
com os oriundos de amostras probativas em comparagao com os obtidos de amostras
purificadas industrialmente como Controles Positivos de kits, ja que passam pelas
mesmas etapas de processamento laboratorial.

O estudo de sensibilidade deve ser conduzido e analisado de acordo com o0s
critérios que mais se adequem a realidade do laboratério, sendo de suma importancia
que dele se derivem os limiares utilizados pelo laboratério quando da analise de
eletroferogramas, incluindo a analise das eventuais perdas alélicas, efeitos
estocasticos tipicos de amostras com baixa concentragdo de DNA e o perfil esperado
de stutters. Para isso, a utilizagdo da curva de diluicdo seriada preparada neste estudo
possibilitou a determinagc&o de uma faixa de trabalho entre 0,0625 e 1,0 ng/uL de DNA,
sendo o ponto de 0,0125 ng/uL o menor ponto onde houve a amplificacdo do perfil
completo, e ainda a altura esperada do ruido de fundo para controles negativos e
amostras com DNA, bem como dos picos por canal de fluorescéncia e concentragao
de DNA além da razao entre as alturas de alelos em regides heterozigoticas esperada

de 0,7, e o comportamento esperado para sttuters.
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Os estudos de concordancia e de Precisdo e Exatiddo confirmaram os limites
estabelecidos pelo laboratério e auxiliam na verificagdo das variagbes naturalmente
esperadas em perfis obtidos de replicatas de uma mesma amostra, processadas sob
as mesmas ou sob distintas condi¢cbes, sendo a crescente automatizacdo dos
laboratérios um fator a ser considerado nas variagdes utilizadas no estudo de
Reprodutibilidade.

A analise de misturas € uma etapa que demanda preparagao cuidadosa, a fim
gue se possa obter proporgdes mais proximas as desejadas. A inclusdo de mais de
uma mistura €& desejavel para que o laboratério obtenha resultados mais
representativos e a escolha prévia de amostras que ndao possuam muitos alelos
coincidentes nos mesmos STRs influencia na quantidade de dados que poderao ser
analisados a partir do estudo.
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5 CONCLUSOES

A partir da analise dos trabalhos publicados na literatura foi possivel reunir as
metodologias aplicaveis para a condugao dos ensaios necessarios a realizacdo do
Estudo de Validagao Interna em Laboratorios de Genética Forense, sendo possivel a
construgdo de um Fluxograma para Realizagdo dos Procedimentos Laboratoriais
necessarios. As discussodes realizadas puderam levantar informagdes essenciais a
escolha de amostras, métodos de processamento e de calculo que sejam compativeis
com a realidade da analise de eletroferogramas obtidos a partir de amostras forenses
na casuistica do laboratério. Estudos posteriores de Validagdo Interna poderao
adicionar informagdes importantes quanto a metodologia e forma de analise

escolhidas, a fim de enriquecer as informagdes disponiveis sobre o tema.
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6 SUMULA CURRICULAR

e Curso de Pericia em Genética Forense: Sistema de Gestao de Qualidade. (Carga

Horaria: 76h). Secretaria Nacional de Seguranca Publica, SENASP, Brasil.

e Curso Basico sobre Bancos de Dados de DNA e a Lei n° 12.654/2012. (Carga
horaria: 50h). Ministério da Justica, MJ, Brasil.

e Treinamento Fluxo de Trabalho em Identificagdo Humana. (Carga horaria: 30h).
Thermo Fisher Scientific, THERMO FISHER, Estados Unidos.

¢ Treinamento em Coleta, Manuseio, Acondicionamento e Transporte de Materiais

Biologicos para Pericias em Genética Forense.

e Treinamento sobre o equipamento QI/Agility.

¢ Treinamento online basico sobre o Software GeneMapper IDX v1.6.

e Curso de Coordenacdo Pedagdgica e Oficinas Praticas Pedagogicas no Ambito
da ACIDES. (Carga horaria: 60h). Secretaria de Defesa Social de Pernambuco,

SDS/PE, Brasil.

e Palestrante no Minicurso Genética Forense (I Encontro de Biociéncias da

Universidade Federal de Pernambuco).

e Conteudista no Curso de Coleta de DNA de Condenados, SENASP (em

andamento).
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APENDICE A — DADOS DE QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS DO ENSAIO DE

MISTURAS
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