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RESUMO

O sequenciamento de DNA iniciou-se na década de 1970, com os métodos de
degradacdo quimica e terminacdo de cadeia com didesoxirribonucleotideos
segundo, Frederick Sanger. As tecnologias de sequenciamento de DNA sé&o
ferramentas poderosas que enriquecem as ciéncias moleculares desde o passado e
continuam a apresentar cada vez mais inovagdes com base no sequenciamento de
tltima geracdo (do inglés, Next Generation Sequencing ou NGS). Atualmente, o
método de Sanger ainda é utilizado, porém sem escalabilidade, bastante trabalhoso
e demorado, comparado com as metodologias NGS que podem proporcionar o
sequenciamento direto e paralelo de milhdes e bilhdes de moléculas de DNA,
aumentando a escala e a resolucdo das analises. Ainda assim, 0 sequenciamento
por eletroforese capilar (EC, do inglés, capillary electrophoresis ou CE) baseada em
Sanger ainda representa metodologia de fundamental importancia a comunidade
cientifica e de atencdo a saude ao permitir o processamento de algumas poucas
amostras de DNA resultando em leituras longas de alta fidelidade, acuracia e relativa
rapidez. Com o intuito de proporcionar maior agilidade para o processo de
sequenciamento por CE com o sequenciador AB-3500 (Applied Biosystems), um
estudo para a (semi-)automacéao do preparo de amostras para o sequenciamento de
DNA foi realizado. O estudo foi inicialmente feito com o equipamento lon Chef da
empresa Thermo Fisher que se encontra presente no Centro de Biotecnologia e, a
seguir, com outros robds de pipetagem, a fim de encontrar a melhor opcao para
agilizar o processo de pipetagens do protocolo para o sequenciador AB-3500.

Palavras-chave: Sequenciamento de DNA. Preparo automatizado de amostras.

Robbs de pipetagem. Sequenciador de DNA.



ABSTRACT

DNA sequencing started in the 1970s with the methods of chemical degradation and
chain termination with didesoxyribonucleotides according to Frederick Sanger. DNA
sequencing technologies are powerful tools that have enriched the molecular
sciences since the past and continue to present more and more innovations based
on Next Generation Sequencing (NGS). Currently, the Sanger method is still used,
but it is scaleless, labor-intensive, and time-consuming compared to NGS
methodologies that can provide direct and parallel sequencing of millions and billions
of DNA molecules, increasing the scale and resolution of analyses. Still, Sanger-
based capillary electrophoresis (CE) sequencing still represents a methodology of
fundamental importance to the scientific and health care community by allowing the
processing of a few DNA samples resulting in long reads of high fidelity, accuracy,
and relative speed. Aiming to provide greater agility to the process of sequencing by
EC with the sequencer AB-3500 (Applied Biosystems), a study for the (semi-)
automation of sample preparation for DNA sequencing was performed. The study
was initially done with the lon Chef equipment from Thermo Fisher company that is
present in the Biotechnology Center and, then, with other pipetting robots, in order to
find the best option to streamline the process of protocol pipetting for the AB-3500
sequencer.

Keywords: DNA sequencing. Automated sample preparation. Pipetting robots. DNA
Sequencer.
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1 INTRODUCAO

1.1 AERA “POS-GENOMICA”

O sequenciamento de DNA é o processo realizado para se determinar a
sequéncia exata de nucleotideos em uma molécula de acido desoxirribonucleico
(ADN ou, do inglés, deoxyribonucleic acid ou DNA). Ao sequenciar um fragmento de
DNA, sera possivel conhecer a sequéncia em que as quatro bases nucleotidicas
(Adenina, Guanina, Citosina e Timina) ocorrem dentro dessa molécula de acido
nucleico. A sequéncia nucleotidica é a base para o conhecimento de um gene ou
genoma. Ela contém as informacGes sobre as propriedades hereditarias e
bioquimicas da vida (BEHJATI, 2013).

Com base nos avancos dos estudos, e a criacdo do Projeto Genoma Humano,
um dos mais amplos consércios de sequenciamento de DNA ja existentes,
envolvendo centenas de pesquisadores de dezenas de instituicdes e com dezenas
de sequenciadores automaticos de DNA baseados na eletroforese capilar, novas
tenologias de sequenciamento do material genético foram desenvolvidas, levando ao
surgimento da era conhecida como “Pds-gendmica”, superando todo o processo de
sequenciamento manual ou por eletroforese capilar em um Unico dia de trabalho, por
um anico pesquisador, utilizando um uUnico sequenciador de ultima geracdo. Os
altimos 100 anos testemunharam uma verdadeira revolu¢cdo no entendimento de

como a informacg&o genética € armazenada, usada e transmitida (GREEN, 2015).
1.2 O LEGADO DE FREDERICK SANGER

O método de sequenciamento de DNA mais fundamental ao desenvolvimento de
muitas tecnologias utilizadas até os dias de hoje foi o desenvolvido por Frederick
Sanger, também chamado de método dos didesoxiribonucleotideos ou método de
terminacdo de cadeia (Figura 1). O método Sanger de sequenciamento de DNA
revela sequéncias de alta qualidade para trechos relativamente longos de DNA,
atingindo mais de 900 pares de base (pb ou, do inglés, base pairs ou bp). E

tipicamente usado para sequenciar fragmentos individuais de DNA ligados a
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plasmideos bacterianos ou resultantes da amplificacdo pela técnica da reacdo em

cadeia da DNA-polimerase (do inglés, polymerase chain reaction ou PCR).
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Figura 1. llustracdo do método de sequenciamento de Sanger. Este método consiste em identificar,
continuamente e sequencialmente durante o processo, o Ultimo nucleotideo incorporado na
extremidade de alongamento da cadeia. O processo € realizado a partir de uma cadeia simples (nédo
dupla) do DNA a ser sequenciado; esta servira de molde para gerar a outra fita (complementar) da

dupla hélice. Isto é obtido pela desnaturagcédo da molécula nativa.

Entretanto, o método Sanger de sequenciamento é caro e ineficiente para
projetos de larga escala como 0 sequenciamento de genomas inteiros ou
metagenomas, sendo necessarias técnicas mais modernas e rapidas de
sequenciamento. A partir de estudos e avancos técnicos, foi possivel a
automatizacdo do sequenciamento, trazendo melhorias para o0 método de Sanger,
como a criacdo dos primeiros sequenciadores automaticos de DNA baseados na
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE, do inglés, Polyacrilamide Gel
Electrophoresis) (BECK, 2016).


https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-cloning-tutorial/a/overview-dna-cloning
https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr
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1.3 PRIMEIROS SEQUENCIADORES AUTOMATICOS

A PAGE é uma técnica de separacdo de moléculas de DNA em uma malha
molecular de poliacrilamida de acordo com o comprimento e carga das moléculas.
As amostras de DNA sao pipetadas em pocos localizados em uma das extremidades
de um gel de poliacrilamida e um campo elétrico € aplicado, pela diferenca de
potencial elétrico entre os eletrodos, onde ocorrera a separagdo. Todos o0s
fragmentos de DNA possuem a mesma quantidade de carga negativa por unidade
de comprimento em pH neutro, fazendo com que os fragmentos menores
atravessem o gel mais rapidamente em direcdo ao anodo (SWERDLOW, 1990). Os
primeiros sequenciadores autométicos de DNA utilizavam PAGE para a separagao
dos fragmentos de DNA marcados para a determinacdo de seus tamanhos e, por
conseguinte, as sequéncias nucleotidica. Entre estes primeiros sequenciadores
baseados em PAGE cabe destacar os modelos ABI PRISM 310 e 377 Genetic
Sequencers (Applied Biosystems) e ALF DNA Analysis System (Pharmacia)
(HEATHER & BENJAMIN, 2016).

Avancando mais o tempo e os estudos no método de terminacdo de cadeia, 0s
métodos de sequenciamento também avancaram, fazendo com que fossem criados
sequenciadores automéaticos baseados em eletroforese capilar (EC, do inglés, CE ou
capillary-based electrophoresis; Figura 2), onde um longo capilar é preenchido com
matriz de separagédo como, por exemplo, poliacrilamida linear. As extremidades dos
capilares permanecem mergulhadas em recipientes contendo uma solucdo de
eletroforese a base de TrissEDTA/acido bérico ou acético. Um campo elétrico é
criado entre as extremidades, gerando corrente no interior de cada capilar. Amostras
de DNA sao “injetadas” na extremidade do catodo. O campo elétrico provoca o
movimento dos analitos em direcdo ao eletrodo de carga contraria (dnodo). Assim
como o sequenciador baseado em PAGE, os analitos também sdo separados
conforme sua carga e tamanho, passando por uma janela de excitacdo de
fluorescéncia, gerando um eletroferograma (DOLNIK, 1999). Entre os mais
populares sequenciadores automaticos de DNA baseados em EC cabe salientar os
modelos MEGA-Bace 1000 (GE Healthcare) e ABI-3700 (Applied Biosystems),
ambos tipicamente armados com 96 capilares para o sequenciamento simultaneo de

96 amostras de DNA distribuidas em microplacas do tipo ELISA.
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Figura 2. Sequenciadores automaticos baseados em eletroforese capilar.

1.4 O SEQUENCIADOR AB-3500 GENETIC ANALYZER

Em 2016, a empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda., incubada na
Incubadora Empresarial do CBiot, adquiriu um novo sequenciador por eletroforese
capilar, o AB-3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, no Brasil representada
pela Thermo Fisher) (Figura 3). Este equipamento opera com oito capilares e resolve
por eletroforese capilar em 30 h as sequéncias de 192 amostras de DNA distribuidas

em duas microplacas do tipo “ELISA” de 96 pocgos cada (Applied Biosystems, 2010).
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Figura 3. Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

O AB-3500 opera diariamente e de forma quase ininterrupta. A preparagédo de
amostras € quase inteiramente manual. Isto demanda muita pratica em pipetagens e
outras técnicas e tempo relativamente longo para execucdo. O AB-3500 € ideal para
0 sequenciamento de algumas poucas amostras de DNA (8 a 96 amostras por
corrida). Portanto, seria altamente desejavel a otimizacdo deste preparo de amostras
por meio de sua automatizagcdo ou semiautomatizacdo. A disponibilidade do
preparador de amostras robotizado lonChef no CBiot e a busca por outros
preparadores de amostras e rob0s de pipetagem € oportunidade para otimizar estes

procedimentos de preparo de amostras.

1.5 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO OU ULTIMA GERACAO

As novas tecnologias de sequenciamento de DNA sao denominadas “deep
sequencing”, “next-generation sequencing” (NGS), sequenciamento massivo ou de
alta eficiéncia. Com aplica¢cdes muito mais amplas do que o simples sequenciamento
de cromossomos, as tecnologias NGS permitem acessar a expressao génica dos
organismos pelo sequenciamento e estimativa do nimero de cépias de transcritos
de cada gene, detectar milhares de mutagcdes em genomas, com aplicacdes na area
de diagnéstico, descobrir novas sequéncias codificadoras de proteinas de inUmeros
organismos simultaneamente, pela denominada metagendmica, identificar centenas
de sequéncias de pequenos RNAs interferentes, os quais determinam padrbes
significativos de regulacdo da expressao génica; entre outras aplicacdes, é possivel
realizar o sequenciamento de um genoma inteiro em questdo de dias. A sua
velocidade, capacidade de gerar dados em larga escala e precisdo, a um custo
inferior aos métodos tradicionais ganham, a cada dia, mais espaco. Portanto, nos
altimos anos, as tecnologias NGS tornaram-se ferramentas fundamentais para a

analise integrada de genomas, transcritomas e de sistemas bioldgicos.



16

1.6 EQUIPAMENTOS DO CENTRO DE BIOTECNOLOGIA DA UFRGS

Desde o inicio de projetos “genoma” no Brasil, o Centro de Biotecnologia (CBiot)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) teve intensa participacao.
Dois equipamentos de sequenciamento automatico de DNA por eletroforese capilar
e infraestrutura complementar foram instalados entre 2000 e 2002, com focos nas
bactérias Chromobacterium violaceum (Projeto Genoma Brasileiro), Mycoplasma sp.
(Projeto Integrado de Genomas Sul - PIGS) e nos transcritomas de espécies de
eucalipto (Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus - GENOLYPTUS).
Aqueles equipamentos de sequenciamento por eletroforese capilar (MEGA BACE
1000, GE Healthcare; e ABI-3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) e
equipamentos acessoérios tornaram-se obsoletos a partir de 2015, sem assisténcia

técnica por parte dos fabricantes ou de seus representantes no Brasil.

Em 2020, por meio do “Programa 2012 de Avangos da Pesquisa na UFRGS”
resultante do Convénio UFRGS/FINEP 01.12.0524.00/FAURGS 6861/CT-INFRA XI,
o CBiot recebeu um conjunto de equipamentos para 0 sequenciamento NGS, em
especial o sequenciador lon S5 e o preparador de amostras lonChef (Thermo Fisher)
(Figura 4). O lon S5, em fungdo de suas caracteristicas técnicas inovadoras, é o
mais eficiente e mais revolucionario deep-sequencer. Diferente de todos os demais
deep- sequencers cuja atividade depende da deteccdo de fluorescéncia (luz), o lon
S5 detecta a incorporacédo de nucleotideos as cadeias crescentes de DNA a partir da
variacdo da concentracdo do anion pirofosfato. Trata-se, portanto, de um medidor
potenciométrico da concentracdo de ions pirofosfato em nanoescala baseado em
tecnologia semicondutora, permitindo o sequenciamento simultaneo de 1, 6, ou 12

milhdes de segmentos de DNA (Thermo Fisher Scientific, 2015).




Figura 4. Sistemas de sequenciamento lon S5 e lon Chef. Disponivel em

https://www.biometrix.com.br/one-lambda-equipamentos/sequenciamento-ion-s5-chef/.

17
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2 JUSTIFICATIVA

O sequenciamento de DNA por EC é realizado intensamente no CBiot por
meio da empresa incubada ACTGene Andlises Moleculares Ltda. Embora o
sequenciamento de DNA propriamente dito seja realizado de forma automatizada
por EC pelo sequenciador AB-3500 Genetic Analyzer, o preparo das amostras de
DNA gue sdo submetidas para o sequenciamento é inteiramente manual, exigindo
intenso trabalho e maxima atencao para a distribuicdo de amostras e reagentes em
microplacas de 96 pocos. Seria altamente desejavel a otimizacdo deste preparo de
amostras por meio da automatizagcdo ou semiautomatizacado. A disponibilidade do
preparador de amostras robotizado lonChef no CBiot € oportunidade para otimizar

estes procedimentos de preparo de amostras.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Automatizar ou semiautomatizar os procedimentos de preparo de amostras de
DNA para sequenciamento por eletroforese capilar utilizando equipamentos como o
lonChef (Thermo Fisher).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Objetivo Especifico 1

Estudar, aprender e executar os procedimentos de preparacdo manual de amostras
de DNA para o sequenciamento por eletroforese capilar no sequenciador AB-3500.

3.2.2 Objetivo Especifico 2

Estudar a programacgéo e entender o uso do lon Chef para a preparacdo de

bibliotecas de DNA destinadas ao sequenciamento NGS com o lon GeneStudio S5.
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3.2.3 Objetivo Especifico 3

Avaliar a possibilidade de reprogramar o lon Chef para a dispensagdo de amostras
de DNA em microplacas de 96 pocos, a adicdo da mistura de reacdo de marcacao, a

PCR e a purificacao.
3.2.4 Objetivo Especifico 4

Indicar equipamentos e métodos alternativos para a (semi-)automacgédo do preparo

de amostras.

4 MATERIAIS, METODOS E DESENVOLVIMENTO

4.1 ETAPAS DE MARCACAO E SEQUENCIAMENTO EM SEQUENCIADOR AB-
3500

A partir do estudo do protocolo de preparo de amostras da empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda., incubada da IECBiot e com auxilio da
biotecnologista Virginia de Castilhos — responsavel técnica da ACTGene — foi feita,
entdo uma analise detalhada de todos os processos manuais descritos no seguinte

protocolo ou procedimento operacional:

1. As amostras de DNA (30-60 ng) e primers (4,5 pmol) sdo usualmente fornecidos
ja misturados ao laboratério em tubos de 0,5 mL ou distribuidas em microplacas de
96 pocos.

2. As amostras secas sao solubilizadas em 6 uL de agua ultrapura.

3. Volume de 3 pL de cada amostra € transferido para microplacas de
sequenciamento.

4. Volume de 7 pL da mistura de reacdo de marcacéo é pipetado em cada amostra.
5. As microplacas sdo seladas e as amostras sdo homogeneizadas por agitacao
vibratoria (Vortex) e rapidamente centrifugadas (spin).

6. Os adesivos sédo removidos e septas de borracha sintética sdo colocadas sobre as
placas para termociclagem.

7. Termociclagem:

Desnaturacéo inicial: 96 OC - 3 min
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96 0C-10s
25 Ciclos 550C-5s

60 OC - 4 min
Estocagem a 4 OC.

8. Volume de 50 pL de isopropanol a 75% é pipetado em cada amostra.

9. Nova homogeneizacédo em Vortex e incubagéo por 20 min a -20 OC.

10. Centrifugagao das microplacas a 3.700 rpm durante 40 min.

11. Inversao das microplacas sobre pia para descarte do sobrenadante seguida da
secagem sobre papel absorvente.

12. As microplacas sao posicionadas em evaporador rotatorio (speed-vac) por 20
min para evaporacao do alcool remanescente.

13. As amostras sao diluidas em volume de 10 pL de Formamida Hi-Di.

14. As microplacas sdo novamente posicionadas em termociclador para

desnaturagdo a 95 OC por 5 min e imediatamente transferidas para gelo.
15. As microplacas sdo montadas nos cassetes de sequenciamento (Retainer &
Base Set) e estes sao posicionados no sequenciador AB-3500 para

sequenciamento.
4.2 10N CHEF — OPERACOES BASICAS

O sistema lon Chef é a proxima geracao de produtos de simplificacédo de fluxo
de trabalho. Ele fornece preparacdo automatizada de bibliotecas, preparacdo de
modelos e carregamento de chips para usuarios em qualquer nivel de experiéncia.
Em menos de 15 min de tempo pratico inicial e com o uso de kits de reagentes de
preparacdo de biblioteca pré-embalados, o lon Chef System fornece um fluxo de
trabalho prético e facil, resultando em bibliotecas equalizadas e agrupadas prontas
para modelagem (Thermo Fisher, 2015).

O lon Chef System promete simplificar o fluxo de trabalho, minimizar as fontes
de variabilidade introduzidas pelo usuario, ajudar a economizar tempo e trabalho.
Esse sistema simplifica o fluxo de trabalho de NGS do lon Torrent integrando varias
etapas manuais e de instrumentos em um Unico processo.

Porém, ele foi originalmente configurado para trabalho com o sistema lon
GeneStudio S5. Uma analise do protocoloco de operacdes basicas do lon Chef

System foi realizada, para avaliar a possibilidade de reprogramacéo do sistema para
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seu uso como preparador de amostras para sequenciamento como AB-3500,
automatizando ou semiautomatizando esta etapa do sequenciamento (Thermo
Fischer Scientific, 2015).

o Preparo de Moldes de DNA (Templates):

o O kit lon S5 Chef Solutions” contém 4 caixas e cada caixa é utilizada para

cada reacao.

o O kit lon S5 Chef Supplies” contém todos os insumos plasticos,

e Os kits “lon 510 520 530" contém os reagentes e chips para o

sequenciamento,

o Deixar o kit ion 510 520 530 estabilizando a temperatura ambiente por pelo

menos 45 min.

« Pipetar as bibliotecas na concentracdo recomendada pelo manual.

o Tirar as tampas dos tubos,

Inicializacdo do equipamento:

« Abrir a porta (pressionar botao eject no canto superior direito), levantar a porta

e travar.

« Presionar “set up run”.

« “Step by Step”.

o “Template”.

« Posicionar o cartucho de solu¢des na primeira posicao.

o “Next".

« Instalar o cartucho reagentes com as amostras.

e “Next”.

« Instalar novas ponteiras, tirando o plastico de protecao.

o “Next”.

o Deixar a caixa de ponteiras vazias usadas na corrida anterior como descarte.

e Instalar a placa de PCR e o selante com o codigo de barras voltado para
frente.

o “Next”.

e Instalar o cartucho de enriquecimento com a posi¢ao A voltada para cima.

e “Next".



22

o Instalar os tubos recovery na centrifuga (completar as duas centrifugas - 12
tubos).

o Colocar a tampa na centrifuga (lado quadrado para a direita e lado redondo
para a esquerda).

« Fechar a tampa superior da centrifuga.

o “Next”

Realizar a instalacdo dos chips:

« Abrir a tampa superior da centrifuga.

o Remover um dos buckets.

« Retirar o chip.

« Verificar a posi¢cdo chanfrada no lado inferior direito do chip que deve estar
alinhada com a posi¢éo chanfrada do bucket.

« Remover o adaptador que vem no kit “ion s5 chef supplies”.

« Posicionar a posicdo superior do chip na parte de tras e pressionar a parte
inferior do chip, de modo que o chip fique exposto.

o Colocar o chip com o adaptador na centrifuga.

o Se estiver trabalhando com dois chips por corrida, repetir o procedimento

anterior com o outro chip,

. Olhar na centrifuga, quando os dois furos estiverem posicionados para cima,

a posicao A do chip sera no lado esquerdo e a posi¢ao B no chip no lado direito.

. Fechar a tampa da centrifuga,

. “NeX'[”,

« Fechar a porta do equipamento, pressionando para cima até ouvir um “click” e

ir soltando a porta, pressionar as partes superiores laterais para trancar a porta.

. “Start check” (o equipamento ira verificar se foi tudo colocado corretamente).

e Quando terminar a reacao no equipamento, a porta sera liberada.

Retirada dos insumos:

« Abrir a porta da centrifuga e tirar cuidadosamente o chip (algum liquido pode
sobrar no adaptador - remover com uma pipeta). Retirar o adaptador do chip e
realizar o sequenciamento do chip ou guardar o chip na geladeira de 6 a 8
horas até realizar o sequenciamento.

« Retirar o outro chip e todos os consumiveis que foram instalados.

« Retirar as tampas das centrifugas e os tubinhos.
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« Deixar a rack de ponteiras vazias para ser descarte na proxima reagao.
« Fechar todas as tampas.

e Fechar a porta do equipamento.

4.3 REAVALIACAO DO PROTOCOLO DAS ETAPAS DE MARCACAO E
SEQUENCIAMENTO EM SEQUENCIADOR AB-3500 COM O USO DO ION
CHEF SYSTEM

As conclusfes tomadas a partir do estudo de todos os protocolos e itens
presentes no lon Chef System, foram que ele ndo poderia ser reprogramado, pois,
foi projetado especificamente para o preparo de bibliotecas de DNA destinadas ao
sequenciamento NGS no lon GeneStudio S5 e ndo é programavel para pipetagens
diferentes daquelas designadas para PCR em emulsdo e “carregamento” de chips
de DNA. Embora equipado com rob6 de pipetagem, termociclador e centrifugas, o
lon Chef é limitado a ponteiras de 1 mL e centrifugas de tubos e ndo de microplacas
(Figuras 5 e 6).

Foi feita, entdo, uma reavaliacdo do protocolo de preparacdo de amostras para o
sequenciamento no sequenciador AB-3500. Observamos que muitas das etapas
continuariam sendo manuais, ndo tendo necessidade de utilizar o lon Chef para o

fim de interesse:

1. As amostras de DNA (30-60 ng) e primers (4,5 pmol) sdo usualmente fornecidos
ja misturados ao laboratério em tubos de 0,5 mL ou distribuidas em microplacas de
96 pocos.

2. As amostras secas sao solubilizadas em 6 pL de agua ultrapura.

3. Volume de 3 pL de cada amostra € transferido para microplacas de
sequenciamento.

4. Volume de 7 pL da mistura de reacdo de marcacéo é pipetado em cada amostra.
5. As microplacas sdo seladas e as amostras sdo homogeneizadas por agitacédo
vibratoria (Vortex) e rapidamente centrifugadas (spin).
[NECESSARIAMENTE MANUAL]

6. Os adesivos sédo removidos e septas de borracha sintética sdo colocadas sobre as
placas para termociclagem. [MANUAL]

7. Termociclagem:



24

Desnaturacéo inicial: 96 OC - 3 min
96 0C-10s
25 Ciclos 550C-5s
60 OC - 4 min
Estocagem a 4 9C. [MANUAL]

8. Volume de 50 pL de isopropanol a 75% € pipetado em cada amostra.

9. Nova homogeneizacédo em Vortex e incubagéo por 20 min a -20 °C. [MANUAL]
10. Centrifugacgéo das microplacas a 3.700 rpm durante 40 min. [MANUAL]

11. Inversao das microplacas sobre pia para descarte do sobrenadante seguida da
secagem sobre papel absorvente. [MANUAL]

12. As microplacas sao posicionadas em evaporador rotatorio (speed-vac) por 20
min para evaporacao do alcool remanescente. [MANUAL]

13. As amostras sao diluidas em volume de 10 pL de Formamida Hi-Di.

14. As microplacas s&o novamente posicionadas em termociclador para

desnaturagdo a 95 OC por 5 min e imediatamente transferidas para gelo. [MANUAL]
15. As microplacas sdao montadas nos cassetes de sequenciamento (Retainer &
Base Set) e estes sao posicionados no sequenciador AB-3500 para

sequenciamento. [MANUAL]

Ponfeiras Braco
>1mbL mecdnico

Termeg:
clager

Cartuchos
[racks) de
amostras,
solugdes e
reagentes

Figura 5. Componentes presentes no lon Chef System.
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Carfucho de
enriguecimento

Chips e
cenirifuga

Figura 6. Componentes presentes no lon Chef System.

Portanto, o lon Chef ndo serviu para a automacgao da preparagcédo de amostras
de DNA com vistas ao sequenciamento por CE no AB-3500. Foi necesséria a busca
por outro(s) rob6(s) de pipetagem e preparo de amostras para fins de realizacdo da

proposta original.
4.4 ALTERNATIVAS E BUSCA POR OUTROS ROBOS DE PIPETAGEM

Com a dultima andlise do protocolo de preparacdo de amostras, foram
demarcadas as etapas manuais com interesse em semi-automatizagcdo que o
equipamento lon Chef ndo poderia oferecer, devido a falta de equipamentos que
precisariam ser utilizados. Com isso, foi feita a busca por outros robds de pipetagens
e preparo de amostras disponiveis no mercado brasileiro e que possam permitir a
semiautomacao do preparo de amostras para sequenciamento por EC.

Foram definidos alguns parametros para a busca correta dos robés: ser
personalizavel, trabalhar com placas de 96 pocos, realizar pipetagem de volumes
entre 1 uL e 1 mL, mistura das solugbes em microplaca (vortex), termociclagem,
centrifugacdo de microplacas. Também €& necessario avaliar o custo do
equipamento, o custo dos materiais consumiveis necessarias para cada “rodagem” e
guantas microplacas o equipamento pode processar de forma autbnoma. Com essas
informacgoes, foi feita uma tabela comparativa com os dados encontrados sobre os

equipamentos selecionados para avaliacdo (Tabela 1).



Tabela 1.
de pipetagem.
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Tabela comparativa das alternativas e buscas por outros robés

OT-2 Liquid Liquid Handling — Automated Pipetting Andrew — The
Handler (LABMAN) System — Pipetting Robot
(OPENTRONS) BenchSmart (WATERS)
(METTLER TOLEDO)
Pode ser 100% personalizavel Sim Sim Sim
personalizavel? e aberto a
modificagbes
ajustaveis ao seu
ensaio.
Trabalha com Sim. Compativel Apenas frascos (vials). Sim Sim

microplacas de 96

pogos?

com tubos,
microplacas, placas
de pogo profundo,
reservatorios e
adaptadores
compativeis com
ANSI/SBS ou de

automacao.
E capaz de realizar Canal Unico: 1- 1000 Sim Trés cabecas de 0,2 pL até 10 mL.
pipetagem de volumes pL pipetagem de troca

entre luL el mL?

8 canais:1- 300 pL

rapida do BenchSmart
96 permitem a
pipetagem de 96 e
384 pogos de 0,5 pL a

1mL.
E capaz de realizar a Nao Até 192 frascos agitados Nao Nao
mistura das solucdes simultaneamente a 300
em microplaca rpm
(vortex)?
Realiza Termociclador Termociclaor adaptavel, Néo Nao
. adaptavel, porém SR
termociclagem? < porém néo carrega
ndo carrega
microplacas. microplacas.
Realiza centrifugacao Né&o Frascos centrifugados a Nao Nao
de microplacas? 5000 rpm
Quantas microplacas 11 placas Mltiplas 4 placas 7 microplacas ou 56

pode processar de
forma autbnoma?

tubos falcon ou 168

microtubos
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Qual o custo do
equipamento?

U$ 6,800.00 a U$
8,600.00
dependendo do par
de micropipetas
ajustaveis
(micropipeta
monocanal de 20 a
1.000 yL ou de 8
canais de 20 a 300
uL).

Cotacéo solicitada em
11/04/2022.
Representante

respondeu néo dispor de

equipamentos que
atendam as
especificagdes
fornecidas.

Cotacéo solicitada em
11/04/2022.
Representante
solicitou visita para
melhor dimensionar
necessidades e

fornecer orcamento.

Cotagéo solicitada em
11/04/2022.
Representante
solicitou visita para
melhor dimensionar
necessidades e

fornecer orgamento.

A partir da analise dos dados da Tabela e conversas com o Prof. Giancarlo

Pasquali, o equipamento mais adequado a ACTGene escolhido para posteriores

avaliacoes foi o Andrew — The Pipetting Robot (Figura 7).

Andrew -i-

the pipetting robot

Figura

Andrew+ -

The  Pipetting

Robot

(WATERS).

Disponivel  em

https://videos.waters.com/detail/video/6157500813001/andrew-alliance---the-pipetting-robot.

4.5 ANDREW - THE PIPETTING ROBOT

Os principais aspectos e caracteristicas que levaram a escolha deste

equipamento foram que ele € um equipamento aberto, isto é, sem portas para a

7z

instalacdo e retirada de microplacas. Ele € modulavel, ou seja, os conjuntos de
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modulos (dominds) para pipetagens sédo selecionaveis no momento da compra, 0
pacote ndo é fechado, podendo personalizar conforme a sua necessidade. Possui
uma maior tolerancia a ponteiras de diferentes fabricantes, e um menor custo de
aquisicdo e manutencao, sendo um equipamento da empresa Waters Corporation -
com uma forga de trabalho global de mais de 7.400 funcionérios, a Waters opera
em 35 paises, incluindo 14 unidades de fabricacdo e com produtos disponiveis
em mais de 100 paises (Waters Corporation, 2022).

Depois de avaliado todos os aspectos do robdé de pipetagem Andrew, a
decisdo tomada foi seguir com os estudos para uma semiautomacéao do preparo
de amostras para o sequenciamento em AB-3500 com o equipamento Andrew —
The Pipetting Robot.
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5 CONCLUSAO
5.1 CONCLUSOES E PERSPETIVAS

Os objetivos iniciais do trabalho eram automatizar ou semiautomatizar os
procedimentos de preparo de amostras de DNA para sequenciamento por
eletroforese capilar utilizando o equipamento lonChef (Thermo Fisher), estudar,
aprender e executar os procedimentos de preparacdo manual de amostras de DNA
para o sequenciamento por eletroforese capilar no sequenciador AB-3500, entender
a programacao do lon Chef para operacdes basicas; avaliar a possibilidade de usar
0 equipamento lon Chef como robé de pipetagem para sequenciamento no
sequenciador AB-3500 ou, entéo; indicar equipamentos e métodos alternativos para
a (semi-)automacao do preparo de amostras.

Foi realizado o estudo de todo o protocolo de amostras para o
sequenciamento em AB-3500, avaliando-se a possibilidade do uso do equipamento
lon Chef. Porém, a partir das analises feitas, foi visto que o uso do sistema lon Chef
teria varios empecilhos. Ele ndo pode ser reprogramado, pois foi projetado para o
preparo de bibliotecas de DNA destinadas ao sequenciamento no lon GeneStudio
S5 e mesmo ele sendo equipado com robd de pipetagem, termociclador e
centrifugas, ele é limitado a ponteiras de 1 mL e centrifugas de tubos e ndo de
microplacas e para as pipetagens do preparo de amostras, € necessario ponteiras
entre 1 yL e 1 mL.

Com isso, uma busca por outros robds de pipetagem foi feita, escolhendo-se
alguns parametros para obter uma busca selecionada. Os parametros (Tabela 1)
foram definidos a partir da observacdo do protocolo das etapas de marcagao e
sequenciamento em sequenciador AB-3500 e o0 quais 0s equipamentos e
caracteristicas os robds deveriam apresentar para se obter uma semiautomacao ou
total das etapas do protocolo. O resultado da pesquisa mostrou quatro robds que
poderiam se encaixar para o fim desejado: OT-2 Liquid Handler; Liquid Handling —
Labman; Automated Pipetting System — BenchSmart; Andrew — The Pipetting Robot.

O equipamento selecionado foi o0 Andrew — The Pipetting Robot, pois entre os
selecionados para a pesquisa, foi 0 que mais se adequou ao propdésito desejado. Ele

€ um equipamento aberto, o que facilita muito o manuseio, ndo possui portas para a
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colocacdo e retirada de microplacas. Além de possui uma maior tolerancia a
ponteiras de outros fabricantes, barateando o custo de rodagem. E um equipamento
da Empresa Waters Corporation, empresa pioneira em venda de equipamentos de
altima geracdo, operando em varios paises e possuindo produtos disponiveis em
mais de 100 paises.

As perspectivas futuras de trabalho € o estudo mais profundo do equipamento
selecionado Andrew — The pipetting robot, a fim de uma (semi-) automacédo do
protocolo das etapas de marcacdo do sequenciamento para o sequenciador AB-

3500, visando a agilidade do processo para beneficio da Empresa ACTGene.
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