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O Servigo de Genética e Biologia Forenses do
Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses, |.P. da Delegacdo do Centro
(SGBF-C) pretende implementar a
metodologia de Next Generation Sequencing
(NGS) aplicada a Short Tandem Repeats (STRs)
autossdmicos. Com esse propodsito foi
realizado um estudo para validagao do painel
Precision ID GlobalFilerTM NGS STR panel v2
da Applied Biosystems ThermoFisher
Scientific. Esta tecnologia permite realizar a
sequenciacdo de um elevado numero de
fragmentos de ADN por amostra, levando a
determinagdo de um maior numero de alelos
por marcador genético, ndo detetadveis
através da metodologia usualmente utilizada
para STRs autossdmicos no SGBF-C. Antes de
realizar a implementacdo de uma nova

metodologia na rotina de um laboratdrio
acreditado é necessdrio testar e validar o novo
método. Neste estudo foram selecionadas
vdrias amostras de processos criminais e de
processos de parentesco, previamente
analisadas por Eletroforese Capilar (EC),
pretendendo-se avaliar o potencial desta nova
metodologia, nomeadamente através do
aumento do poder de discriminagdo. Durante
todo o procedimento foram seguidas as
recomendac¢bes da casa comercial para a
utilizagdo deste painel, com recurso aos
equipamentos HID lon ChefTM e lon S5TM
System. Apds a analise dos resultados com o
ConvergeTM Software, e realizando uma
comparagdo com os resultados previamente
obtidos para EC, foi possivel concluir que o
painel de GlobalFiler para NGS traz algumas
vantagens em relacdo ao kit GlobalFiler? PCR
Amplification para EC. No entanto, antes da
sua implementacdo, deverdo ser realizados
mais alguns estudos complementares de
validagao.
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A sequenciagdo massiva paralela (massive
parallel sequencing, MPS), também conhecida
como sequenciagdo de nova geragdo (next-
generation sequencing, NGS) refere-se a
tecnologias de sequenciagdo de alto
rendimento que surgiram em 2005 e que
possibilitam a geracdo de uma grande
qguantidade de dados em um curto periodo de
tempo. Ha diversas plataformas NGS e cada
uma utiliza uma abordagem de sequenciagdo
especifica, entretanto todas essas tecnologias
partilham de processos fundamentais, nos
quais templates de 4acidos nucleicos
amplificados, ou moléculas dUnicas, sdo
sequenciados de forma massiva e paralela
sobre a superficie de uma membrana ou
esfera. Em dreas como Oncologia e Genética
Clinica, a tecnologia MPS vem sendo utilizada
de forma rotineira hd mais de uma década. Na
area forense, o uso dessa tecnologia ainda ndo
faz parte da rotina do processamento de
amostras, entretanto os métodos MPS tém
mostrado  diversas vantagens quando
comparado ao método de andlise de amostras
forenses classico, baseado em anadlise de
polimorfismos STR via polymerase chain
reaction e capillary electrophoresis (PCR-CE).
O presente trabalho apresenta: 1) as
vantagens da utilizacdo das tecnologias MPS,
o que inclui a andlise de um grande numero de
marcadores genéticos em simultaneo, a
sequenciagdo de polimorfismos STR, e a
elevada sensibilidade destas técnicas, que,
para fornecer perfis genéticos completos,
requerem uma quantidade inicial de DNA de
cerca de 1ng; Il) aplicacGes das analises MPS
em investigacdes de paternidade, perfis de
mistura, obtencdo de micro-hapldtipos,
andlises de amostras degradadas, estudos
epigenéticos e da tananomicrobioma; e Ill)
vicissitudes relacionadas a implementagdo

das andlises MPS na rotina de um laboratério
forense, que requer a padronizacdo da
nomenclatura dos alelos, célculos estatisticos
ajustados as novas designacGes de alelos,
estabelecimento do nimero minimo de reads
necessarias para a identificacdo dos alelos sob
diferentes desenhos experimentais, e
treinamento especifico, principalmente para a
utilizacdo de ferramentas bioinformaticas. A
principal vantagem das tecnologias MPS na
area forense é a ampla gama de informacdes
que pode ser obtida em um curto periodo de
tempo. Seus altos custos iniciais, auséncia de
padronizacdo, o0 extenso treinamento
necessario  nessas tecnologias e o
gerenciamento dos dados fortemente pré-
processados, ainda sdo obstaculos a serem
superados, entretanto é apenas uma questao
de tempo até que essa tecnologia inovadora
seja incorporada as analises forenses,
principalmente nos casos de perfis de mistura,
desastres em massa, e outras situagdes as
amostras forenses estdo comprometidas e
degradadas.
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