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RESUMO

No presente estudo, seqiiéncias de DNA repetitivo “in
tandem” formadas por repeti¢des de 4 nucleotideos (microssatélites) foram identificadas
no genoma humano por meio do programa BLAST-N. Pares de iniciadores especificos
para amplificacio de 15 /loci de microssatélites foram desenhados e sintetizados
quimicamente. Dos 15 loci microssatélites, 8 mostraram-se polimorficos quando
amplificados por PCR e analisados por eletroforese em gel de agarose. Dos /loci
polimorficos, o  escolhido ISO5P que foi analisado em  amostras
de 122 individuos da populagdo de Manaus. O resultado dos produtos de amplificagao
por PCR foi analisado através de eletroforese em gel de poliacrilamida e observou-se a
presenca de 7 diferentes alelos e indice de heterozigosidade igual a 0,72131. Em relagdo
a este /ocus, foi possivel mostrar que a populacdo de Manaus estd em equilibrio de
Hardy-Wainberg. Os estudos iniciados nessa dissertacdo abrem perspectivas para

realizagdo de testes de paternidade e analises forenses, em Manaus.




ABSTRACT

In the present study, repetitive DNA sequences in tandem made up by
repetions of 4 nucleotides (microsatellites), have been identified in the human genome by
the BLAST-N program. Pairs of primers specific for amplification of 15 microsatellites loci
were designed and chemically synthesized. From the 15 microsatellites /oci, 8 have shown
polymorphism after amplification by PCR and analysis by ag;rose gel electrophoresis.
From these polymorphic loci, it was chosen one named ISOSP which was analyzed from
122 individuals samples from Manaus city population; the result from the products of
amplification by PCR was analyzed through polyacrylamide gel electrophoresis and it has
shown the presence of 7 different alleles with heterozygozity of 0,72131. In relation to this
locus, it has been possible show that the Manaus population is in Hardy-Wainberg

eguilibrium. Studies that have been started on this research open perspectives for paternity

testing and forensic analysis in Manaus city.
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1 - INTRODUCAO

Apos estabelecimento das leis de Mendel, o marco histdrico do nascimento
da biologia molecular (genética molecular). Foi o trabalho de Avery, Mac Leod e M.
McCarty (1944), que demonstrou ser o DNA o principio transformante. A seguir, Watson
e Crick propuseram a estrutura tridimensional do DNA na forma (B) e por duas décadas
(50 e 60) foram sendo esclarecidos a estrutura e o funcionamento de um gene. Neste
periodo, os marcadores genéticos morfolégicos contribuiram para o desenvolvimento da
analise de ligagdo génica e a construcdo das primeiras versdes de mapas genéticos.

No inicio da década de 70, houve o advento da engenharia genética, que
permitiu, o desenvolvimento de seres transgénicos tanto para fins biotecnolégicos como
académicos. A partir de 1970, decifrou-se o funcionamento dos genes eucariontes ¢ as
primeiras industrias de producdo de proteinas recombinantes (transgénicas) foram
montadas. Jeffreys e colaboradores, em 1985, utilizaram pela primeira vez
"fringerprinting" de DNA para fins forenses. Neste novo periodo inventou-se as técnicas de
PCR e de seqiienciamento automatico de DNA, com o estabelecimento de diferentes
projetos genoma, inclusive o humano. A técnica da Reagdao em Cadeia de Polimerase (PCR
- “Polymerase Chain Reaction”) proposta por Mullis & Faloona, (1987); Saiki er al.,
(1988) causou uma verdadeira revolug¢do na biologia molecular, na pesquisa direcionada ao
entendimento de processos bioldgicos e na aplicacdo de diagnodstico e melhoramento
genético de plantas e animais.

O avango da tecnologia de DNA recombinante e o desenvolvimento da
amplificagdo de segmentos de DNA através da PCR - “Polymerase Chain Reaction”

abriram caminho para uma mudanga no paradigma genético basico, onde Mendel foi




pioneiro. A mudanca foi denominada transi¢cao da genética Mendeliana para a genética
genomica (Beckmann, 1990).

No Brasil, consolidou-se nas principais capitais o uso de técnicas de DNA
para uso forense e diagndstico molecular, realizou-se o primeiro projeto genoma,
decifrando-se todo o genoma da Xylella fastidiosa e em 1999 entrou em opera¢do a
primeira industria nacional produtora de uma proteina recombinante, a insulina humana
(BIOBRAS-Montes Claros/MG).

Em Manaus-AM, na UFAM e INPA, pesquisas com biologia
molecular/engenharia genética iniciaram-se em 1995 e focalizaram o estabelecimento de
procedimentos em diagnostico molecular e de uso de marcadoref moleculares no estudo de
diversidade genética de populagdes nativas, visando a procedimentos de conservagao,
inclusive dando apoio ao estabelecimento de bancos de germoplasma. Recentemente,
desenvolveu-se pesquisas para obten¢do de novos sistemas de vetores X hospedeiros para
uso em engenharia genética e completou-se, através de participagdo no Projeto Genoma
Nacional, o seqiienciamento da Chromobacterium violaceum.

A biologia molecular tem contribuido com expressividade para o
desenvolvimento de marcadores genéticos tteis no diagnostico laboratorial e na avaliagdo
da predisposi¢do a inimeras doencas. As diferencas nas seqiiéncias do DNA tém se
mostrado extremamente uteis a identificagdo de individuos por diferentes procedimentos
"fingerprints".

Neste trabalho de dissertacao, visando dar subsidio a implantacdao do teste
de paternidade em humanos, localizou-se loci microssatélites no genoma humano,
escolheu-se um /ocus polimorfico e estudou-se as freqiiéncias de seus alelos na populagdo

de Manaus.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Genes e Genoma

Os genes distribuem-se nos cromossomos de forma linear. Cada gene tem
uma posi¢do definida em um determinado cromossomo, cognominada de /ocus. As formas
alternativas de um gene podem ocorrer em um determinado /ocus cromossdmico e sdao
designadas por alelos. Quando um individuo possui alelos idénticos para um dado locus,
ele ¢ homozigoto. Quando apresenta alelos diferentes em cada cromossomo homologo,
dizemos que ele é heterozigoto. Cada molécula de DNA contém varios genes — unidades
fisicas basicas e unidades com fun¢des hereditarias.

Um gene estrutural ¢ um segmento de DNA que contém o arquivo
completo, com o cddigo para a seqiiéncia de aminoacidos para fabricar um polipeptideo
especifico. Quando uma proteina é composta por mais de uma cadeia polipeptidica existe
um arquivo para cada cadeia, portanto essa proteina ¢ codificada por mais de um gene. O
controle da expressdo génica é feito por outras seqiiéncias de DNA. As seqiiéncias
promotoras e os genes reguladores, que ativam ou inibem os genes estruturais, informam o
momento que devem se expressar e em que intensidade.

O genoma ¢é o conjunto hapldide completo de cromossomos que contém
toda a informacgao genética de um individuo. O genoma humano € organizado em 23 pares
de cromossomos, contendo os genes estruturais, seqiiéncias reguladoras da expressiao
génica, além de seqiiéncias de DNA repetitivo (Stracham, 1994; Bentley, 1996; Goffeau et
al., 1996; Jordan & Collins, 1996; Rowen, 1997).

As seqiiéncias codificadoras podem ser Unicas (em genomas hapléides) ou

repetitivas, compondo o que se denomina familias multigénicas. Entre as familias




multigénicas, por exemplo, encontram-se as amilases e as globinas. A informagdo genética
nas células humanas estd organizada em dois tipos de genoma: o genoma nuclear e o
genoma mitocondrial ( Frarah, 1997) Figura 1.

l GENOMA HUMANO I

! 1

NUCLEAR MITOCONDRIAL '

1 1

SIMPLES REPETIDO 2GENES | | 22GENES 13 GENES
rRNA tRANA POLIPEPTIDICOS
| 1 [ : )
CODIFICADOR NAO-CODIFICADOR CODIFICADOR NAO-CODIFICADOR
I I ,
: [ =
GENES . FAMILIA
DE GENES TANDEM DISPERSAS
|
i | 1 I ) 1
PSEUDO- iNTRONS DNA Al | | Kpn
GENES EXTRAGENICO
1 ]
SATELITE MICROS- MINIS-
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FIGURA 1: Genoma humano: nuclear e mitocondrial (Frarah, 1997).

O genoma nuclear de uma célula haploide humana consiste de 3 x 10° pares
de bases, incluindo cerca de 50.000 a 100.000 genes, distribuidos em 23 cromossomos
(O’Brien & Sevéanez, 1988; Morton, 1991). Somente 5 % do genoma humano ¢
representado pelo DNA que codifica as proteinas que controlam todos os aspectos de
embriogénese, desenvolvimento, crescimento, reproducdo e metabolismo (Strachan, 1994)
e o DNA restante encontra-se dentro de seqiiéncias codificadoras, constituindo os introns
(Bernardi, 1989; Rogers, 1992), ou como pseudogenes, genes que perdem a atividade ao

longo da evolucao, ou como DNA extragénico, que é composto por seqiiéncias repetitivas




<

ou dispersas no genoma, tais como as seqiiéncias “in tandem” de microssatélites e os
minissatélites (Watson ef al., Hunt, 1996; Lewin, 1997).

Apesar da maioria dos genes humanos localizarem-se no nucleo da célula,
cada mitocondria pode apresentar até 10 copias de um cromossomo circular, com cerca de

16.569 pb e 37 genes que codificam 2 RNA ribossdmicos, 22 RNA transportadores e 13

polipeptideos (Strachan, 1994; Frarah, 1997).

2.2 — Marcadores Moleculares para uso em analise de DNA.

O marcador molecular ¢ todo e qualquer fen(')tipcg molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico de DNA. Um marcador molecular ¢ definido
como marcador genético ao ser verificado que segue as leis basicas de heranca de Mendel
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Com a evolucdo das técnicas modernas de biologia molecular, surgiram
diversos procedimentos que permitiram desenvolver marcadores moleculares. Entre os
procedimentos mais importantes estao:

- os que envolvem a utilizacdo de enzimas de restrigdo associadas ao
processo de hibridizagdo, que permitem a detec¢do de Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restricgdo (RFLP — “Restriction Fragment Lenght Polymorphism”),
Grodzicker et al., 1974) e

- 0s que envolvem amplificagdo de DNA “in vitro” pelo procedimento de
Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction”) - Mullis &

Faloona, 1987, Saiki et al., 1988.




2.2. 1 - Marcadores tipo RFLP

Esta técnica baseia-se na detec¢@o de padrdes individuais especificos de
fragmentos de restricdo de DNAs. O DNA do individuo ¢ cortado com enzimas de
restricdo e os produtos separados através de eletroforese em gel de agarose. O DNA ¢
entdo transferido por "Southern Blotting" para membrana de nylon ou nitrocelulose,
imobilizado e os padrdes de restri¢do de locus ou loci especifico(s) sdao detectados por
hibridagdo, com uma sonda de 4cido nucléico (complementar ao /ocus em estudo) marcada
radioativamente ou por outro método (Ferreira, 1995).

As sondas utilizadas na metodologia de RFLP sdo as sondas multilocais e as
sondas unilocais. As primeiras sondas sao mais informativas, pois permitem analisar varias
regides do genoma. As unilocais possuem sensibilidade maior. As sondas multilocais
podem detectar conjuntos de minissatélites hipervariaveis para produzir “fingerprints” de
DNA estaveis, que sao completamente especificos para individuos e podem ser aplicados
diretamente em problemas de identificagdo humana, incluindo teste de paternidade
(Jeffreys et al., 1985).

Estes procedimentos, usando tanto sondas unilocais como multilocais, tém
sido utilizados em laboratorios para o uso de analise de DNA da medicina legal e farense.
O primeiro caso, envolvendo uma disputa imigratoria na Gra-Betanha em 1985, resolveu
satisfatoriamente pela impressdo digital de DNA (Jeffreys et al., 1985a). Em 1986, o
primeiro caso de assassinato foi elucidado e levou a soltura do principal suspeito que foi
considerado inocente pela analise do DNA (Gill & Werrett, 1987).

Com a réapida difusdo da tipagem de DNA, nos ultimos anos tem ocorrido
grandes desenvolvimentos na tecnologia e na compreensdo da genética de DNA

hipervariavel, que elucidaram as propriedades biologicas das regidoes de DNA altamente




cistica, doenga de Tay-Sachs e outros, tém sido diagnosticadas por PCR (Decorte et al.,
1990).

Uma variante desta técnica, utilizando apenas um iniciador de 10
nucleotideos e baixa temperatura de anelamento, foi desenvolvida e tem sido muito
utilizada em andlise de variabilidade genética e mapeamento, seu nome ¢ RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Willians et al., 1990).

Pela simplicidade da técnica de PCR, diferentes procedimentos derivados
foram desenvolvidos. Atualmente destaca-se o uso de marcadores moleculares tipo
microssatélites, que sdo marcadores que emergem por PCR de regides simples repetidas
“in tandem”. Esta técnica tem provado ser particularmente util na medicina forense,

B

porque o DNA pode ser amplificado a partir de quantidade muito pequena de material

biologico (Pena, 1993).

2.2.3 — Marcadores hibridos PCR-RFLP

Diversos métodos que combinam as duas técnicas foram desenvolvidos. Os
mais importantes sao:

- RFLP - PCR, fragmento amplificado por PCR, mesmo RAPD monomorfico,
pode ser digerido por enzima de restri¢cdo e analisado por eletroforese em gel de
agarose e poliacrilamida. E uma estratégia largamente usada em anélise farense
(Kasai et al., 1990);

- AFLP - “Amplified Fragment Length Polymorphims™ Este método,
denominado Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados,
permite a obtengdo de um grande numero de marcadores moleculares

distribuidos nos genomas. Nesta técnica, os DNAs dos individuos a serem




analisados s3o digeridos com duas enzimas de restricdo e adaptadores
especificos, sdo ligados aos terminais dos fragmentos de DNA, gerados pela
clivagem. Em seguida, uma fracdo dos fragmentos gerados ¢ amplificada
seletivamente via PCR, utilizando-se iniciadores especificamente desenhados,
para reconhecer as seqiiéncias dos adaptadores e entdo, os fragmentos
amplificados sdo separados e analisados por eletroforese em gel de alta
resolugdo (tipo seqlienciamento). A analise de AFLP tem sido usado
sucessivamente em testes de paternidade e em causas criminais em todo mundo

(Boerwinkle et al., 1989; Horn et al., 1989; Kasai et al., 1990).

2.3 — Seqiiéncias repetitivas “in tandem”

Uma grande porcentagem dos genomas dos organismos eucariontes ¢
composta de seqiiéncias repetitivas. Varias classes de seqiiéncias repetitivas de DNA tém
sido descritas e caracterizadas em diferentes espécies vegetais € animais, apresentando
diferengas tanto na composicdo das repeticdes como no numero. Essas seqiiéncias
tornaram-se importantes instrumentos para analise genética, pois permitem a analise
simultanea (ou ndo) de um grande nimero de /oci polimorficos (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

As seqiiéncias repetitivas “in tandem” podem ser principalmente de dois
tipos: minissatélites e microssatélites.

O termo satélite refere-se a concentracao dessas seqiiéncias repetitivas em
uma “banda satélite” distinta da “banda principal” de DNA gendémico, quando o DNA total
gendmico de seres eucariontes ¢ submetido a separacdo por ultra-centrifugacdo em

gradiente de densidade de cloreto de césio (Lewin, 1990).




Os minissatélites ou VNTRs (Repeti¢do em tandem de nimero variavel)
sdo os loci mais polimorficos descobertos no genoma humano e foram os primeiros a
serem utilizados em andlises forenses, por Jeffreys em 1985, utilizando a técnica de
detecgdo de RFLP. Os minissatélites podem ter as unidades repetitivas de 9 a 100 pb,
Variandb de duas a centenas de repeticdes em cada locus, existindo milhares de loci
espalhados pelo genoma, sendo que nas regides teloméricas ocorrem freqiientemente e em
“clusters” (Tautz, 1984).

Alguns tipos de seqiiéncias simples repetitivas (SSR — “Single Sequence
Repeats”) “ in tandem” foram detectadas na década de 70 por Birnboim & Straus, (1975).
Hoje denominadas principalmente de microssatélites, essas seq’ﬁéncias simples repetitivas
podem ter unidades repetitivas de 2 a 6 pb, variando de cinco até cerca de cem unidades
em cada locus, existindo cerca de 10.000 a 100.000 loci por genoma, espalhados
principalmente pelas regides nao codificadoras do genoma (Tautz, 1989).

Nos ultimos anos, pela estabilidade da reagdo especifica de PCR, os
microssatélites tém sido utilizados cada vez mais para analise da variabilidade genética,
mapeamento e analise forense.

A deteccdo de marcadores microssatélites, amplificados por PCR, ¢ feita em
eletroforese utilizando-se gel de acrilamida ou agarose de alta resolugdo, uma vez que é
necessario um gel adequado para a separacdo de segmentos que diferem por poucos pares
de bases, dependendo do numero de nucleotideos do elemento repetido no microssatélite.

As vantagens de marcadores microssatélites € a expressao co-dominante e o
multialelismo. Esses marcadores possuem o mais elevado contetido de informagdes de
polimorfismo e sdo geralmente distribuidos ao acaso, permitindo a mais completa

cobertura de qualquer genoma eucarioto.
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Os microssatélites foram observados em diversos organismos além de seres
humanos (Litt & Luty, 1989). Os locos SSR s3o somaticamente estaveis, possuem
expressao co-dominante, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sio
visualizados e s3o altamente multialélicos, numa populagdo onde potencialmente todos os
alelos daquele loco podem ser detectados e discriminados.

Os microssatélites ou STRs (Pequenas repetigdes em tandem) sdo loci
AmpFLP (Polimorfismo do comprimento do fragmento amplificado), que possuem
unidades repetidas de 2 — 5 pares de bases (Weber, 1989; Edwards et al., 1992). Isto ¢ um
crescimento interessante para o uso de tipagem de DNA usando STR. A vantagem € que
eles sdo faceis para amplificar alelos de tamanho relativamente pequenos e podem ser
separados em alelos distintos usando gel de poliacrilamida (PAGE) ao sistema
eletroforético horizontal, para resolver a AmpFLP e alelos STR e para analise ¢ usado um
método de coloragdo com prata, para detectagdo de produtos amplificados (Budowle et al.,
1990, 1991).

Os principais blocos repetitivos encontrados sdo (GATA)n, (GACA)n,
(CACn e (GT)n (Epplen, 1988; Rogers, 1983; Weber et al., 1989). No genoma
eucariotico, a classe de microssatélite mais frequente sdo repeticdes do tipo (CA)n e
(GT)n, designadas como repeti¢des (CA)n (Hamada & Kakunaga, 1982; Miesfeld ez al.,
1981; Tautz & Renz, 1984). No genoma humano existem 50-100.000 blocos (CA)n
intercalados, com tamanhos de 15-30 kb, com um espagamento uniforme de cada 30-60 Kb

(Slightom et al., 1980; Braaten et al., 1988; Hamada et al., 1982.
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2.4 — Analise de polimorfismo genético

Na natureza, os organismos da mesma espécie usualmente diferem em
alguns aspectos quanto a sua aparéncia. O polimorfismo genético ¢ definido como a
ocorréncia em uma populacdo de dois ou mais fendtipos alternativos, determinados
geneticamente devido a ocorréncia de diferentes alelos.
Definimos um /Jocus genético como polimérfico quando possuir duas ou
mais formas alélicas, onde a mais freqiiente ndo esteja em freqiiéncia acima de 95%.
Quando as formas alélicas menos presentes estio abaixo de 5%  denominam-se
“variantes” alélicas. .
O polimorfismo pode ser observado no individuo como um todo (fen6tipo),
através de : multiplas formas moleculares da mesma enzima, chamada de isozimas ou
isoenzimas; substancias de grupos sangiiineos (polimorfismo bioquimico); caracteristicas

morfologicas dos cromossomos (polimorfismo cromossomal) e quanto as diferencas nas

seqiiéncias de nucleotideos do DNA.

2.5 — Conceito de populacgiao

E um grupo de organismos co-especificos que ocupam uma regiio
geografica mais ou menos bem definida e exibem continuidade reprodutiva de geracdo a
geragdo; geralmente, presume-se que interagdes ecoldgicas e reprodutivas s3o mais
freqiientes entre esses individuos que entre eles e membros de outras populagdes da mesma
espécie (Futuyama, 1992). Toda populagdo possui um conjunto génico (gene pool) ou
(pool génico) que lhe € particular. Esse conjunto pode ser conhecido através de suas

freqiiéncias alélicas e freqii€ncias genotipicas (Mather, 1994).
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2.6 — Freqiiéncia génica.

A freqliéncia génica ou freqiiéncia alélica ¢ uma estimativa populacional,
obtida através de metodologia apropriada e representada o numero de vezes que um
determinado alelo ocorre em uma populacdo, sempre relativo ao total de alelos de um
determinado loco génico, nessa populagao.

De acordo com o Principio do Equilibrio, constante na Lei de Hardy-
Weinberg, as freqiiéncias genotipicas tendem a permanecer constantes de geragdo a

geragao, a ndo ser que alguns fatores especificos venha interferir este equilibrio.
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3 — OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Desenvolvimento, a partir de seqiiéncias gendmicas humanas, de novos

marcadores microssatélite para serem utilizados em analise genética em humanos.

3.2. Objetivos Especificos
1. Identificar seqiiéncias de microssatélites no genoma humano.

2. Desenvolver o processo de amplificagdo dos microssatélites (PCR) e analise

eletroforética. ¢

3. Calcular as freqiiéncias génicas dos alelos microssatélites.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Estratégia: a estratégia utilizada neste trabalho estd mostradana figura 2.

Seqiiéncia do genoma Populagcdo de Manaus
humano
Andlise computacional Coleta de amostras de

sangue humano

g

g

Identificagdo de diversos

loci microssatélites Extracdo de DNA
Desenho e sintese dos Analise através de
iniciadores eletroforese e espectrometria

4

Amplificagdo por PCR/
diferentes individuos

4

Andlises através de
eletroforese em agarose ou
poliacrilamida

4

Identificacdo de loci
polimorficos

a

Analise Genética

Figura 2: Esquema das principais etapas deste trabalho.
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4.2 — Coleta do Material

Para este trabalho foi coletado material biologico (sangue) dos individuos
participantes desta pesquisa. Elaborou-se um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (anexo 1) e um Questionario para obter informacdes de identificacdo pessoal
(anexo 2), de acordo com a Resolugao CNS 196/96 do Conselho Nacional de Saude, do
Ministério da Saude. Estes documentos e mais o projeto de pesquisa foram submetidos a
apreciacdo dos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Satide,
tendo sido aprovada sua execucdo (anexo 3). Os doadores_' foram selecionados pela
pesquisadora principal, que ap6s entregar uma cépia dos documentos anexos a cada doador
voluntario participante deste estudo, os lia e se concordasse com os objetivos da pesquisa,
o doador assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e preenchia o
questionario autorizando a coleta do sangue. Em seguida eram coletados 3 mL de sangue
de cada doador voluntario, utilizando-se seringas e agulhas descartaveis, em tubos
vacutainer de 3,5 mL com EDTA. Os tubos eram armazenados a 4 °C para posterior

extracdo do DNA das células sangiiineas.

4.3 — Local da coleta

Foram coletadas 122 amostras de sangue humano de individuos de ambos
os sexos (masculino e feminino), maiores de 18 anos de idade, naturais da Amazonia ou
domiciliados no municipio de Manaus-AM. Essas amostras foram coletadas no periodo de
19 a 30.08.2002, em dois setores da Universidade Federal do Amazonas: Laboratério de

Analises Clinicas do Hospital Escola Getulio Vargas, situado a rua Purind n° 04 — Praca 14
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de Janeiro e no Laboratorio de Diagnéstico Molecular do Centro de Apoio
Multidisciplinar, situado a Av. General Rodrigo Otavio Jorddo Ramos, n° 3000, Campus
Universitario, Bloco “G”. Apos a coleta do sangue, procedeu-se a extragao do DNA de

todas as amostras no Laboratorio de Diagnostico Molecular da UFAM.

4.4 — Extracao do DNA

Para a extragdo do DNA gendmico humano utilizou-se o “Kit Wizard
Genomic DNA Purification” da PROMEGA. Retirando-se 300 uL de sangue do estoque e
adicionando-se em um microtubo estéril contendo 900 puL de Solugdo de Lise “Cell Lysis
Solution”, homogeinizou-se a soluc¢do e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente
(inverteu-se o tubo 2-3 vezes durante a incubagdo). Centrifugou-se a 13.000 g por 20
segundos. Em seguida retirou-se e descartou-se a maior quantidade possivel do
sobrenadante sem interferir no sedimento, agitou-se vigorosamente (vortex) até que as
células brancas estivessem ressuspendidas. Adicionou-se 300 pL de Solug@o de Lise de
Nucleos “Nuclei Lysis Solution” e ressuspendeu-se. Incubou-se a 37 °C até que os
aglomerados estivessem dispersos. Em seguida adicionou-se 1,5 pL de Solugdao de RNAse
“RNAse Solution”, homogenizou-se a amostra para o lise do nucleo e incubou-se a 37 °C
por 15 minutos.

Adicionou-se 100 pL de Solugdo de Precipitacdo de Proteinas “Protein
Precipitation Solution”, agitou-se vigorosamente (vortex) por 10-20 segundos.
Centrifugou-se a 13.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds a centrifugacao,
transferiu-se o sobrenadante para um microtubo limpo, contendo 300 pL de isopropanol a

temperatura ambiente, homogenizou-se suavemente por inversdo até que fios brancos de
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DNA formassem uma massa visivel. Centrifugou-se a 13.000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 600 pl.  de etanol 70 % a
temperatura ambiente, lavando-se o sedimento (DNA), invertendo suavemente o tubo por
varias vezes. Em seguida, centrifugou-se novamente nas mesmas condigdes, descartou-se o
sobrenadante e inverteu-se o tubo sobre papel absorvente limpo para tirar o sobrenadante
reminiscente e a amostra foi seca, por exposicao ao ar estéril do fluxo laminar.

Apoés a evaporagdao do etanol, foram adicionados a amostra 100 pL de
Solugdo de Reidratacio de DNA, “DNA Rehydration Solution”, homogenizou-se e

armazenou-se a 4 — 8 °C, para o uso posterior.

4.5 — Quantificacao das Amostras do DNA

4.5.1 — Analise espectrofotométrica

As concentragdes e pureza das amostras de DNA foram estimadas através
de analise espectrofotométrica no comprimento de onda do ultra-violeta (A6onm/A280nm)-
Considerou-se uma unidade de absorbancia a 260 nm equivalente a 50 pug de DNA de fita
dupla. A razdo entre as leituras espectrofotométrica de 260 ¢ a 280 nm foi considerada

para fornecer uma estimativa da pureza do acido nucleico.

4.5.2 — Analise eletroforética

Outra alternativa usada para estimar a concentracio do DNA e sua
integridade foi a andlise através de eletroforese em géis de agarose a 0,8 %, corados com

brometo de etidio a 0,5 ug/mL. Os géis foram fotografados sob luz UV (300 nm), no
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sistema IMAGE-MASTER da Amersham-Pharmacia Biotech. Para estimativa da

concentragao das amostras utilizou-se padroes de concentragdes conhecidas.

4.6 — Prospeccdao Computacional de /oci microssatélites no Banco de Dados no

Genoma Humano

As seqliéncias de microssatélites humanos foram identificadas

diretamente no Gen Bank, www.ncbi.nlm.nih.gov/, utilizando-se o programa BLAST

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. As seqiiéncias prospectadas deveriam conter repetigdes
de 4 nucleotideos: (AGAT, GATA, TCTG, CAGA, GGCT) em torno de 10 a 15
repetigdes “in tanden”. Apés a localizagdo do locus microssatélite, as bordas de suas
seqiiéncias eram analisadas com o intuito de desenhar pares de iniciadores, para
amplificagdo da regido repetitiva. Procurou-se para loci diferentes, desenhar iniciadores
que amplificassem fragmentos nas faixas de 150-170-, 200-220 e 260-280 pares de
nucleotideos, objetivando no futuro o desenvolvimento de sistemas triplex, para analise
dos referidos /oci microssatélites.

Escolheu-se 15 /loci microssatélites, localizados em diferentes
cromossomos e para amplifica-los, foram sintetizados 15 pares de iniciadores com suas

Tms em torno de 60-64 °C, conforme mostra a Tabela 1.

4.7- Amplificacao das seqiiéncias genémicas dos microssatélites através da

técnica da PCR.

Das amostras de DNA dos doadores voluntarios da populagdao de Manaus-

AM, 122 foram submetidas a amplificag@o através da técnica da PCR.
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Um sistema tipico de PCR continha:
- 10 puL de DNA (estoque =5 ng/puL) + H,O
- 15 puL de mix, composto de:
2,2 uL de H,O
2,5 puL de tampao de PCR 10X (estoque)
2,5 uL. de MgCl, 20 mM (estoque)
2,5 uL de ANTP 2,5 mM (estoque)
5,0 puL de iniciadores 1 pmol/pL (estoque)
0,3 uL de Taq polimerase 5 [J/uL (estoque)

A reagdo de PCR ocorreu no termociclador vMastercycles Gradient da

Eppendorf, utilizando o seguinte programa:

95 °C/2 min (desnaturagao)

—® 94 °C/40 s (desnaturagio)

v

40 X 55 °C/1 min (anelamento)

v

70 °C/1,5 min (extensao)

v

60 °C/10 min

4 °C (tempo indeterminado)

Foram elaborados varios experimentos que visaram melhorar a eficiéncia da PCR

até que fossem escolhidos os valores acima.
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4.8 — Analise dos produtos da PCR

4.8.1 - Analise dos produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose

Apos o término da PCR, o resultado do produto foi analisado para verificar
a eficiéncia da amplificacdo, por meio de eletroforese em gel de agarose 2,5 %, corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Utilizou-se como marcador de peso molecular o
“ladder” de 100 pb da GIBCO BRL LIFE TECHNOLOGIES. A eletroforese foi realizada
em tampdo TEB 1X, com voltagem de 100 Volts, e o DNA visualizado em transluminador

de U.V. e fotografado no Sistema Image-Master VDS FTI-SOQ da Amersham Pharmacia

Biotech.

4.8.2 — Analise dos produtos da PCR através de eletroforese em gel de

poliacrilamida

4.8.2.1 — Preparacao das placas

As placas de vidro de dimensdes: 19,5 cm x 33,5 cm e 19,5 cm x 36 cm,
foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas com agua destilada. Apods a lavagem, a
placa maior foi tratada com ImL da solugdo “REPEL”, espalhando-se de forma
homogénea, com auxilio de papel toalha. Apds 5 minutos do tratamento, a placa foi lavada
3 vezes com agua destilada, para retirar o excesso da solugdo. A placa menor foi tratada
com. 1 mL da solucdo “BIND”, esfregando-se rapidamente com papel toalha de forma
homogénea; apés 5 minutos foi lavada 3 vezes com etanol absoluto, secando-se bastante

com papel toalha, para retirar o excesso da solugao.
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Procurou-se cuidadosamente, ndo deixar as placas préximas uma da outra
durante a preparacdo. Apéds as placas estarem secas, foram montadas em forma de
sanduiche, colocando os espagadores (0,4 mm de espessura) nas bordas laterais. Em

seguida, foram colocados prendedores para evitar vazamento no momento de verter o gel.

4.8.2.2 — Preparo do gel de poliacrilamida

Para preparar o gel de poliacrilamida, adicionar 60 mL de solugdo de gel de
acrilamida — bis-acrilamida a 4% com 40 pL de TEMED e 400 pL de persulfato de
amonio (APS) a 10 %. Apds o preparo da solug@o de poliacrilamida, a mesma era vertida
entre as placas lentamente, evitando a formagao de bolhas. Em seguida era inserido o pente
(tipo dente de tubardo), deixando-se o gel polimerizar aproximadamente 1 hora. Apds a
polimerizacdo do gel, as placas foram montadas na cuba de eletroforese e processou-se a
pré-corrida a 40 Watts, durante 30 minutos, para o pré-aquecimento das placas e

estabilizacdo do sistema em torno 40 a 50 °C.

4.8.2.3 — Preparo das amostras da PCR para eletroforese

As amostras resultantes da PCR foram preparadas utilizando 2,5 pL da
reagao mais 2,5 pL de tampdo de carregamento contendo formamida. De maneira similar
foi preparada a escada alélica e o marcador de tamanho dos fragmentos do “ladder” 100
pb da “Life Technologies”. A seguir desnaturou-se as amostras submetendo-as a

temperatura de 95 °C por 2 minutos, em seguida foram colocadas imediatamente no gelo,
para diminuir a velocidade de renaturagdo do DNA. Eram aplicados 3,5 uL de cada

preparacdo (amostra de PCR + tampao) nos pocinhos do gel. A corrida eletroforética
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processou-se a 40 W (voltagem inicial 1700 V, corrente inicial 27 mA), durante uma hora
e trinta minutos. Apés o encerramento da corrida as placas foram separadas e a placa

“BIND” a qual estava fixado o gel seguiu para o processo de coloragdo com nitrato de

prata.

4.8.2.4 — Coloragao do gel de poliacrilamida com nitrato de prata.

Para a coloragdo do gel com nitrato de prata foram utilizadas duas técnicas
de coloragdo: a primeira seguindo o protocolo proposto por Creste ef. a., (2001) e a
segunda utilizando-se o kit da Pharmacia Biotech “DNA Silver Staining Kit”, que sdo
descritas a seguir. |

Na primeira metodologia, apdés a eletroforese, as placas foram
cuidadosamente separadas e o gel aderido a placa menor foi fixado com 2 L de solugdo de
fixagdo (etanol 10 % e 4cido acético 1 %) e mantido sob lenta agitagdo durante 10 minutos.
Apoés a fixagdo, o gel foi lavado soB lenta agitacdo com 2 L de agua milli-Q durante 1

minuto e, em seguida, submetido a solugdo de oxidagdo (4cido nitrico 1,5 %) durante 3

-minutos. O gel foi entdo lavado sob lenta agitagdo com 2 L de dgua milli-Q durante 1

minuto e imerso em 2 L de solucdo 0,2 % de AgNO; durante 20 minutos sob lenta
agitagdo. Em seguida, foram realizadas duas lavagens de 30 segundos com agua milli-Q
sob lenta agitacdo e uma incuba¢do em 1 L de solugdo de revelagdao (Na,COs3 3 % e
formaldeido 0,02 %) sob agitacdo lenta e constante. Quando comegaram a surgir as
primeiras bandas no gel, o0 mesmo foi transferido para nova solu¢@o de revelacdo de igual
volume e agitado constantemente. Apos obter o padrao de revelagdo desejado, o gel foi
imerso em 2 L de solugdo bloqueadora (acido acético glacial 5 %) e mantido 5 minutos sob

lenta agitacdo. Em seguida, o gel foi submetido a uma lavagem final pela imersdao em 2 L
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de agua ultrapura sob agitacdo durante 1 min. Os géis foram mantidos a temperatura
ambiente para secar e apos totalmente secos, as imagem dos mesmos foram capturadas

utilizando um "scanner".

Na segunda metodologia, utilizou-se um kit da Pharmacia Biotech “DNA
Silver Staining kit”. Apoés a eletroforese, as placas foram separadas e o gel aderido a placa
menor foi imerso em 500 mL de solucdo de fixagdo (100 mL de solucdo de fixacdo 5X;
400 mL de etanol absoluto 24 %) e mantido sob lenta agitagdo durante 30 minutos. Apos a
fixagdo, o gel foi imerso em 500 mL de solugdo de impregnacdo (100 mL de solucdo de
prata 5X e 400 mL de 4gua milli-Q) e mantido sob agita¢do por 30 minutos. Em seguida, o
gel foi lavado com agua destilada durante um minuto sob agita¢do. Apos a lavagem o gel
foi submetido a solug¢do reveladora (100 mL de carbonato de sodio 5X; 500 uL de
tiosulfato de sodio; 500 puL de formaldeido e 400 mL de 4gua mili-Q) durante 6 minutos
sob agitagd@o. Em seguida o gel foi imerso em solugdo bloqueadora (100 mL de solugdo
“Stop” 5X; 400 mL de agua milli-Q). O gel foi submetido a uma lavagem rapida com

agua destilada para retirar o excesso da solug¢do bloqueadora.

4.9 — Analise genética.

A analise estatistica realizada através do programa Arlequim (Shneide, et.

al., 2000), que é um programa utilizado nas anélises genética de populagdo. Analisou-se as

freqiliéncias de heterozigotos observada e esperadas pelo Teste de Markov.

24




4.10 — Solucoes
4.10.1 - Solugdes estoque para reacdo da PCR
- Tampao 10X para PCR
Tris-HCI 200mM pH= 8.4
KCI 500mM
- Solu¢ao ANTPs

Mistura com 2,5mM cada

dATP 2,5mM
dGTP 2,5mM
dTTP 2,5mM
dCTP 2,5mM

- Taq. Polimerase
5U/uL (CENBIOT/UFRGS)

-Iniciadores

1 pmol/pL cada

- MgCl, 20 mM

4.10.2 — Solucdes estoque para eletroforese
- Tampao TBE 10X (estoque)

Tris-base 108¢g

Acido bérico 55¢g

EDTA (0,5M, pH 8,0) 40 mL

Agua destilada-completar para 1000 mL

pH=28.0 -84
- Tampao de Amostra TBE 5X
TEB 10X 5mL
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Glicerol — 30 % 3mL

Azul de bromofenol 5 mg

Agua Milli-Q-completar volume para 10 mL
- Brometo de etidio 10mg/mL

Brometo de etidio 10 mg

Agua Milli-Q - completar volume para 10 mL

4.10.3 — Solucdes para gel de agarose 0,8 %
Agarose 0,8g
TEB 10X 10 mL

Agua Destilada — completar para 100 mL

4.10.4 — Solucgdes para gel de poliacrilamida

- Acrilamida/bis-Acrilamida 40 % (solu¢do estoque)
Acrilamida 380 g
Bis-acrilamida 2 0g
Agua Milli-Q -completar para 1L

- Gel de poliacrilamida 4 %

Uréia 420 ¢
TBE 10X 50 mL
Acrilamida/bis-acrilamida 40 %100 mL
Agua Milli-Q-completar volume para 1 L
- TEMED
- Persulfato de Amoénia (APS) 10 %

4.10.5 - Solugdes para coloragio em prata (Creste ef al., 2001).
- Solucéo de Fixac¢ao (Fix/Stop)

Etanol 10 % 100 mL

Ac. Acético (1 %) 10 mL

H,O Milli-Q - completar para | L
- Solu¢ao de Oxidacio
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Acido Nitrico (absoluto) 15 mL

H,0 Milli-Q 985 mL

- Solucio de Impregnacao-Nitrato de Prata 0,2 % “Staining Solution”:

Nitrato de Prata 2g

H,0 Milli-Q 1000 mL
- Solucio de Revelacido — Carbonato de Sodio 3 % “Developer”

Carbonato de sddio 30¢g

H,O Milli-Q — completar paralL

OBS: Na hora do uso adicionar 540 pL de formaldeido 37 %.
- Solucéio de Bloqueio “Stop”

Acido acético 5 % _ 50 mls

H,O Milli-Q 950 mL

- Tampao de amostra para gel de poliacrilamida

Formamida 98 % 19,6 mL
EDTA 0,5M pH=8.0 400 puL
Azul de Bromofenol 5 mg

4.10.6 - Solucio para preparo das Placas

- Solucao adesiva “BIND”
Alcool absoluto 994 ulL
Acido Acético Glacial S uL
Metacriloxipropiltrimetoxisilane (estoque) 1 pL

- Solucéo repelente “REPEL”

Solucéo de silicone especial em heptano “Sigmacote™

4.10.7 - Marcador “Ladder” 100 pb lug/uL
Ladder 0,5pg/pL (estoque) 12pL

Agua milli-Q 12uL
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores moleculares sdo uteis em varias areas da biologia. Varios
pesquisadores confirmaram o poder destes marcadores que estdo relacionados ao alto grau
de polimorfismo e a heterozigosidade ( Nakamura. et al., 1987; Chakraborty. et al., 1991)

As aplicagdes das técnicas de Biologia Molecular possibilitam determinar
padroes de DNA caracteristicos de cada individuo e seqiiéncias nucleotidicas de DNA
particularmente uteis no estudo de polimorfismo genético. Cada vez mais o polimorfismo
de DNA tem sido estudado nas populagdes visando: constru¢do de mapas genéticos de
ligacdo, diagnostico de doengas, identificagdo e caracterizagao de individuos.

Com o avanco das técnicas de andlise de DNA e o seqiienciamento do
genoma humano, bem como o desenvolvimento da bioinformatica, foi possivel
desenvolver este trabalho.

Navegou-se no genoma humano com o programa de identificagdo de
seqiiéncias homologas. Através do programa BLAST N identificou-se seqiiéncias
microssatélites e suas bordas, desenhou-se iniciadores para amplificar especificamente
cada locus, extraiu-se DNA de 122 doadores da populacdo de Manaus/AM, analisou-se 0s
produtos da PCR por eletroforese, identificou-se os loci polimorficos, selecionou-se um
par de iniciadores, otimizou-se as condi¢cdes da PCR e amplificou-se 0 DNA de um /ocus
de todos individuos da amostra, analisou-se por eletroforese em gel de poliacrilamida —
uréia e determinou-se as freqiiéncias de cada alelo e a heterozigosidade na populagao de

Manaus.
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5.1 — Analise das preparacoes de DNA por eletroforese.

Os DNAs extraidos dos 122 individuos voluntarios residentes em
Manaus/AM foram identificados numericamente, em algarismo arabico, analisados através
de eletroforese em gel de agarose 0,8 %. O resultado estd apresentado na figura 3.

Antes da confeccgao deste gel, diversos ciclos de dilui¢des foram realizados e
analisados eletroforeticamente para padronizar as concentragdes das diferentes amostras. A
analise eletroforética mostra que os DNAs das preparagdes estdao integros comparando-se

; com os padrdes de concentragdo conhecidos, pode-se estimar que as preparagdes estdo na

concentracao entre 3 — 6 ng/ulL.

FIGURA 3 : Analise eletroforética das preparac¢oes de DNA humano. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 0,8 %. Foram aplicados 5 pL. de cada amostra no gel. P — padrao de

DNA de concentrag@o conhecida (5 ng/uL), aplicou-se também 5 uL  no gel (25 ng).
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5.2 - Busca de /loci microssatélites e desenho de iniciadores.

A identificagdo de loci microssatélites no genoma humano foi feita
utilizando-se o programa BLAST-N, que busca e compara seqiiéncias com homologia.
Tanto o Banco de Genes quanto o algoritmo de busca podem ser acessados através da
pagina eletronica da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST - Austchul at al., 1990 e
1997).

Utilizando o BLAST-N foram realizadas buscas, limitadas ao genoma
humano, por /oci que apresentassem no minimo 7 ou 8 repeti¢cdes das seqiiéncias (AGAT,
GATA, TCTG, CAGA e GGCT). Em um dos resultados de busca pela seqiiéncia
(GATA);3 foram indicadas 4.806 possibilidades de coincidéncia, com expectativa de
ocorréncia de acaso quanto a similaridade muito pequena (5 x 10 7y e identidade de 100 %
entre as bases (Figura 4). Uma destas seqiiéncias (destacada em amarelo) foi escolhida para
a construgdo do par de iniciadores ISOSP que possibilitou a amplificagao de fragmentos de
DNA que incluiu um Jocusi de microssatélites. Os iniciadores construidos para a
amplificacdo deste e de outros 14 /oci de microssatélites estdo representados na Tabela 1.

Para esse objetivo, foi utilizado o “software” PRIMER3

(http://www.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi).

Para orientar o desenho dos iniciadores optou-se por trés variacdes de
tamanho, com o objetivo de se elaborar sistemas triplex que possibilitariam analises com
maior nimero de loci por gel de eletroforese. Os tamanhos foram definidos com as
seguintes variagdes: tamanho pequeno (P) em torno de 150-170 pb; o médio (M) em torno

de 200-220 pb e o grande (G) em torno de 260-280 pb.
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Distribution of 4811 Blast Hits on the Query Sequence

l Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignment Scores

1.19227 m
0

Score E
Sequences producing significant alignments: - (bits) Value
gi|24270666 |gb|AC034187.5 Homo sapiens chromosome 3 clone ... _56 6e-07
gi|24418048|gb|AC018495.5 Homo sapiens chromosome 3 clone 56 6e-07
gi|24110941|gb|AC087857.3 Homo sapiens chromosome 3 clone ... 56 6e-07
gi|24110939|gb|AC021999.5 Homo sapiens chromosome 3 clone ... . 556] 6e-07
gi|24270662|gb|AC087589.3 Homo sapiens chromosome 3 clone ... _56 6e-07
gi[24418047|gb|AC066580.4 Homo sapiens chromosome 3 clone ... _56 6e-07
gi|24418046 |gb|AC090841.2 Homo sapiens chromosome 3 clone ... _56 6e-07
gi|24418045|gb|AC018808.5 Homo sapiens chromosome 3 clone ... _56 6e-07
gi|23130734|gb|AC098597.2 Homo sapiens BAC clone RP11-521C... _56 6e-07
gi|24757118|gb|AC073446.16 Homo sapiens chromosome 15, clo... _56 6e-07
gi|24635989|gk|AC021573.10 Homo sapiens chromosome 11, clo... _56 6e-07
gi|7657426|ref |[NM 014321.1 Homo sapiens origin recognition... _56 6e-07
gi|24580346 |gb|AC010274.6| Homo sapiens chromosome 5 clone ... _56 6e-07
gi|24496793 |gb|AC067817.10| Homo sapiens chromosome 8, clon... _56 6e-07
gi|23463017|gb|AC132153.2 Homo sapiens BAC clone RP11-111G... _56 6e-07
gi|24111074|gb|AC104620.5 Homo sapiens BAC clone RP11-2940... _56 6e-07
gi|[24464501 |gb|AF315312.2 Homo sapiens chromosome 8 clone ... _56 6e-07
gi|24462398|gb|AC012435.13| Homo sapiens chromosome 15, clo... _56 6e-07
gi|24462387|gb|AC104451.2 Homo sapiens chromosome 3 clone _56 6e-07
gi|24462312|gb|AC091975.3 Homo sapiens chromosome 5 clone _56 6e-07
gi|24462301|gb|AC104319.3 Homo sapiens chromosome 8 clone ... _56 6e-07
gi|24431902|gb|AC087276.13| Homo sapiens chromosome 11, clo... _56 6e-07
gi[24431663[gb[AC097015.2] Homo sapiens chromosome 3 clone 56 6e-07

FIGURA 4 : Identificacio de microssatélite GATA no genoma humano. Utilizou-se o
programa BLAST N para pesquisar as seqiiéncias do genoma humano disponibilizadas para

consulta publica.
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TABELA 1: Relacdo dos iniciadores “primers” desenhados e sintetizados

Iniciadores Seqiiéncia Tm
“Primers” Repetida Seqiiéncia dos “ primers” %@ Frag. Cromossomo
pb

ISO1P (GATA),4 5" CACTCCACAGAACCAGAACC 3’ 65.25 160 3
5" TGGAGACAGCAGTTCGTGGG 3° 64.49

ISOIM (GATA),4 5 GTGAACATCTGCCCTGCATTAG 3’ 68.69 220 3
5" AATTACGCCACCAGCTTTGTTG 3’ 65.64

IS01G (GATA);5 5" CAATTCCAGAAACCCCAAAATC 3° 66.38 280 15
5" GGGTCTTGTTCTGCCTTCAGAC 3’ 65.84

1S02P (TCTG),o 5" GCAGGGATTTGCCATAGGTG 3’ 63.91 150 8
5" CATTTGCAAAGAAACAGGAGAGAG 3’ 64.77

IS02M (GGCT)y 5" ATGTCCTATCCAGCCCTTCACC 3° 64.85 200 °5
5’ CTCCTTCGAACCTTCCTG 3’ —&= Zpcads .2@?&& 7 63.40

1S02G (TCTG)y 5’ TATTGCAGGGATTTGCCATAGG 3’ 63.94 260 8
5> TGGACACTTCTCCCCACACG 3° 68.01

&

ISO3P (GATA),5 5" CTTGTTACAAAAATCAGTGTTCTCCAC 3° 64.37 170 18
5" CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC 3° 64.16

ISO3M (GATA);s 5" AGAAGGATGAATAGATAGGATAAAGGATG 3° 63.43 220 8
5" ACCTAATATCCTCGCTTTCCCTAAAG 3° 65.64

IS03G (AGAT) 5" AGGAGTTCAAGACCAGACTGGATG 3’ 62.79 260 11
5° AAGATGTATTAAATGAAAAAGTATGCACTG 3° 61.20

IS04P (GATA);;5 5> GAGCCAATAGGAGATAGATTGGATG 3’ 64.99 160 15
) 5° GACGCAGGTTGGAATTTATAC 3° 66.77

1S04M (CAGA),, 5" CATTTGATGCCAAGACCTGTAC 3’ 64.57 200 °3
5" TTTGGGCCCAGATGACTTTC 3° 64.45

1S04G (TCTG)y, 5 TGCCATGATGGATCTTCTTACCC 3’ 64.47 270 4
5° CCTGTCAGCTGGTCCTTAGAAC 3’ 63.86

ISO5P (GATA),;5 5° CTCTTGTTACAAAAATCAGTGTTCTCC 3° 64.37 170 15
5 CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC 3’ 64.16

ISO5M (GATA)o 5" TTTGGGAGGCTGACGTAGGAG 3° 68.07 200 11
5 GGCTGAGGATGGATGGAAAC 3’ 66.57

IS05G (GATA);s 5" TAGATAGGATAAAGGATGGATGGACG 3’ 66.80 270 8
5" TGGACTCAATGCGACACTACAG 3’ 64.32
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5.3 - Analise da capacidade dos iniciadores de amplificar /oci polimérficos.

Numa primeira etapa, para verificar-se quais os pares de iniciadores
amplificavam microssatélites polimorficos, cada par de “primer” foi utilizado para
amplificagdo com DNA de trés doadores ( 19, 31 e 39). O resultado estd mostrado na

Figura S.

M 01 02 03 04 05 06 07 M 08 09 10 11 12 13 14 15 M

Figura 5: Analise de polimorfismos de diferentes loci microssatélites por eletroforese. Os
produtos da PCR com 15 pares de iniciadores ( 01=ISO1P, 02=ISOIM, 03=ISO1G,
04=ISO2P, 05=ISO2M, 06=ISO2G, 07=ISO3P, 08=ISO3M, 09=ISO3G, 10=ISO4P.
11=1S04M, 12=ISO4G, 13=ISO5P, 14=ISO5M, 15= ISO5G), foram andlisados por
eletroforese em gel de agarose 2,5 %. Para cada par de iniciador, foi realizada PCR de
3 diferentes individuos (19, 31 e 39). Aplicou-se no gel 13 uL de cada reagdo da PCR.
M - marcador “ladder” 250pb.

Dos 15 pares de iniciadores analisados dois ndao amplificaram (08=ISO10
14=ISO5M). Dos 13 iniciadores que amplificaram 8 apresentaram microssatélites com
polimorfismo (03=ISO1G; 04=ISO2P; 05=ISO2M; 06=ISO2G; 07=ISO3P; 09=ISO3G:;
10=ISO4P; 12=ISO4G; 13=ISO5P). Dos iniciadores que amplificaram /oci polimorficos
selecionou-se o par ISOSP (F 5° CTCTTGTTACAAAAATCAGTGTTICTCC 3" e R 5’
CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC 3°), para analise genética do locus microssatélite na
populacdo de Manaus-AM, por apresentar bandas alélicas bem definidas mesmo em gel de

agarose.
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A regido amplificada pelo par de iniciadores ISOSP esta localizada no brago
pequeno do cromossomo 15, entre as bandas 15pl1+2 e 15pll1+1 (Figura 6) e foi
encontrada no clone gendmico de nimero RPN11757E13. A seqiiéncia de bases aminadas
deste clone foi registrada no Banco de Genes disponibilizado na pagina Internet da NCBI
(National Center for Biotechnology Information) sob o codigo 24757118|gb|AC073446.16,
os detalhes da seqiiéncia e da localizagdo dos iniciadores ISOSP estdo apresentados na

Figura 7.

A seqiiéncia codificadora da proteina identificada pelo nimero de acesso
21:27483019 ¢é a tnica registrada até o momento para o mesmo clone (Figura 8). A
proteina codificada por esta seqiiéncia faria parte de uma familia de auto-antigenos
presentes no sistema de Golgi, as golginas. Estes resultados podem ser verificados por
consulta ao Banco de Genes mas ainda ndao foram publicados independentemente. A
representacdo do clone RPN11757E13 em azul, na Figura 8, indica que seu
sequenciamento esta terminado e a escala numérica na mesma figura indica o nimero de

-
pares de bases seqiienciado nesta regido do cromossomo 15.
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FIGURA 6: Localizaciio da sequéncia microssatélite escolhida no cromossomo 15. A regido
amplificada pelo par de iniciadores ISO5P est4 localizada no braco pequeno do cromossomo de

numero 15 (trago em vermelho).
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agatatttgtatatctctattgccagatcatgeccatagactatctgtgttttctttacta
ctataaatagagtgattggtgtctttaatcagattagagggtcaattccagaaaccccaa

aatcaatttagaaaactcattcttaaaattctgttcctecagaaccaiiiaaaag

D223 22>3533>32>

—acagaaacagagccaataggagatagattggatgtatggatagata

>3350 53>225>>=> dde %k gk kK ok

gatagatagatagatagatagatagatagatagatagatagatagattagacagatagat

dodk ok dk g ek ke ok deodk ke e ek ok ok e e kb gk kb ok ke ke b e ke ke ok ke ok ke ok

agatatacaagattoc GEEEEAESEEEEEEEREREEES- 5o At aaattcoaacctac

L s R CCcRKLE<ss<<<
gtctgaaggcagaacaagacccatgtcccagecttaaagacctgctgggagagagtgaatt

tgctcttgatcatcttcttgtttctgttcaggacttecttggattgtatcaggcccaccea

FIGURA 7: Seqiiéncia do microssatélite escolhido e de suas bordas. Parte do cromossomo
humano 15 (clone RP11-757E13, numero de acesso no Banco de Genes AC073446.16) contendo
microssatélite (destacado em amarelo). Os iniciadores utilizados para amplificar a regido que
contém o microssatélite (destacados em azul) também estdo representados ( ISOSP — F 5°

CTCTTGTTACAAAAATCAGTGTTCTCC 3’ e R 5 CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC 3°).
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FIGURA 8: Localizagio em detalhes do microssatélite eleito ISOSP parte do cromossomo
humano 15. Com indicagdes da localizagdo da regido do locus de microssatélite “GATA”
amplificavel pelo par de iniciadores ISOSP e da ORF mais préxima, que codifica uma proteina

similar a um auto-antigeno do Golgi, que faz parte da familia das golginas.
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5.4 - Padronizaciao das reacoes da PCR.

Para otimizar as reacdo de PCR, fez-se necessario o ajuste das
concentragdes dos seguintes componentes: MgCl,, DNA, iniciadores ISOSP, e Taq

Polimerase.

5.4.1 — Escolha da melhor concentragao de MgCl,.

O resultado da analise da concentracdo de MgCl, na reagdo de PCR, por
meio da eletroforese esta mostrada na Figura 9. As melhores concentracdes verificadas
foram 1,8 mM — 2,1 mM, por isso optou-se pela concentragdo do MgCl, 2,0 mM. Nessa
concentracdo seria possivel amplificar-se com eficiéncia apenas 0 produto esperado da
PCR, sem bandas inespecificas como pode-se verificar em concentragdes maiores como

2,4 e 3,0 mM.

FIGURA 9: Analise da melhor concentragio de MgCl,. Os produtos de PCR gerados pelo par
de iniciadores ISO5P (13 nL cada) foram analisados por eletroforese em gel de agarose
2,5%. As concentragdes de MgCl, nos sistemas de amplificagdo foram: 1- 0 mM; 2- 0,6
mM; 3- 0,9 mM; 4- 1,2 mM; 5- 1,5 mM; 6- 1,8 mM; 7-2,1 mM; 8- 2.4 mM; 9- 3,0
mM.
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5.4.2 — Escolha da melhor concentraciao de DNA.

O resultado das reagdes de PCR utilizando diferentes concentracdes de

DNA, este apresentado na Figura 10.

DNA

1 2 3 45 6 7 89

FIGURA 10: Analise da concentracio do DNA . Os produtos de PCR (13 pL cada) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2,5 %. As concentragdes do DNA (doador
19) nos sistemas de amplificagdo foram: 1- 0 ng/pL; 2- 0,2 ng/uL; 3- 0,4 ng/pL; 4- 0,6
ng/uL; 5- 0,8 ng/uL; 6- 1,0 ng/pL; 7- 1,2 ng/pL; 8- 1,6 ng/uL; 9- 20 ng/pL.

Escolheu-se a concentracdo de 1,0 ng/uL para as reagdes subseqiientes pois
nessa condi¢do ocorreu uma amplificagdo eficiente do fragmento alvo com ocorréncia de

amplificagdo inespecificas relativamente “background” baixa.
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5.4.3 — Escolha da melhor concentrac¢io dos iniciadores.

O resultado da analise da variagdo na concentracdo dos iniciadores na

reagdo de PCR, por meio de eletroforese em gel de agarose esta mostrado na Figura 11.

Iniciadores ISOSP

12 34567 8 9

Figura 11: Analise do efeito da concentra¢io do par de iniciadores ISO5P nas
reagdes de PCR. Os produtos da PCR (13 pL cada) foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2,5%. As concentragdes dos iniciadores ISOSP nos sistemas de amplificagdo foram: 1=0
pmoles/nL; 2=0,04 pmoles/uL;3=0,08 pmoles/pL; 4=0,12 pmoles/pL; 5=0,16 pmoles/pL; 6-0,20
pmoles/pL; 7- 0,24 pmoles/puL; 8=0,32 pmoles/ulL; 9=0,40 pmoles/pL.

Escolheu-se a concentragdo dos iniciadores de 0,20 pmoles/uL por ser uma

concentragdo ainda pequena que produziu amplificagdo muito eficiente.

40



5.4.4 — Escolha da melhor concentracio da Taq polimerase.

O resultado da analise da utiliza¢do de diferentes concentragoes da enzima

taq polimerase na reagdo de PCR, por meio de eletroforese, esta mostrado na Figura 12.

Taq Polimerase

98 76 5 4321

Figrura 12: Analise da concentra¢io da Taq Polimerase na rea¢io da PCR. Os
produtos da PCR (13 pL cada) foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2,5 %. As
concentragdes da Taq Polimerase nos sistemas de amplificagdo foram: 1=0 U/uL; 2=0,02 U/uL;
3=0,04 U/pL; 4=0,06 U/uL; 5=0,08 U/uL; 6=0,10 U/uL; 7=0,12 U/uL; 8=0,16 U/uL; 9=0,20
U/uL.

Por razdo de economia escolheu-se a concentra¢do de 0,06 U/uL por resultar em
uma banda de flourescéncia consideravel. Poder-se-ia aumentar essa concentra¢do em até
0,12 — 0,16 U/uL e obter-se a banda especifica com baixo nivel de amplificagdo

inespecificas.
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Em conjunto esses resultados resultaram na escolha das seguintes concentragdes:
MgCl, — 2,0 mM; DNA — Ing/pL (25 ng por sistema de 25ul); iniciadores — 0,20
pmoles/uL e Taq polimerase — 0,06 U/uL. Esses valores sdao da mesma ordem de grandeza

dos descritos para inimeras rea¢des de PCR (Sambrook, 1989).

5.5 - Anmplificacio do locus microssatélite escolhido das amostras de DNA
humano.

Para proceder-se a analise do /ocus microssatélite escolhido (iniciadores

ISOS5P) submeteu-se 0 DNA de 122 doadores a reagdo da PCR nas condigdes eleitas. Os

produtos da PCR foram primeiramente analisados por eletroforese em gel de agarose 2,5

%. O resultado foi a geragao de produtos de amplificacdo para todas amostras Figura 13.
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FIGURA 13 : Analise eletroforética dos produtos da PCR. Resultado da amplificagdo dos
iniciadores ISO5P por PCR de 122 amostras de DNA humano. A analise processou-se por meio de
eletroforese em gel de agarose 2.5 % . As amostras de DNA estdo indicadas numericamente e o
marcador “ladder” 100 pb pela letra M.
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Para melhor separagdao dos alelos microssatélites os produtos da PCR
gerados para 122 doadores voluntarios foram analisados por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida a 4 % e colorag@o com prata. Os resultados estdo mostrados
nas Figuras 14 e 15.

Identificou-se nesta amostra de populacdo a existéncia de sete alelos
diferentes, cujos tamanhos foram estimados utilizando-se como padrdo o marcador
multiplo de 100 pares de bases “ladder 100 bp”, da Life Technologies.

Os alelos foram denominados: a, b, ¢, d, e, f e g com os tamanhos
respectivamente de: 184, 180, 176, 172, 168, 164 e 148 pb. Curiosamente possiveis alelos

de 160, 156 e 152 pb ndo estavam representados na amostra da populagio analisada.
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FIGURA 14: Analise eletroforética dos microssatélites. Perfis eletroforéticos dos produtos da
amplificacdo de DNA dos individuos utilizando o par de iniciadores ISOSP. Os fragmentos
amplificados foram separados em géis desnaturantes de poliacrilamida a 4 %, corados com prata.
Os numeros acima das figuras identificam os individuos. (M): ladder 100 pb. (A): escada alélica,
construida a partir da amplificagdo do DNA de individuos portadores de alelos com peso molecular
diferente (a=184, b=180, c=176, d=172,e=168, f=164, g=148).
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FIGURA 15 : Analise eletroforética dos microssatélites.Perfis eletroforéticos dos produtos da
amplificagdo de DNA dos individuos utilizando o par de iniciadores ISOSP. Os fragmentos
amplificados foram separados em géis desnaturantes de poliacrilamida a 4 %, corados com
prata. Os nimeros acima das figuras identificam os individuos. (M): ladder 100 pb. (A):
escada alélica, construida a partir da amplificagdo do DNA de individuos portadores de
alelos com peso molecular diferente (a=184, b=180, ¢=176, d=172,e=168, f=164,
g=148)
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5.6 — Analise genética.

Procedeu-se a andlise estatistica dos resultados obtidos pela amplificacdo do
DNA dos 122 doadores voluntéarios da populacdo de Manaus/AM, utilizando o programa
Arlequin (Shneider, el al., 2000). As freqiiéncias, nesta amostra, dos alelos gerados nas
reagoes de PCR utilizando o par de iniciadores ISOS5P estdo representadas na Tabela 2 € no
Grafico 1. As freqiiéncias genotipicas para a mesma amostra estdo representadas na Tabela

3 e no Grafico 2.

Tabela 2: Analise do resultado obt

ido para os 122 doadores voluntarios da populagdo de Manaus.

Alelos Tamanho do No. de vezes Freqiiéncia Nimero provavel
fragmento que o alelo foi observada de repeticdes do
amplificado observado para o alelo “nucleo” do
microssatélite

a 184 1 0,00410 16

b 180 10 0,04098 15

c 176 23 0,09426 14

d 172 26 0,10656 13

€ 168 58 0,23770 12

f 164 111 0,45492 11

- 160 0 0,00000 10

- 156 0 0,00000 9

- 152 0 0,00000 8

g 148 15 0,06148 7

TOTAL 244 1,00000
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FIGURA 16: Representagdo grafica das freqliéncias alélicas observadas na amostra de populagido

de Manaus em reagdes de PCR realizadas utilizando o par de iniciadores ISOSP

Tabela 3: Freqiiéncias genotipicas observadas pela amplificacdo do DNA dos 122 doadores.

Gendtipo N’ de vezes que o Freqiiéncia observada para o

gendtipo foi observado gendtipo

ag 1 0,00820
be 1 0,00820
bd 1 0,00820
be 3 0,02459
bf 4 0,03279
bg 1 0,00820

cc 1 0,00820
cd 3 0,02459

ce 5 0,04098

cf 13 0,10656

de 5 0,04098
df 16 0,13115
dg 3 0,02459
ee 9 0,07377

ef 23 0,18852

eg 4 0,03279

ff 24 0,19672
TOTAL 122 1,00000
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grafica das freqiiéncias genotipicas observadas em uma amostra de populagdo de Manaus/AM em
-

reagdes de PCR realizadas utilizando o par de iniciadores ISOSP para amplificar um locus de

microssatélite no cromossomo 15.

A analise estatistica dos resultados obtidos para 122 individuos da cidade de

Manaus, utilizando o Teste de Markov, indicou que a freqiiéncia esperada de genotipos

heterozigotos seria 0,71193. A freqiiéncia observada de heterozigotos foi 0,72131 e

ocorreu um desvio padrio do equilibrio de 0,00127 (Tabela 4).

Nao se observou diferengas entre a freqiiéncia de heterozigotos observados ¢ a

esperada (P < 0,05), indicado que a populacdo amostrada estd em equilibrio para o loco

génico de microssatélite amostrado, segundo o Principio de Hardy-Weinberg (Tabela 4).

Tabela 4: Analise estatistica dos resultados obtidos para 122 doadores voluntarios da populagdo

de Manaus.

Locus No. de Freqiiéncia Freqiiéncia Valor de Desvio
genotipos observada de esperada de “p» padrao
analisado heterozigotos | heterozigotos

1 122 0,72131 0,71193 0,66928 0,00127
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A heterozigosidade observada pela analise dos resultados da amplificagdo do DNA
de amostras, com cerca de 200 individuos hispano-americanos, utilizando 12 pares de
iniciadores para /oci microssatélites, comercializados por uma empresa de biotecnologia
norte americana, a PROMEGA, ¢ semelhante a que foi observada com a utiliza¢do do par
de iniciadores ISOSP para amplificar o DNA de doadores voluntarios residentes em
Manaus (Tabela 5, Grafico 3).

Freqiiéncias de heterozigotos proximas a 70 % também foram verificadas para um
locus denominado D14S299 (wglc5) quando experimentos foram realizados com
populacdes caucasianas (0,812), populagdes de chineses (0,743) e japoneses (0,726).
Apesar da similaridade dos valores verificados, neste caso, para todas estas amostras da
populacdo humana, as pequenas diferengas encontradas, neste caso, foram estatisticamente

significantes entre estes trés grupos populacionais (Yoshimoto et al., 1999).

TABELA 5 : Valor de heterozigosidade de locus microssatélites de diferentes populagdes
(PROMEGA GenePrint STR, 7/99)

INICIADORES POP. CAUCASIANA* POP. HISPANO- POP. DE
AMERICANA*  MANAUS/AM

F13A01 0,76339 0,7973

F13B 0,75122 0,63134

FESFPS 0,69953 0,67619

LPL 0,76961 0,68571

HPRTB 0,73832 0,70093

CSF1PO 0,78139 0,69725

THO1 0,76526 0,75455

TPOX 0,64651 0,67273

vWA 0,8216 0,75472

D165539 0,72857 0,78261

D75820 0,79524 0,81643

D13S317 0,70952 0,77778

ISO5P 0,72131
MEDIA 0,74751 0,72896

* dados fornecidos pela PROMEGA
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FIGURA 18: Representacdo grafica da heterozigosidade observada para loci de Microssatélite em
amostras de populagdes (Caucasiana, Hispano-americana e de Manaus/AM)

O trabalho apresentado nesta dissertagdo representa o primeiro estudo de
microssatélites humanos no Estado do Amazonas. O numero e freqiiéncia dos alelos bem
como a heterozigosidade, indica que esse /ocus pode ser de utilidade para analise genética,

especialmente na area forense e em determinagdo de paternidade.
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6 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 - Conclusoes

e “Navegar” no Genoma Humano com o programa BLAST N foi um
procedimento eficiente para identificar seqiiéncias microssatélites.

e Dos 15 loci microssatélites analisados 8 mostraram-se polimorficos.

e O locus microssatélite ISOSP, estudado apresentou 7 alelos diferentes com

heterozigosidade de 0,72131.

e Em relagdo a esse /ocus a populagdo de Manaus mostrou estar em equilibrio

de Hardy-Weinberg.

6.2 - Perspectivas

Serdo estudados em detalhes os outros /oci polimoérficos.

Os loci microssatélites polimoérficos serdo utilizados para analise de

paternidade e forense na popula¢do de Manaus.
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ANEXO 1

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Programa de P6s-Graduagdo em Genética e Evolugao, convénio UFSCar/UFAM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Investigador: ISABEL DA MOTA PONTES
Institui¢ao: Universidade do Amazonas/Universidade Federal de Sdo Carlos
Telefone: (92) 644-1295

Titulo: “Desenvolvimento de Novos Marcadores Microssatélites para Andlise Genética em
Humanos”.

Patrocinador e Executor: Universidade do Amazonas/Universidade Egderal de Sao Carlos.

Colaboraciao: Fundagao Hospital Getulio Vargas e Centro de Apoio Multidisciplinar/UA
Descri¢ao e objetivo do estudo:

Desenvolver a partir do DNA humano da populagdo de Manaus um Banco de Dados Genéticos (de
freqliéncias génicas) capazes de possibilitar a execugdo em Manaus do teste de paternidade e outras analises
criminalisticas (forense) contribuindo para o bem estar e seguranca da populagao.

Riscos associados ao estudo:

Se referem apenas a retirada de 3 mL de sangue, o maior desconforto sera no momento em que a
pele for perfurada por uma agulha. Sera utilizado material descartavel e estéril na coleta da referida amostra
de sangue. Todos os procedimentos de que participarei serdo realizados em apenas uma ocasido, nao havera
necessidade de hospitalizagao.

Beneficios:

Participando neste estudo, eu ndo obterei qualquer beneficio pessoal adicional, mas estarei
contribuindo para o desenvolvimento da pesquisa em genética na nossa regido e possibilitando analise de
paternidade e criminalistica o que contribuira para o bem estar e seguranga da populacao.

Serei ressarcido por eventuais despesas decorrentes da participacdo na pesquisa, bem como poderei
ser indenizado diante de eventuais danos decorrentes do estudo.

Confidencialidade e avaliacao dos registros:

Minha participagdo neste estudo sera confidencial e os registros ou resultados dos testes relacionados
ao estudo serdo mostrados apenas a representantes da UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS e
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS, bem como a autoridades normativas nacionais e
internacionais.



Direito a retirada do estudo:

Eu tenho o direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou conhecidos para
mim, durante minha participa¢do neste estudo. A qualquer momento poderei solicitar o encerramento de
minha participag@o nos estudos.

Eu serei consultado com antecedéncia caso outros estudos venham ser realizados com a amostra
coletada serei capaz de contactar com Isabel da Mota Ponte, cujo o enderego ¢ Av. Gen. Rodrigo Otavio
Jordao Ramos, 3000 — Mini-Campus, Bloco “G”, Laboratorio de Tecnologia de DNA; Tele/Fax : (92) 644-
1295.

Participa¢do voluntaria:

A minha participagdo neste estudo € voluntaria. Se eu recusar a participagdo neste estudo, ndo havera
qualquer tipo de retaliagdo ou perda de beneficios a que eu tenha direito.
Eu tenho direito de manter uma copia assinada deste documento.

Consentimento pés-informacio:

Apds ter recebido informagdes claras sobre o conteudo deste termo, livremente, expresso meu
consentimento, eu concordo com minha participacdo, como sujeito, no estudo.

DATA / /

ASSINATURA - Doador

DATA / /

ASSINATURA — Pesquisador Responsavel




ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDEREAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Programa de Pés-Graduagao em Genética e Evolugao, convénio UFSCar/UFAM

QUESTIONARIO DO PROJETO:

“DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MARCADORES MICROSSATELITES PARA ANALISE
GENETICA EM HUMANOS”

I - IDENTIFICACAO DO DOADOR

g

N° do Processo:

1. Nome 2.Sexo( )F( )M
3. Data nasc. / / 4. Idade

5. Naturalidade 6. Etnia

7. Endereco

8. Municipio 9. Estado

10. Tempo em que vive neste local

12. Transfusdo de sangue: ( ) sim ( ) ndo

14. Pai:

16. Etnia:

18. Mae:

20. Etnia:

III - OBSERVACOES:

11. Procedéncia

13. Data / /

15. Naturalidade:

17. Estado:

19. Naturalidade:

21. Estado:

Data da entrevista: / /

Assinatura do(a)Entrevistador(a)
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MINISTERIO DA SAUDE
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Dr. Spariaco Astolfi Filho (orientador)
Instituicdo: Universidade do Amazonas / AM
Area Tematica Especial: Genética Humana

Ao se proceder & analise das respostas ao parecer CONEP n°
B78/2002, reiativo ao projeto em questéo, considerou-se que:

a) foram atendidas as solicitagdes do referido parecer,

b) © projeto preenche os requisitos fundamentais das Resotugges CNS
196/86, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanas; ’

c) o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituigac supracitada .

Diaule do expocto, a Cnmissda Nagional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuigtes definidas na Resolugan CNS 196/96, |
manifesta-se pela aprovacdo do projeta de pesquisa proposto.

Situagao : Projeto aprovado.
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