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Resumo

Neste trabalho propusemos e analisamos metodologias empregadas no uso da
tecnologia dos Acidos Nucléicos Livres de Células Fetais (cffDNA = Cell Free Fetal
DNA) no diagnostico pré-natal ndo invasivo (DPIN = Non-invasive Prenatal
Diagnosis). Dada a modernidade das tecnologias empregadas e a sua
repercussao nas familias envolvidas, procuramos discutir algumas implicacdes
éticas, sociais e legais. Ao contrario da crenca popular de que a placenta constitui
uma barreira impermeavel entre mée e filho, ha trafego bidirecional entre o feto e a
mae durante a gravidez. Véarios estudos tém demonstrado que tanto células fetais
intactas e acidos nucléicos livres de células fetais (cffNA, ou seja, DNA e RNA)
atravessam a placenta e circulam na corrente sanguinea materna. Identificamos
quatro diferentes aplicagfes da tecnologia de andlise do cffDNA: a) Determinacdo
pré-natal do sexo, utilizada em gestacbes com risco de uma doenca ligada ao
sexo e realizada através da deteccdo do cromossomo masculino Y; b) O
diagnostico de certas doengas de gene Unico, normalmente através da deteccdo
de mutacdo herdada paternalmente; c) Aneuploidia fetal, tal como a Sindrome de
Down, onde hé alteracbes cromossbémicas; d) Deteccdo do tipo de sangue fetal
em gestacdes com risco de incompatibilidade, sobretudo RhD. Para realizar este
trabalho utilizamos a determinacdo pré-natal do sexo em 53 gestantes em
diferentes periodos gestacionais. Para tal, testamos e propusemos metodologias
de extracdo do DNA; amplificagdo do DNA extraido através da técnica da PCR
(Polymerase Chain Reaction) e de uma nova metodologia denominada LAMP
(Loop Mediated Isothermal Amplification); e a analise final dos resultados. Além
disso, comparamos a eficiéncia da PCR e LAMP amplificando diferentes
segmentos do cromossomo Y: DSY14 e TSPY. Em trés casos as amostras foram
descartadas porque ndo houve a confirmacdo do sexo fetal apds os testes
moleculares devido a perda de contato com as gestantes. Em outros dois casos 0s
resultados apontaram para fetos masculinos, entretanto, no ultra-som eles foram
confirmados como femininos, provavelmente devido a uma contamingdo. No final
obtivemos 28 amostras (58,33%) masculinas, com a amplificacdo das sequéncias
do cromossomo Y e 20 amostras (41,67%) femininas que ndo amplificaram a



sequéncia do cromossomo Y e apenas para o0 controle. Nossos resultados
demonstraram que a amplificacdo por LAMP é mais eficiente que a PCR na
analise de DSY14, sendo que o limite de deteccdo é de 10 pg e 0,1 pg, para a
PCR e o LAMP, respectivamente. Concluimos que a amplificacdo utilizando a
metodologia de LAMP é mais rapida (60 minutos) e apresenta uma alta
especificidade, sensibilidade e néo requer equipamentos sofisticados para reacéo,
comparada com a técnica da PCR. Tais caracteristicas viabilizam esta

metodologia em laboratérios com poucos recursos.

Palavras-chave: DNA Fetal, PCR, LAMP, fentograma, sexagem fetal.



Abstract

In this paper we proposed and analyzed methodologies using the technology of
Cell-Free Fetal Nucleic Acid-Free (cffDNA = Cell Free Fetal DNA) in noninvasive
prenatal diagnosis (NIPD). Due to the modern technologies employed and their
repercussion among the involved families, we sought to discuss some ethical,
social and legal implications. Contrary to the popular belief that the placenta forms
an impermeable barrier between mother and child, there is bidirectional traffic
between the fetus and mother during pregnancy. Several studies have shown that
not only intact cells but also fetal cell-free fetal nucleic acids (cffNA, ie, DNA and
RNA) cross the placenta and travels in the mother's bloodstream. Four different
applications of analysis technology were identified: cffDNA: a) Prenatal Sex
Determination, used in pregnancies under the risk of sexual transmitted diseases
and performed through the detection of the Y chromosome b) The diagnosis of
certain diseases of a single gene through the detection of paternally inherited
mutation c) Fetal Aneuploidy, such as Down syndrome, where chromosomal
abnormalities may occur d) identifying the type of fetal blood in pregnancies under
the risk of incompatibility, especially RhD. To carry out this work it was used the
pre-natal determination of sex in 53 pregnant women at different gestational
periods. For that it was proposed and tested methods of DNA extraction,
amplification of DNA obtained by PCR (Polymerase Chain Reaction) and a new
methodology called LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) and the
analysis of final results. Furthermore, the efficiency of LAMP and PCR was
compared by amplifying different segments of the Y chromosome: DSY14 and
TSPY. In three cases the samples were discarded because there was no fetal sex
confirmation after molecular tests due to loss of contact with pregnant women. In
two other cases the results pointed to male fetuses whilst the ultrasound confirmed
these fetuses as females due to contamination. Finally it was obtained 28 male
samples (58.33%) with amplification of the sequences of the Y chromosome and
20 female samples (41.67%) that did not amplify the sequence of the Y

chromosome but only for the control. These results showed that the amplification



lamp is more efficient than PCR, in the analysis of DSY14, the limit of detection is
10 pg and 0.1 pg for LAMP and PCR respectively. It was concluded that the
amplification using the LAMP method is faster (60 min) and has a high sensitivity
and specificity and does not require sophisticated equipment for reaction if
compared to the PCR method. These characteristics make this methodology

feaseable in laboratories with limited resources.

Keywords: Fetal DNA, PCR, LAMP, fentogram, fetal sexing.
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1. Introducéo:

1.1 Diagnéstico pré-natal

Em 1997, Dennis Lo, entdo pesquisador na Universidade de Oxford e atualmente
professor de medicina na Universidade de Hong Kong, publicou um artigo seminal
na Lancet. Pela primeira vez demonstraram a possibilidade de analise de DNA do

cromossomo Y fetal circulando no plasma materno (LO et al., 1997).

Este DNA provéem de células da placenta, que expulsam o seu DNA para a
circulacdo materna durante a morte de células normais, quebrando o0s
cromossomos em fragmentos curtos. Além disso, RNA livre fetal derivado de
genes placentarios também foi detectado no sangue materno em 2000 (POON et
al., 2000), para comprovar que tem propriedades similares as cffDNA (Cell Free
Fetal DNA). Ao contrario das células fetais, que podem persistir por décadas,
cffDNA é rapidamente eliminado da circulagdo materna e sdo indetectaveis duas
horas ap6s o parto (LO e CHIU, 2007). Apesar dos acidos nucléicos fetais serem
diluidos no sangue materno, a quantidade de cffDNA aumenta com a idade
gestacional e abrange cerca de 5-10% do DNA total livre de células no sangue
materno durante o primeiro e segundo trimestres de gestacdo (LUN et al., 2008).
A guantidade exata de cffDNA varia entre individuos, mas pode ser detectado com

seguranca em torno da 72 semana de gestacdo (Tabela 1).

Tabela 1: Resumo das principais propriedades dos elementos do feto e da

placenta Nno sangue materno

Propriedades cffDNA Células Fetais
Deteccdo precoce Quatro semanas ~ Sete semanas
Proporcgao 5a10% 0,0001 a 0,01%
Persisténcia no Sangue < 24 horas < 27 anos
Materno

Propriedades Fisicas Fragmentos Pequenos Nucleo Denso




O desenvolvimento e aprimoramento de técnicas nao invasivas de diagndstico
sdo objetivos constantemente almejados pela Medicina. As técnicas de
diagnostico por imagem, como ultrassom e tomografia computadorizada,
representam um lado muito importante deste processo e os métodos laboratoriais

baseados em amostras bioldgicas uma segunda vertente.

A distingdo ou o isolamento de cffDNA do sangue materno, o qual possui o seu
préprio DNA livre em grandes quantidades, € um desafio técnico por algumas
razdes: a) a concentracdo de todo o DNA de células livres no sangue é
relativamente baixa; b) as concentracbes de cffDNA s&o substancialmente
menores que o DNA livre da propria mae; c) o feto herda metade de suas
sequéncias de DNA da mae, fazendo com que grande parte do cffDNA seja

indistinguivel .

Uma série de métodos foram desenvolvidos para resolver esses problemas.
Durante o isolamento do cffDNA, seguido pela extracdo de DNA, é fundamental
garantir que ndo seja extraido o DNA presente nas células e que o méximo de
DNA seja isolado. Apés o isolamento do DNA, pequenas diferencas entre as
sequéncias de DNA fetal e materno sdo exploradas a fim de detectar
especificamente o DNA fetal. Desde que a proporcdo de DNA fetal seja
relativamente pequena, uma técnica altamente sensivel deve ser usadas para
detectar sequéncias de DNA fetal especificas. Comumente, a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) € usada para identificacdo de sequéncias especificas. A
PCR funciona de forma a amplificar exponencialmente copias de uma sequéncia
especifica, aumentando tremendamente a proporcdo de DNA com a sequéncia

fetal em relagdo as sequéncias maternas.

Como alternativa a amplificacdo da sequéncia especifica do DNA foi descrita uma
metodologia denominada LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification),
descrita por Notomi et al. (2000). A tecnologia LAMP é bastante precisa e eficiente

e foi utilizada pela primeira vez neste trabalho para analise de cffDNA.

Atualmente, constitui-se uma importante area de pesquisa identificar marcadores
moleculares fetais especificos e universais, que possam ser utilizados tanto como
testes de diagnosticos ou para confirmar e quantificar a presenca de DNA fetal,
independente de sexo ou outros testes diagnosticos. Estes marcadores podem

ser como um controle positivo para a presenca de cffDNA, a fim de identificar
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resultados falsos negativos causados por problemas com o processo de extracao
do DNA ou niveis de DNA circulante abaixo do limite de deteccdo. Um marcador
molecular fetal sob pesquisa € a deteccdo de sequéncias especificas de DNA
localizadas nos cromossomos autossomicos herdados do pai, incluindo
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e sequéncias de STRs (short tandem

repeat), onde o numero de repeti¢cdes varia entre 0 genoma materno e paterno.

Até o momento, foram propostos dois métodos, ainda em fase de pesquisa,
capazes de cumprir todos os requisitos para um marcador molecular fetal
universal baseado na exploracéo de diferencas na atividade de certos genes, tais
como aqueles necessarios para o crescimento e desenvolvimento, entre 0s genes

fetais, da placenta e da mae:

 Mudancgas epigenéticas entre o feto e a mée resulta em diferentes niveis de
atividade génica, mais especificamente na metilacdo do DNA. Por exemplo,
0 supressor da regidao promotora de dois tumores - maspin e RASSF1A - séo
diferencialmente metilados na placenta em relacao as células maternas (LO,
2006);

. Identificacdo de RNA mensageiro que é exclusivamente derivado de DNA
fetal ativo. Em pesquisas realizadas tém sido demonstrado que inUmeras
espécies de RNA serem de origem placentaria sendo assim detectavel no

plasma materno durante a gravidez (NG et al., 2003).

Toda gestacdo possui um risco do feto apresentar uma anomalia, inclusive
cromossOmica. Estas anomalias podem ocorrer devido a erros na formagao dos
gametas ou mesmo no desenvolvimento embrionério, podendo ser de origem
exclusivamente genética ou estarem sujeitas a fatores ambientais (DENNERY et
al., 2007).

O diagnostico precoce de algumas alteracbes permite a prevencdo de
determinadas doencas e/ou o tratamento das mesmas, o que torna 0s exames
pré-natais essenciais (THAPAR et al., 2007). Na maioria das vezes a
determinacdo de fenotipos no feto e a suspeita de anomalias cromossémicas
levam a indicacdo de exames invasivos, tais como: a amniocentese ou a bidpsia
de vilosidade coribnica, e ambos apresentam risco de uma infeccdo ou alguma

complicacdo que pode levar a perda do feto (STEWART et al., 2004).



Em estudos realizados por Seeds (2004) o risco de perda fetal devido a
amniocentese encontra-se entre 0,5 e 1%. Ja Cavallotti et al. (2004) encontraram
uma incidéncia de perdas de 1% para biopsia de vilosidade coriénica e 1,7 % para
amniocentese. Visando anular tal risco de morte fetal, diversas pesquisas tém
buscado a utilizacdo de novas tecnologias para o diagnéstico pré-natal (LEVI et
al., 2003).

Em 1966 foi demonstrado que a constituicdo cromossémica de um feto podia ser
determinada pela analise de cultura das células do liquido amniético (STEELE et
al., 1966). Apos quase 40 anos, grandes avancos na area de diagnostico pré-natal
tém sido alcancados e cada vez mais se estudam meétodos ndo invasivos que

propiciem o diagnostico precoce de disturbios fetais (OGILVIE et al., 2005).

A descoberta de que ocorre passagem de células fetais para o sangue materno foi
um fato demonstrado em 1989, por Lo et al., através de uma técnica de biologia
molecular, a PCR. O isolamento de células fetais da circulagdo materna é
tecnicamente bastante complexo, sendo ainda hoje pouco realizado, aumentando
0 interesse por técnicas que prescindam do isolamento das células fetais
(BIANCHI, 1998).

Alguns anos mais tarde, pesquisadores da area de Oncologia demonstraram a
existéncia de DNA tumoral livre (cell-free) no plasma de pacientes. Estes achados
tiveram grande repercussédo e estimularam inUmeras pesquisas que comprovaram
a presenca do DNA tumoral em diferentes tipos de neoplasia, sendo atualmente
empregadas no diagndéstico precoce de recidiva e na avaliagdo do prognadstico
(BIANCHI, 2004).

Baseados nestes dados, em 1997, Lo et al. demonstraram um fenbmeno analogo:
a presenca de DNA fetal no plasma de mulheres gravidas. A partir dai, varios
grupos de pesquisas reproduziram estes achados, demonstrando claramente a
superioridade do DNA fetal plasmatico em relacdo as preparacbes de ceélulas

fetais isoladas do sangue materno (LEVI et al., 2003).

Lo et al. (1999) conseguiram demonstrar que no primeiro e segundo trimestres de
gestacado, o DNA fetal corresponde a uma concentracdo média de 3,4% de todo o

DNA presente no plasma, chegando a 6,2% no terceiro trimestre.



Ja Rijnder et al. (2004) sugeriram que o DNA livre fetal de uma gravidez anterior
nao pode ser detectado em soro materno mesmo sendo utilizadas técnicas
altamente sensiveis. A partir destes resultados, outros estudos evidenciaram a
superioridade pratica do DNA fetal plasmatico em relacdo as preparagbes de

células isoladas do sangue materno.

O conceito de triagem e diagnostico pré-natal, e sua associagdo com as decisdes
da mae em relacdo a gestacao, levantam uma série de questdes éticas, juridicas
e sociais (SCOTT, 2003).

O teste pré-natal por meio de cffDNA levanta novas questdes em virtude do fato
de que ele atravessa fronteiras entre o teste pré-natal profissional, que até agora
tem sido dirigido por profissionais e instituicbes responsaveis pela prestacdo de
cuidados de saude, e testes diretos ao consumidor. Os principios éticos da
autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e da justica, sem duvida, proporcionam
um quadro util de andlise de todas as implicacdes da DPIN (Non-invasive Prenatal
Diagnosis). Quando falamos de cuidados no pré-natais é importante que o
fornecimento de diagndsticos mais seguros € util na reducdo de danos tanto para
mae quanto para feto. No entanto, varias caracteristicas dos testes utilizando
cffDNA levantam inUmeras questdes como particulares, éticas e sociais, devido a

um aumento no numeros de testes que seria realizados que sao elas:

» Aumento da seguranca - removendo qualquer risco direto de danos ao feto.

A técnica de cffDNA também é mais segura para a mae, ao contrario de

técnicas invasivas, pois nao ha risco de infeccéo ou trauma fisico;

» Deteccdo precoce - a capacidade de diagnosticar doencas genéticas

especificas do feto no primeiro trimestre, e até mesmo com sete semanas
de gestacéo, significa que os pais e 0 médico tém mais tempo para tomada
de decisoes;

* O teste mais facil - a partir da perspectiva do paciente, a simplicidade

pratica de uma simples coleta de sangue para DPIN em relacéo a testes
invasivos de diagndstico ou de um processo de multiplos estagios pode
significar que algumas mulheres nédo poderdo fazer uma escolha

devidamente informada. Isto porque o significado e a complexidade dos



diagnosticos nem sempre sdo claramente compreendidos ou explicados

adequadamente antes do teste.

1.2 Aspectos Eticos

Um dos grandes desafios éticos da implantagcdo do DPIN é apoiar as escolhas
autbnomas das mulheres. No contexto da assisténcia pré-natal, o consentimento
informado (no qual o paciente é capaz de tomar decisdes independentes sobre a
propria saude) exige que o paciente esteja plenamente informado sobre quais
testes estdo disponiveis, sobre as consequéncias de se realizar um teste, o que
significam os resultados, quais opcdes estdo disponiveis para cada resultado
possivel do teste. Além de disposicao adequada de informacdes, o paciente toma
uma decisdo na auséncia de pressdes ou coercao. Tendo em conta a seguranca
dos DPINs, é plausivel supor que muitas mulheres podem consentir nos testes

pré-natais.

hY

No entanto, outros podem estar menos dispostos a autorizacdo, dada a
percepcao de que o teste também pode levar a uma pressao para se finalizar a
gravidez. Além disso, a relativa facilidade com que uma amostra de sangue pode
ser colhida para os testes (juntamente com inUmeros outros testes-padréo
realizados durante o atendimento pré-natal) pode resultar na falta de
consentimento verdadeiro, devido a uma falha em se educar e informar os pais
sobre as consequéncias de se fazer o teste. Além disso, se os testes baseados
em cffDNA representam uma mudanca de triagem para o diagndstico, ndo esta
claro qual dos dois modelos tradicionalmente associados a triagem (escolha
informada) ou tratamento (consentimento informado) € mais apropriado (WRIGHT
et al., 2009).

A autonomia futura da crianca deve ser considerada ao testar o feto,
especialmente se o teste diagnosticar uma doenca que ira se manifestar na idade
adulta. A prética corrente é a de recusa do teste até que a crianca esteja apta para
tomar sua propria decisdo sobre o0 que esta sendo testado. Além disso, &cidos
nucléicos fetais extraidos do sangue da mae também tém o potencial de producéo
de informacdo genética sobre o pai, como é o caso com diagndstico invasivo

tradicional pré-natal. Uma vez que atualmente apenas a mulher gravida é
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obrigada a dar consentimento para 0s ensaios realizados em seu sangue,
assegurar o respeito e a autonomia do pai, bem como a autonomia futura da

criancga esta pratica torna-se cada vez mais dificil.

Uma possivel consequéncia da popularizacdo dos testes de cffDNA seria um
aumento da pressdo social para finalizar as gestacbes, em particular se o
diagndstico for de doencas e condi¢cbes raras na sociedade, resultando em um
declinio de servicos de apoio (por exemplo, para familias com Sindrome de
Down). Na pratica, poderia tornar-se cada vez mais dificil para um paciente que
tenha recebido um diagndstico deixar de “escolher” o aborto. No entanto, o uso de
DPIN como uma forma de eugenia passiva (KITCHER, 1997) pode se tornar
problematico se ele realmente refletir a desvalorizacdo sistematica da vida das
pessoas com deficiéncia. Portanto, é importante assegurar que as politicas nesta
area sejam motivadas pela preocupagdo com a autonomia dos pais, mais do que

gualquer sentido de reduzir o "peso” financeiro e social.

No futuro, a popularizacdo dos testes de cffDNA podera ocorrer sem justificativa
meédica ou fiscalizacado formal. Notavelmente, testes cffDNA ja foram utilizados
para determinacdo do sexo pré-natal em familias em risco de hemofilia, desde
gue o conhecimento do sexo fetal é util para a gestdo do nascimento. Entretanto,
muitos destes testes ndo seriam autorizados a serem realizados por métodos
invasivos. Os testes cffDNA também tém sido utilizados como uma alternativa ao
diagnostico genético pré-implantacional em casais com reproducao assistida que
apresentam risco de doencas especificas herdadas (ligadas ao sexo). Embora
estas aplicacdes especificas possam ser medicamente justificaveis, é provavel
gue um nuamero crescente de aplicacdes venham a ser oferecidas simplesmente
porque a tecnologia torna possivel, ao invés do teste ser uma recomendacao

médica.

O rigor técnico levanta uma série de questdes sobre a beneficéncia e a néo
maleficéncia do DPIN. Um resultado falso-negativo pode levar ao fracasso de um
tratamento ou o nascimento de uma crianga doente, enquanto um resultado falso
positivo pode levar a interrupcdo da gravidez saudavel, bem como uma
desnecessaria angustia. Portanto, como todas as novas metodologias, o debate
sobre o uso de testes de cffDNA para o DPIN deve reconhecer que, apesar de
parecer uma questdo puramente técnica, também tem uma dimensdo ética

complexa.



1.3. Aplicacdes da deteccao de DNA livre fetal

Muitos dos testes de cffDNA podem ter ambas as aplicagfes: clinicas e néo-
clinicas. Por exemplo, a determinacdo do sexo fetal pode ser clinicamente Util se o
feto esta em risco de uma doenca ligada ao sexo, mas também poderia ser usada
para a selecdo do sexo social. A crescente disponibilidade de NIPD direto ao
consumidor através da Internet, principalmente para a determinagéo do sexo fetal,
sugere que o uso da tecnologia para fins ndo médicos poderia tornar-se
generalizado. Isto levanta questdes sobre a necessidade de se desenvolver
politicas para regular o acesso a esses testes, e até que ponto elas poderiam ser

eficazes.

A natureza ndo invasiva utilizando do DNA fetal representa a maior vantagem
sobre métodos convencionais de diagnostico pré-natal. Além da utilizacdo do DNA
livre para a sexagem do embrido e/ou feto, muitas doencas genéticas causadas
por mutacdes que resultam em diferencas sutis entre as sequéncias de DNA
materno e fetal, como acondroplasia, doenca de Huntington, fibrose cistica e a
presenca de Hemoglobina E, também poderiam ser diagnosticadas, significando a
deteccdo ou exclusdo do alelo mutante paterno no plasma materno (DING et al.,
2004).

Em outras doencas, nas quais a quantidade de DNA fetal na circulacdo materna &
elevada, a quantificacdo do mesmo pode ser um dos primeiros indicios de que

algo esté errado na gestacao (BIANCHI, 2004).

Uma vez comprovada a reprodutibilidade e a sensibilidade do método de
identificagdo do DNA fetal, outras aplicagbes vém sendo estudadas. Uma delas
gue envolve a sexagem fetal é a Hiperplasia Congénita de Adrenal (HCA), uma
doenca genética com padrao de heranca autossémica recessiva. A alteracdo mais

comum é a deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (RAMOS, 2006).

As meninas homozigotas para a deficiéncia nascem com a masculinizacdo da
genitalia externa, muitas vezes exigindo correcdo cirargica. Os meninos afetados
apresentam genitdlia externa normal. O tratamento pré-natal da HCA com
dexametasona para prevenir a ambiguidade genital tem sido utilizado com
sucesso (NEW, 2004). No entanto, para minimizar os efeitos secundarios, a

interrupcéo da terapia tem sido indicada nos casos de embrides masculinos
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normais ou afetados e nos casos de meninas normais. Por essa razdo, a
sexagem fetal € necessaria durante a gravidez e é geralmente realizada através
de métodos invasivos. A incidéncia de HCA na populacao é aproximadamente de
1:15.000 nascimentos (http://www.nupad.medicina.ufmg.br/seminario/hcsr.htm).

Com isso a determinacéo do sexo fetal ndo invasiva, baseada no DNA fetal em
plasma materno pode apresentar a vantagem adicional da interrupgéo precoce da

medicacdo no caso de embrides masculinos (RIJNDERS et al., 2001).

Outro problema de grande importancia na pratica médica e da obstetricia clinica é
a aloimunizacédo Rh, que pode levar a doenca hemolitica do recém-nascido. Para
as gestantes Rh negativas (15% da populacédo), um embrido Rh positivo envolve
um risco de 16% de sensibilizacdo ao antigeno Rh (RAMOS, 2006). Terapias
invasivas podem ser necessarias para reduzir a mortalidade pré-natal de
embrides Rh positivos (LO et al., 1999). Portanto, a deteccdo precoce do status
Rh fetal através da DNA fetal no plasma de maes Rh negativas é de grande
importancia na definicdo da necessidade de intervengdes, com riscos de perda

fetal ou de imunoprofilaxia gestacional.

S&do inimeros os casos em que o DNA fetal pode ser til na investigacdo de
alguns gendtipos ou doencas, como a determinacao a B-talassemia (CHIU et al.,
2002), a acondroplasia (SAITO et al., 2000) e até mesmo a sindrome de Down

(LO et al., 1999), contudo estas pesquisas estdo em um estagio inicial.

1.4. Sexagem Fetal

A descoberta de que o DNA fetal circula no plasma materno proporcionou a
analise do sexo do feto a partir do plasma da mée. Sabendo que as mulheres
apresentam dois cromossomos sexuais X e 0s homens apresentam o0s
cromossomos sexuais X e Y, fica clara a estratégia utilizada para sexagem do
feto. A analise é realizada extraindo-se DNA do plasma materno e amplificando
sequéncias especificas do cromossomo Y através da técnica da PCR. As
gestantes (XX) com um feto do sexo masculino (XY) apresentavam o exame
positivo, com amplificacdo de sequéncia especifica do cromossomo Y. Ja na
gestacdo de um feto feminino (XX), os exames dao resultados negativos, isto €,

ndo apresentam amplificacdo de sequéncia especifica do cromossomo Y.
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Apesar da tecnologia de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA, através
da técnica da PCR, ser bastante sélida, existe um problema de sensibilidade, ja
que a quantidade de DNA fetal é estimada em 35 copias gendémicas por mililitro
de plasma materno. Assim sendo, dependendo da concentracdo de DNA fetal
presente no plasma materno podem ser gerados falsos resultados de feto
feminino (SEKIZAWA et al., 2001).

Métodos mais recentes utilizam equipamento de deteccdo em tempo real (real-
time PCR) possibilitando menor risco de contaminacdo e a obtencdo de niveis
mais altos de sensibilidade (BISCHOFF et al., 2002; BIANCHI, 2004). Apesar de
ser mais sensivel, esta tecnologia tem o0s reagentes e o préprio equipamento
muito caros. Com isso, o preco de realizacdo deste tipo de exame é elevado

impossibilitando muitas méaes de realiza-lo.

1.5. Regiao estudada TSPY

O TSPY (Testis specific Protein, Y-encoded) € um dos genes Y-especificos
(ARNEMANN et al., 1991; AFFARA et al., 1996). Na espécie humana, é repetitivo
com cerca de 30 a 60 cépias por cromossomo Y (ARNEMANN et al., 1987;
JAKUBICZKA et al., 1993; MANZ et al., 1993).

Os genes da familia de TSPY sao organizados em clusters ao longo do
cromossomo Y de varias espécies de mamiferos (VOGEL; SCHMIDTKE, 1998) e
diversos estudos evidenciaram a existéncia de homélogos desse gene em varias
espécies, dentre elas estdo as bovinas, equinas e humanas (JAKUBICZKA et al.,
1993; SCHEMPP et al., 1995; VOGEL et al., 1997).

Este gene faz parte de uma familia de genes repetitivos heterogéneos descrita na
parte proximal do Yp humano, com 20 a 40 copias estimadas de sequéncias
relacionadas. As coOpias adicionais foram mapeadas no braco longo do
cromossomo Y (Yqll.23) (RATTI et al., 2000). Ele é quase que exclusivamente
expresso em espermatogbnia e mais raramente em espermatdcitos primarios,
sugerindo um papel do produto do gene na espermatogénese (SCHNIEDERS et
al., 1996) atuando, de fato, como um dos principais fatores de fertilidade do
homem (VOGT, 1997).
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O gene TSPY que esta presente na forma de mudltiplas cépias no genoma
masculino, também foi utilizado para detec¢cdo do cromossomo Y em pequenas
amostras de DNA em substituicdo ao gene SRY (coOpia Unica) em pesquisas com
blastocisto unico humano (PIERCE et al., 2000) para a sexagem fetal em sangue
de bovinos (LEMOS, 2004) e em pesquisas com a sindrome de Turner
(BARTMANN et al., 2004) (Figura 1).

Yp 11.31

TSPY — — DYS14

Yq11.221—= =
Yq 11.223—

Yq 12

Figura 1: Esquema do cromossomo Y humano mostrando a localizacdo do gene
TSPY e DYS14 (modificado de Donabela, 2008).

A sexagem fetal vem sendo descrita por muitos autores de diferentes paises, com
resultados relativamente precisos (COSTA et al., 2001; BOON et al., 2007). Para a
sexagem fetal pelo plasma materno, diversos marcadores moleculares tém sido
utilizados, dentre eles pode-se destacar o gene SRY e a regido Y especifica
DYS14 (Figura 1).

No presente trabalho foram escolhidas duas regides do cromossomo Y para a
realizacdo da sexagem, o gene TSPY (DONABELA, 2008) e o seu pseudogene
DYS14 (AL-YATAMA et al., 2001). Estes dois genes Y especificos apresentam
multiplas copias e estdo separados aproximadamente 2Mb um do outro (Figura 2).
JA4 o0 gene SRY possui cOpia Unica na espécie humana (PIERCE et al., 2000;
BARTMANN et al.,, 2004) e é mais dificil de ser detectado. Por esta razao
decidimos trabalhar com TSPY e DYS14.

13



Home sapiens (human) Build 37.1 (Current)

Query: BLAST: (20 letters) [clear

Color Key for Alignment Scores: EEIEETVECTY SO-80 §1V 50T EESSTT

Master Map: Contig Summary of Maps
Region Displayed: 6,200K-12,100K bp
;udn:iiﬂ. Ref3o Rz W—?:&’“im contigXl Symbol o]
) L by
huek i 143 o] J
mre
LOCLIeLe, . LR |
- ._l;:;;z o4 ALY
Region Shown: . g
e .
[t e, |
ettt vl NT 0118969+ DYS-14
i e i <.
o]
4.6m
B!
LN
o default b S .
o master - . Pars NT 0118789 + TSPY
Figura 2: Imagem da pagina do NCBI Map

Viewer

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) mostrando a localizagédo do gene DYS14 e

0 TSPY no cromossomo Y, com diferenga de 2 Mb.

14



1.6. PCR- Reacédo em cadeia da Polimerase

1.6.1. Apresentacado da técnica

A reacdo da polimerase em cadeia, do inglés (Polymerase chain reaction)
possibilita a amplificacdo de pequenas amostras de DNA, o suficiente para
permitir a identificacdo dos fragmentos amplificados através de diferentes
técnicas. Embora criado por Mullis et al. (1986) e descrito por Saiki et al. (1985), o
principio da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foi descrito anteriormente, por
Kleppe et al. (1971). O conceito da amplificacdo do DNA por essa técnica €
simples, entretanto, seu impacto nas ciéncias biologicas foi extraordinario, tanto

gue, em 1993, Kary Mullis recebeu o prémio Nobel de Quimica.

Apesar de que Kleppe e Saiki tenham descrito anteriormente a técnica, Mullis
inovou, pois conseguiu especificidade na cépia de apenas segmentos especificos,
introduzindo o conceito de primer ou oligonucleotideo (uma unica fita curta de
DNA, especifica para o gene que se quer estudar), e na utilizacdo de uma DNA
polimerase termoestavel. Até entdo, a precursora da PCR demandava grandes
guantidades de enzima DNA polimerase, adicionadas a cada ciclo de
amplificacdo. Além disso, desenvolveram-se varios equipamentos para a
automatizacdo da adicdo da enzima apoOs cada ciclo, todos de alto custo (os

primeiros “termocicladores”) (VIEIRA, 2005).

Para isso Mullis utilizou uma Tag DNA Polimerase termoestavel isolada da
bactéria de fontes termais Thermus aquaticus. Ela se mantém estavel em

temperaturas altas (até 117°C) e sua atividade étima é de 72°C.

1.6.2. Aplicacdes

As aplicacdo da PCR sao inumeras, uma delas pode ser na Medicina Forense
onde a quantidade de DNA é reduzida e com isso amostras biolégicas (bulbo
capilar, gotas de sangue e saliva entre outras) podem ser retiradas da cena de um

crime e serem amplificadas e analisadas pelo método de DNA fingerprinting.
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A tecnologia da PCR trouxe um grande avanco na Medicina diagnodstica e
prognastica, permitindo identificar agentes patogénicos e marcadores moleculares

com rapidez e precisao.

A PCR também é usada para detectar inUmeros marcadores moleculares de
interesse comercial, tais como: identificacdo de clones vegetais, sementes

transgénicas, identificagéo e parentesco em humanos e animais, etc.

Ela também é rotineiramente utilizada em procedimentos cientificos de diversas
areas da ciéncia como geracdo de mutacdo sitio-especifica, deteccdo de
mutacOes ou preparacdo de fragmentos de DNA para clonagem, como também
pode ser utilizada para identificacdo de patdgenos que estdo presentes em

amostras.

1.6.3. Reagentes utilizados na PCR

Tag DNA Polimerase

A Taq DNA polimerase € a catalisadora da extensdo dos iniciadores que incorpora
0s nucleotideos a fita complementar de DNA. Ela é uma DNA polimerase,
termoestavel, isolada do Eubacterium termofilico Thermus aquaticus. Ela consiste
numa cadeia polipeptidica simples, com um massa molecular de
aproximadamente 95 kDa e uma temperatura 6tima de atividade de 75°C. Esta
DNA polimerase catalisa a sintese do DNA de 5'-3'. Por outro lado, de 3'-5' ndo ha
atividade exonucleasica. Para muitos ensaios a quantidade 6tima € de 0,5 e 2,5
unidades e o aumento da concentracdo pode resultar em redugdo da

especificidade.
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Solucéo tampéo

Normalmente, a maioria das DNA polimerases disponiveis no mercado sao
fornecidas conjuntamente com uma solucdo tampé&o especifica, cuja composi¢cao
varia de acordo com o fabricante. O tampao mais frequentemente utilizado em
PCR é o Tris 10 mM, com pH variando entre 8,5 e 9,0 a 25C. Com o0 aumento da
temperatura pelo termociclador o pH diminui para 7,4, o que representa um valor
otimo para a atividade da Taq polimerase na temperatura de 72T (VIEIRA ,
2005).

Alguns tampdes contém ainda detergentes (Tween 20, Triton X-100, Nonidet P-
40), inibindo a formacdo de dimeros das cadeias enzimaticas. Alguns trazem
consigo proteinas estabilizantes (BSA = Bovine Serum Albumin ou Albumina
Sérica Bovina) e algumas substancias que agem na desnaturacdo da cadeia
molde de DNA (DTT = Dithiothreitol, B-mercaptanoethanol), facilitam a
desnaturacdo do DNA.

Cloreto de Magnésio (MgCly)

Um reagente de importancia critica € o MgCl, , doador muito estavel de fonsMg*",
gue sao cofatores indispensaveis para a atividade da enzima. Algumas enzimas
utilizam outros ions metalicos como cofatores. Um desses casos, e talvez o mais
interessante seja a enzima Tth (Thermus thermophillus) Polimerase. Esta enzima
possui atividade DNA polimerasica em presenca de fons Mg?; porém, na
presenca de Mn?* esta mesma enzima apresenta atividade de uma transcriptase

reversa, ou seja, sintetiza o DNA a partir de uma cadeia de RNA.

Nucleotideos (NTP’s)

Os desoxinucleotideos sdo a matéria-prima propriamente dita para a sintese das
fitas-filhas. S&o compostos por nucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP)
desoxilados no carbono 5° da desoxirribose. Sao adicionados pela polimerase
complementarmente a fita-m&e. Adiciona-se uma mistura de todos os dNTP’s em
concentracdes iguais a reacdo. Os dNTP’s séo ligados a fita-mae pela polimerase

numa area delimitada pelos iniciadores.
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Primers ou Iniciadores

Na maioria das aplicacbes da PCR, € a sequéncia dos oligonucleotideos (primers
ou iniciadores) que determinardo o sucesso geral da reacdo. Geralmente eles séo
desenhados ou projetados para serem exatamente complementares as
sequéncias alvo (BAUMFORTH et al., 1999).

O projeto dos iniciadores pode ser obtido na literatura ou realizado pelo
pesquisador através de programas especificos (Gene Runner Version 3.01-
http://www.generunner.net/; Primer3 - http://frodo.wi.mit.edu/ ou OLIGO Primer

Analysis Software - http://www.oligo.net/).

Para o projeto dos iniciadores devem ser seguidas algumas caracteristicas

basicas, como:

» Devem conter entre 18 a 30 bases;

* Na&o deve haver estruturas secundarias internas;

* Aestrutura deve ser balanceada em sequéncias ricas em 40 a 60% G/C e AT,

» Auséncia de complementaridade entre as extensfes 3, para que nao ocorra

formacao de dimeros;
* Sequéncias palindrémicas devem ser evitadas;
* Atemperatura de melting (Tm) deve permanecer entre 55 e 67TC;

* Na confeccéo dos iniciadores deve-se manter as Tms do foward e do reverse

proximas e ndo muito baixas, para evitar ligagdes inespecificas.

As concentragbes dos iniciadores, entre 0,5 pmol e 10 pmol, sédo geralmente
otimas. Concentracdes mais altas podem resultar em acumulo de produtos néo
especificos, reduzindo a concentracdo do produto desejado. Concentracfes mais
baixas podem ser esgotadas previamente ao final da reacao, resultando em baixa

concentragao do produto desejado (INNIS et al., 1990).
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1.6.4. Processo

A reagcdo em cadeia da polimerase consiste de uma série de mudancas de
temperatura (95C - 50C) repetidas chamadas ciclos e cada ciclo consiste
tipicamente de 2 ou 3 passos de temperaturas distintas. Rotineiramente a PCR é

realizada utilizando trés etapas de temperatura (Figura 3).
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Desnaturagao
Anelamento
Extensdo

Milhdes de copins amplificadas 1|

Figura 3: Representacdo esquematica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
com as trés etapas utilizadas: 12 Etapa: Desnaturagdo da fita de DNA; 22 Etapa:
Anelamento dos iniciadores; 32 Etapa: Extensdo pela DNA polimerase. Cada ciclo
e formado pelas trés etapas, que se repetem por cerca de 30 a 35 vezes.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A duracao de cada ciclo e as temperaturas utilizadas em cada ciclo dependem de
uma seérie de parametros. Estes incluem a enzima a ser utilizada para sintese de
DNA, a concentracdo de ions divalentes e dNTPs na reacdo e a temperatura de
fusdo ou melting (Tm) dos iniciadores (RYCHLIK et al., 1990).
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As etapas comumente realizadas nas reacfes da PCR séao (Figura 4):

» Etapa de inicializacdo (1): Esta etapa consiste em aquecimento da reacdo a

uma temperatura de 94-96<C, que é realizada por 1-9 minutos. E necessaria
apenas para as DNA polimerases que requerem ativacao de calor por Hot-Start
— PCR (SHARKEY et al., 1994);

» Desnaturacdo (1): este passo € o0 primeiro evento do ciclo regular e consiste

em aquecimento da reacédo a 94-98<C durante 20-60 se gundos. Ela provoca a
guebra das ligacbes de hidrogénio entre bases complementares, resultando em
cadeias simples de DNA. Se o molde é apenas parcialmente desnaturado
havera uma tendéncia das fitas se juntarem novamente muito rapidamente,

evitando a eficiéncia do anelamento e extensao;

* Anelamento (2): a temperatura da reacao é reduzida para 50-65C du rante 30-

40 segundos permitindo anelamento dos iniciadores ao DNA de fita simples. A
escolha da temperatura de anelamento é talvez o fator mais critico para a
obtencdo de uma alta especificidade. Se a temperatura for muito alta nenhum
anelamento ocorrera, mas se for muito baixa, 0 anelamento inespecifico

aumentara dramaticamente;

» Extenséo (3): a temperatura nesta etapa depende do DNA polimerase utilizado;
a enzima tem a sua temperatura de atividade 6tima de 72<TC. Nesta etapa a
DNA polimerase sintetiza uma nova fita de DNA complementar a fita molde pela
adicdo de dNTPs que sao complementares ao modelo de DNA no sentido 5 '-
3', condensando o 5°- do grupo fosfato dos dNTPs com o 3"- do grupo hidroxila
do DNA da fita em formacéo. O tempo de prorrogacéo depende tanto do DNA
polimerase usado quanto do comprimento do fragmento de DNA a ser
amplificado. Geralmente, na sua temperatura ideal, o DNA polimerase
polimerizara mil bases por minuto (CHIEN et al.,1976).

Sob condicdes ideais, ou seja, se nao existirem limitacbes de substratos ou
reagentes, a cada etapa de extensdo a quantidade de DNA alvo é duplicada,

levando a exponencial amplificando o fragmento de DNA especifico;

Extensao Final: este passo sO € realizado a uma temperatura de 70-74C por 5-15

minutos apds o ultimo ciclo de PCR para garantir que todo o DNA restante seja
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totalmente estendido; Final: esta etapa de 4-15T p or tempo indeterminado pode

ser empregada para 0 armazenamento de curto prazo da reacdo (SHARKEY et

al., 1994).
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Figura 4. Representacdo esquematica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

com as trés etapas utilizadas 1, 2 e 3 (desnaturagao, anelamento e extensao) com

os ciclos. Note que existe uma fase de inicializacdo, 1°, usada para DNA

Polimerases com caracteristicas de hot-start.

Fonte: http://fr.wikipedia.org/wiki/Réaction_en_chaine_par_polymérase

1.6.5. Deteccao dos produtos da PCR

Para verificar se a PCR gerou o fragmento de DNA esperado, é realizada uma

eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida contendo brometo de etidio. A

técnica envolve a separacdo de moléculas de diferentes tamanhos em um gel

durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial. Em seguida a amostra é

visivel em transiluminador de luz ultravioleta.
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1.6.6. VariacOes sobre a técnica da PCR

A versatilidade da PCR levou a um grande numero de variantes da técnica, muitas
vezes apenas uma pequena alteracao precisa ser feita do protocolo padréo para
atingir um objetivo desejado. Na literatura existem inumeras variagbes como:
PCR-Multiplex que permite a andlise simultdnea de multiplos alvos em uma Unica

amostra e PCR-Quantitativo (Q-PCR) que é utilizada para medir a quantidade
especifica do produto amplificado da reacdo. (VANGUILDER et al., 2008).

Neste trabalho a variante da técnica da PCR é a Nested-PCR que é utilizada para
aumentar a especificidade e a sensibilidade da amplificacdo do DNA. Dois
conjuntos de iniciadores sao utilizados em duas reagdes sucessivas. Na primeira
reagcdo um par de iniciador € utilizado para gerar o produto de DNA inicial. Os
produtos da primeira PCR sdo entdo utilizados como molde em uma segunda
reacado, utilizando outro par de iniciador diferente cujos sitios de ligacdo estao
localizados (nested) dentro do primeiro conjunto, aumentando assim a

especificidade e a sensibilidade da técnica (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica da Nested PCR, mostrando as duas
reacdes que sao realizadas. Note que na primeira reacdo sao utilizados

7

iniciadores na cor verde. O produto da primeira amplificacdo é utilizado como

molde para uma segunda rodada de amplificacdo, cujos iniciadores estdo em cor
vermelha.

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nested_PCR.png

1.7. LAMP (Loop mediated isothermal amplification)

A metodologia de amplificacdo isotérmica LAMP (Loop mediated isothermal
amplification) foi desenvolvida em 2000, por Tsugunori Notomi, uma equipe de

pesquisadores japoneses e a empresa Eiken Chemical Co. Ltda E caracterizada
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pelo uso de quatro diferentes iniciadores especificamente projetados para
reconhecer seis regides distintas do gene alvo. A reacdo de amplificacdo ocorre
em temperatura constante devido ao uso de uma enzima chamada de Bst DNA
Polimerase, com atividade de deslocamento de fita, tornando desnecessério o
aumento da temperatura para que ocorra a desnaturacao. Através desta técnica
isotérmica é possivel amplificar DNA ou RNA da ordem de 10° - 10*° em um

tempo relativamente pequeno comparado com a PCR (NOTOMI et al., 2000).

A técnica de LAMP tem atraido muita atencéo por ser rapida, precisa e de custo
baixo para a amplificacédo de acidos nucléicos. Como resultado, mais de 443 (Web
of science, acesso em 10 de janeiro de 2011) relatérios e artigos cientificos sobre
a avaliacdo da técnica foram publicados nos ultimos anos (Web of science,
acesso em 10 de janeiro de 2011). Atraves do meétodo LAMP tém sido
desenvolvidos kits comerciais e alguns deles foram adotados como métodos
oficialmente recomendados para identificacdo e fiscalizagdo de rotina de

patogenos no Japao (MORI et al., 2009).

1.7.1. Aplicacdes

Apesar de o inicio do LAMP remeter a 2000, a técnica tornou-se popular depois
de 2003, apdés a emergéncia do virus do Nilo Ocidental e do virus da SARS
(PARIDA et al., 2008). Desde entdo o LAMP tem sido cada vez mais utilizado por
pesquisadores, a maioria japoneses, para o diagnostico de doengas emergentes.
Entretanto, a maioria das pesquisas publicadas foi dirigida para virus de RNA,
talvez devido ao aumento da incidéncia desses virus no passado recente, sob a

forma de grandes epidemias de importancia para a saude publica (Tabela 2).

24



Tabela 2: Aplicacdes da técnica de LAMP para a detec¢éo de doencas virais dos seres

humanos e animais

Hospedeiro

Virus

Referéncia

Humano (DNA)

Adenovirus Cerato conjuntivite

Wakabayashi et al. (2004)

Virus do papiloma humano
tipo 6, 11, 16 e 18

Hagiwara et al. (2007)

Citomegalovirus

Suzuki et al. (2006)

Virus da Herpes Humano 6, 7 e
8

Yoshikawa et al. (2004); Ihira
et al. (2007)

Sindrome respiratoria aguda

Hong et al. (2004)

severa (SARS) Coronavirus

Virus da encefalite japonesa o
Humano (RNA) Toriniwa et al. (2006)

Virus do Nilo Ocidental Parida et al. (2004)

Virus da Dengue 1,23 &4 Parida et al. (2005)

Parvovirus canino Cho et .al. (2006)

Animal (RNA) Virus Febre aftosa Dukes et al. (2006)

1.7.2. Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados na técnica de LAMP sdo muito parecidos com os da PCR,
séo de facil aquisicdo no Brasil e ndo sao caros. Além do tampéao, que vem junto
com a enzima e os dNTPs, a amplificacdo por LAMP utiliza alguns outros

componentes, tais como:

Bst DNA Polimerase

E uma DNA polimerase utilizada para amplificacdo de fragmentos longos
incorporando o0s nucleotideos a fita filha. Esta enzima é extraida do Bacillus
stearothermophilus, contém a atividade de polimerizacdo 5'- 3’ e ndo possui a
atividade exonucleasica. A Bst DNA Polymerase Large Fragment é preparada a
partir de uma cepa de E. Coli contendo uma fusdo do gene da polimerase do

Bacillus stearothermophilus.
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Betaina

E qualquer composto quimico neutro com uma carga positiva de um grupo
catiénico funcional como o ion aménio, que ndo tem atomo de hidrogénio e com
um grupo de carga negativa funcional como um grupo carboxilato, que néo pode
ser adjacente ao local catidnico. Neste trabalho utilizamos a betaina de formula
linear (CH3)sN*CH,COO™ , adquirida da empresa Sigma-Aldrich.

A adicdo de Betaina em uma concentracdo final de 0,8-1,6M melhora a
amplificagdo do DNA na reacdo do LAMP, reduzindo a formacéo de estruturas
secundérias ricas em G/C. A adicdo de betaina foi relatada para realcar a
especificidade da reacdo em cadeia da polimerase, eliminando a dependéncia da
composicéo base par de fusdo do DNA (REES, 1993).

Primers ou Iniciadores

O projeto dos iniciadores do LAMP é fundamental para a realizacdo de uma
amplificacdo correta e especifica. Para isso é utilizado um software chamando
Primer Explorer versdo 4.0, que a propria empresa Eiken Chemical Co. Ltda

disponibiliza gratuitamente na internet (http://primerexplorer.jp/e/). Os iniciadores

utilizados para amplificacdo por LAMP incluem: dois internos (BIP e FIP) que
auxiliam na formacdo do ciclo e dois externos (F3 e B3) que tém o papel no

deslocamento da fita durante a amplificagcéo (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquemética do desenho dos quatro iniciadores (F3,
FIP, B3 e BIP) para LAMP e suas respectivas regides de anelamento. Note que:
FIP é constituido por dois iniciadores, F1C e F2, separados por quatro timinas;
BIP é constituido por dois iniciadores B1C e B2, separados por quatro timinas.

Fonte: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/primer.html

O software delimita as seis regides da sequéncia alvo desejada que séo: F3c,
F2c, Flc naregido 3’ e B1, B2 e B3 na regido 5'da fita do DNA . E com isso ele

forma os seguintes iniciadores:

= FIP: consiste da regido F2 (3’ final), que € complementar a regido F2c mais a
sequéncia da regido F1c no final 5’;

= BIP: consiste da regido B2 (3’ final), que é complementar para regido B2c mais a
sequéncia do Blc no final 5;

» F3: consiste da regido F3, que é complementar a regido F3c;

= B3: consiste da regido B3, que é complementar a regido B3c.

Para um bom projeto dos iniciadores de LAMP a empresa Eiken Chemical Co.

Ltda sugere alguns critérios como:

» Adistancia entre os 5’ final de F2 e B2 deve ser de 120-180 bp, e a distancia entre
F2 e F3, assim como B2 e B3, deve ser de 0-20 bp;

» Adistancia para a formacao de regides loop (5' de F2 para 3' da F1, 5’ de B2 para
3'B1) é de 40-60 bp;

¢ A Tm dos iniciadores deve ser entre 60-65 T, no caso de iniciadores ricos em

G/C e de 55-60 T para iniciadores ricos em AT;
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« Aqguantidade de G e C dos iniciadores deve ser cerca de 50-60% e 40-50% de A

e T, respectivamente.

Além disso, no momento da sintese deve haver a ligacdo dos iniciadores internos
(BIP e FIP). Isto é feito adicionando um conjunto de quatro timinas (TTTT) entre
os iniciadores Flc + F2 e 0 Blc e B2 e é util para dar maior flexibilidade ao
iniciador para reconhecer a fita do DNA e no momento da amplificacdo quando ele

forma uma alca.

1.7.3. Processo

O método de LAMP é uma reagdo que amplifica uma sequéncia alvo de DNA com
alta sensibilidade e especificidade sob uma mesma temperatura. O mecanismo da
reacdo pode ser explicado em duas etapas, um passo ndo ciclico e uma etapa
ciclica (USHIKUBO, 2004). Uma animacao no site da Eiken Chemical Co. Ltda é
ati - para uma melhor compreensdo do  principio do LAMP

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/anim.html).

Etapa néo ciclica

Com o método do LAMP, ao contrario da PCR, ndo h& necessidade de
desnaturacdo da fita dupla de DNA em fita simples devido ao uso da Bst DNA
polimerase com atividade de deslocamento de fita. A amplificacdo se inicia com o
anelamento do iniciador FIP a fita de DNA (regido F2) e a sintese da fita
complementar com a incorporacdo dos nucleotideos. Em seguida, o iniciador F3
se anela a fita de DNA (regido F3c) e ocorre a sintese da fita com o deslocamento
da fita formada pelo BIP para fora.

Entdo esta fita simples de DNA (FIP) forma uma estrutura ‘haste-lago’ na
extremidade 5’ por causa da F1c e da regido F1. Esta fita simples de DNA serve,

por sua vez, como modelo para o iniciador BIP iniciando a sintese do DNA.

Na extremidade 3’ do BIP ocorre o mesmo fato, o iniciador BIP se anela na fita de
DNA e acontece o inicio da sintese da fita complementar do DNA. Em seguida, o
iniciador B3 se anela na regido exterior do BIP e através da DNA polimerase

ocorre o deslocamento da fita liberando a fita contendo o BIP complementar. Com
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a liberacdo desta fita de DNA é formada uma estrutura parecida com um halter

com dois lagos nas suas extremidades e através desta estrutura basica se inicia a

fase ciclica da técnica de LAMP (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica da etapa nao ciclica da amplificagdo por
LAMP (passo de 1 a 8) com a geracao da estrutura basica em forma da halteres

(modificado Eiken Chemical Co. Ltda, Japan).

Fonte: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Etapa ciclica

Nesta etapa os iniciadores se hibridizam na estrutura basica e se inicia a sintese

do DNA por deslocamento, gerando a partir do halter original uma nova fita de

DNA a cada novo ciclo. Resumidamente, o iniciador FIP se anela na regiao de fita

simples de DNA do halter e se inicia a sintese do DNA por deslocamento

liberando uma fita filha. Esta fita simples de DNA forma apenas um lado do halter

na extremidade 3’ por causa do Blc e da regiao B1.

Em seguida, a partir da extremidade 3’ da regido B1, a sintese do DNA comeca

usando sua propria estrutura como modelo e liberando a fita FIP da cadeia

complementar. Esta fita, logo apés, forma a estrutura do halter com ambas as

extremidades F1 — F1C e Blc — B1l. Concomitante o iniciador BIP se anela na
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regido B2c e a sintese do DNA ocorre deslocando a fita e liberando-a
(NAGAMINE et al., 2002).

Como resultado deste processo, varias estruturas sdo formadas em formas

alternadamente invertidas da sequéncia alvo. A etapa ciclica acumula no final de

uma hora aproximadamente 10° cépias da sequéncia alvo (Figura 8).
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Figura 8: Representacdo esquematica da etapa ciclica da amplificacdo por LAMP
(passos de 8 a 11). Amplificacdo exponencial da estrutura basica do LAMP
(modificado Eiken Chemical Co. Ltda, Japan).

Fonte: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

1.7.4. Deteccao dos produtos do LAMP

Para verificar se o LAMP gerou o padrdo de bandas esperado de DNA

amplificado, pode ser realizada uma eletroforese em gel de agarose contendo

brometo de etidio, um processo parecido com o que ocorre na PCR.

Alguns autores tém descrito na literatura que a visualizagdo a olho nu é possivel

uma vez que facilita a aplicacdo da técnica em pequenos laboratorios em paises
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emergentes ou até mesmo em campo. Com isso, € possivel acompanhar a
amplificacdo sob a forma de turvacao visual (pirofosfato de magnésio) ou atraves
de fluorescéncia usando o agente intercalante SYBR Green | (PARIDA et al.,
2008).
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2 Objetivos

2.1. Objetivo Geral

1. Entender a metodologia geral necessaria para a analise de cffDNA.

2.2. Objetivos Especificos

1. Comparar diferentes metodologias para extracdo do DNA fetal a partir
do plasma materno;
Comparar diferentes metodologias para a amplificacao de cffDNA;
Comparar diferentes metodologias para a analise do DNA amplificado;
Desenvolver uma metodologia para o diagnostico pré-natal para
identificacdo do sexo fetal a partir do plasma materno;

5. Comparar a eficiéncia do diagnostico da técnica de PCR com a técnica
de LAMP.
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3 Material e Métodos

3.1.Local de Coleta e Pacientes

Este trabalho foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da UFSCar, n° do processo CAAE 0045.0.135000-10 e da
Comissé&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saude.

Para iniciar este projeto foi firmado um convénio com o laboratério DNA Consult
Genética e Biotecnologia, sediado na Rua Sao Paulo n° 557, Sdo Carlos-SP. A
empresa conta com mais de 15 anos e € especializada na analise de DNA de
origem humana e animal na aplicacdo dos conhecimentos derivados destas
analises nos mais diferentes ramos, como: paternidade, forense, sexagem e
progndsticos. Com isso, ela disponibilizou toda a estrutura do laboratério como

reagentes, equipamentos e local para coleta para a realizacdo desta pesquisa.

Neste trabalho foram coletadas 53 amostras de mulheres gravidas, higidas, com
idade gestacional variando da 72 a 40% semana e excluidas mulheres néo

gravidas ou sem os requisitos de incluséo (Tabela 3).

Como controles foram incluidos: duas pacientes gravidas de feto masculino
confirmado, um homem normal com fertilidade comprovada, uma paciente gravida

de feto feminino sem gravidez anterior e uma mulher ndo gravida.

Antes da coleta do material biolégico foram explicados, para as gestantes, 0s
objetivos do trabalho e que se tratava de uma técnica experimental em fase de
implantacdo e, como tal, sujeita a erros. Pedimos para que elas assinassem o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) e preenchessem o
formulario de coleta (Anexo 1). Os resultados obtidos foram encaminhados para
as pacientes por e-mail ou telefone e era pedido para que elas retornassem
guando tivessem o resultado do ultra-som ou entdo apdés o nascimento pelo

exame fisico.
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Tabela 3: Amostras de gestantes coletadas em diferentes idades gestacionais

Numero da Gestante Semanas de gestagdo | Numero da Gestante | Semanas de gestacao
G001 13 semanas G029 34 semanas
G002 11 semanas G030 20 semanas
G003 10 semanas G031 18 semanas
G004 14 semanas G032 10 semanas
G005 16 semanas G033 28 semanas
G006 18 semanas G034 22 semanas
G007 8 semanas G035 9 semanas
G008 13 semanas G036 8 semanas
G009 9 semanas G037 13 semanas
G010 41 semanas G038 14 semanas
G011 38 semanas G039 20 semanas
G012 11 semanas G040 15 semanas
G013 10 semanas G041 8 semanas
G014 7 semanas G042 11 semanas
G015 38 semanas G043 8 semanas
G016 39 semanas G044 9 semanas
G017 32 semanas G045 11 semanas
G018 25 semanas G046 15 semanas
G019 8 semanas G047 8 semanas
G020 30 semanas G048 14 semanas
G021 11 semanas G049 24 semanas
G022 11 semanas G050 33 semanas
G023 13 semanas G051 32 semanas
G024 17 semanas G052 18 semanas
G025 39 semanas G053 22 semanas
G026 12 semanas

G027 19 semanas

G028 15 semanas

Para cada gestante foram coletados 5,0 mL de sangue por punc¢do venosa em
tubos a vacuo K3 EDTA com gel separador. Esse material foi centrifugado por 10
minutos a 1.100 g (temperatura ambiente) e o plasma foi transferido para tubos de
1,5 mL. Caso nao fosse realizada a extragdo do DNA no mesmo dia, as amostras

de plasma eram armazenadas a uma temperatura de -20C.
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3.2. Extracdo de DNA plasmatico

Existem inumeros protocolos descritos na literatura para obtencédo do DNA a partir
do plasma, que variam quanto a rapidez, quantidade de DNA extraido, qualidade
da amplificacdo e degradacdo do DNA ao longo do tempo. Quatro metodologias
serdo testadas em relacdo a esses parametros, todas as amostras foram
extraidas em duplicata utilizando-se sangue materno para a obtencdo do DNA

fetal.

3.2.1. Protocolo de extracdo de DNA a partir do plasma descrito por David Stirling
(2003)

Nesse protocolo de extracdo de DNA, 300 pL de plasma foram acondicionados
em tubos de 1,5 mL e em seguida foram adicionados 150 puL de uma solucéao de
lise contendo SDS 10% mais 20 pL da enzima proteinase K 20 mg/mL e a solugdo
foi incubada overnight a 60°C. Logo apéds, foi adicionado um volume de
fenol/cloroférmio na solugéo e a amostra centrifugada a 1.000 g por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e novamente adicionado um volume
de fenol/cloroformio. A amostra foi centrifugada a 1.000 g por 10 minutos e, em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, sendo adicionados
800 pL de etanol absoluto P.A. e 1/10 de acetato de amonio 7,5 M. A solucao foi
homogeneizada e centrifugada a 2.500 g durante 40 minutos. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 500 pL de etanol 70%. A solugao foi centrifugada
a 2500 g durante 10 minutos. Apdés a centrifugacdo o sobrenadante foi
desprezado e apos secagem, o precipitado (DNA) foi ressuspendido em 30 uL de
agua ultra pura autoclavada ou T.E. (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e

armazenado em freezer a -20<C.
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3.2.2. Protocolo de extracdo de DNA a partir do plasma utilizando Brazol®-LGC
(Chomczynski e Sacchi, 1987)

Em um tubo de 1,5 mL ja contendo 300 uL de Brazol (LCG Biotecnologia, Sédo
Paulo, Brasil) foram adicionados 100 pL de plasma. Apds a solucdo ser
homogeneizada por 2 minutos, foram adicionados 50 pL de cloroféormio e a
solugdo novamente homogeneizada. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
13.000 g, durante 15 minutos. Apds esta etapa, o sobrenadante (fase aquosa) foi
transferido para um novo tubo etiquetado e a ele foram adicionados 300 pL de
Isopropanol resfriado a 4<C. A solucao foi centrifu gada a 13.000 g por 20 minutos.
Em seguida, foi descartado o sobrenadante e adicionados 800 pL de etanol
absoluto PA. O material foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos e o
sobrenadante desprezado. O precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70% e
centrifugado a 13.000 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
ap6s a secagem o precipitado foi ressuspendido em 30 uL de agua ultra pura
autoclavada ou T.E. (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e armazenado em

freezer a -20<C.

3.2.3. Protocolo de extracdo de DNA a partir do plasma utilizado Kit comercial
Qiamp Blood Mini Kit da Qiagen

Nesse protocolo de extracdo de DNA, em um tubo de 1,5 mL foram adicionados
200 mL de amostra de plasma, 200 mL de buffer AL e 20 mL de enzima protease.
Esta mistura foi agitada no vortex por 15 segundos e incubada a 56 por 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 200 mL de etanol absoluto resfriado a
4T e agitada no vortex por 15 segundos novamente. A mistura foi transferida
para a coluna montada do kit, centrifugada por 1 minuto a 8.000 g e o filtrado foi
descartado e transferido a coluna para tubo novo. Na coluna foram adicionados
500 mL de buffer AW1, centrifugado por 1 minuto a 8.000 g e o filtrado foi
descartado e transferido a coluna para tubo novo. Em seguida foram adicionados
500 mL de buffer AW2 e centrifugados por 3 minutos a 14.000 g. O filtrado foi
descartado, a coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, foram

adicionados 100 mL de buffer AE, incubou-se a temperatura ambiente por 5
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minutos e centrifugou-se por 1 minuto a 8.000 g. Apos a centrifugacdo o DNA

extraido foi armazenado em freezer a -20<C.

3.2.4. Protocolo de extracdo de DNA a partir do plasma - modificado de Bello et
al., 2001

Em um tubo de 1,5 mL foram adicionados 400 pL de plasma materno e uma

solucéo de lise que continha;

240 uL de agua deionizada;

80 pL de Tampéao de Proteinase K 5X (10 mM Tris-HCI, pH 7,8, 5 mM EDTA
e 0,5% SDS);

40 pL de SDS 10%;

20 pL da enzima Proteinase K (20 mg/mL).

Esta solucéo foi homogeneizada e incubada a 56C por 30 minutos. Em seguida,
foram adicionados 120 mL de NaCl 5M e o material foi centrifugado por 10
minutos a 13.000 g. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um
tubo novo, o material foi precipitado com 800 mL de Etanol P.A. A solucao foi
centrifugada novamente a 13.000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado.
Em seguida, foram adicionados 500 mL de Etanol 70% e o material foi
centrifugado a 13.000 g por 10 minutos. Apés a centrifugacéo o sobrenadante foi
descartado, colocado para secar e o precipitado foi ressuspendido em 30 pL de
agua ultra pura autoclavada ou T.E. (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e

armazenado em freezer a -20 T.

3.3. Reacdes de amplificacéo

3.3.1. PCR- Reacédo em Cadeia da Polimerase

Foram estudadas duas regides do gene TSPY (Testis-specific Protein, Y-encoded)

e um pseudo gene desta regido, o DYS14, localizados no cromossomo Y. Como
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controle da amplificacao, para verificar a presenca de DNA nas amostras de DNA,
foi utilizado a B-globina que esta presente em ambos 0s sexos localizados no

cromossomo 11.

Foram realizadas trés reacfes de amplificacdo para cada amostra: a) TSPY, com
iniciadores forward 1 e reverse 1 e re-amplificacdo (nested) com os iniciadores
forward 2 e reverse 2; b) DYS14, com iniciadores forward 1 e reverse 1 e re-
amplificacéo (nested) com os iniciadores forward 2 e reverse 2 e c) B-globina, com
os iniciadores B-globina forward e (-globina reverse.

As reacdes de amplificacdo utilizando a técnica da Nested PCR foram realizadas
no equipamento termociclador com gradiente de temperatura da Applied
Biosystems®, modelo Veriti 96 Well. A primeira rea¢do foi constituida em um
volume final de 15 pL, contendo: 1X de solucéo tampao (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol); 1,5 mM de MgCl;; 1,25 mM de cada nucleotideo
(dATP, dTTP, dCTP e dATP — Promega Corp.); 10 pmol de cada um dos
iniciadores externos (Forward 1 e Reverse 1) (Tabela 4); 1U de Tag DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen®) e 30 ng DNA total. A segunda reacao foi
realizada em um volume final de 15 uL, contendo: 1X de solugédo tampé&o (20 mM
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 1 mMDTT, 50% glicerol); 2,5 mM de MgCl,; 2,0 mM de
cada nucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dATP — Promega Corp.); 5,0 pmol de cada
um dos iniciadores internos (Forward 2 e Reverse 2) (Tabela 4), 1U de Tag DNA

Polimerase Platinum (Invitrogen®) e 1,0 uL do produto da PCR da primeira reagao.

Em todas as séries de reacgdes foi incluido um controle negativo de amplificacédo
contendo todos os reagentes e o DNA era substituido por agua, além de um
controle positivo de uma gestante de um feto de sexo masculino (amostra 02) e

um controle negativo de uma gestante de um feto de sexo feminino (amostra 03).

O programa do ciclo térmico iniciou-se com uma fase de desnaturacdo a 95°C por
5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 45 segundos (desnaturacéo da fita do DNA), 57
a 62°C por 45 segundos (anelamento dos iniciadores), 72°C por 1 minuto
(incorporagdo dos nucleotideos) e seguido de uma extenséo final a 72°C por 10

minutos.
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Os produtos gerados na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(USB UltraPure®) a 2%, preparada com tampdo TAE 1X e 1 L de GelRed —
Biotium® em uma mini cuba horizontal (BioAgency®). No momento de aplicar no
gel as amostras foram ressuspendidas em tampéo Loading Buffer 6X e a corrida
foi conduzida a uma tensdo de 80 V por 30 minutos. O tampdao utilizado para a

corrida foi o mesmo utilizado no preparo do gel.

ApOs a corrida o gel foi visualizado em transiluminador de U.V. (UVP-
BioResearch®) e os resultados registrados em um sistema de fotodocumentacao e

analisados pelo software (Doc-It 3.0%).

Foram consideradas positivas para 0 sexo masculino as amostras que
apresentaram fragmentos de tamanho de 250 pb correspondentes a regidao TSPY
e 198 pb correspondentes a regido DYS14.

As amplificagcdes que nao apresentavam os fragmentos correspondentes
para a regido TSPY e DYS14, mas que apresentavam a amplificacdo do
fragmento de 620 pb que corresponde a sequéncia do gene B-globina eram

consideradas do sexo feminino.

Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores para amplificacdo por PCR dos genes
TSPY, DYS14 e (B-Globina

Gene Nome Sequéncias dos iniciadores Tm Tamanho

(5-3) (C) (pb)

TSPY Forward 1 5' GTG GAA GAA GAG AAG CAT CC 3' 56
TSPY Reverse 1 5' GAG TGG AAT GAG AAG CCC TG 3' 59 350

TSPY TSPY Forward 2 5' CTG ACG AAG ATG AAG ACT TGC 3' 57
TSPY Reverse 2 5'AGT CCC CTGACG TCTCTG TT 3' 59 e

DYS-14 Forward 1 5' CTA GAC CGC AGA GGC GCC AT 3' 58
DYS-14 Reverse 1 5' TAG TAC CCA CGC CTG CTC CGG 3' 61 240

DYS-14 DYS-14 Forward 2 5' CAT CCA GAG CGT CCC TGG CTT 3' 59
DYS-14 Reverse 2 5 CTT TCC ACAGCCACATTT GTC 3' 56 198

_ [B-Globina Forward 5' CCT GAG AGC TTG CTAGTG ATT 3' 54
B-Globina 620

B-Globina Reverse 5' TAG TCC CAC TGT GGACTACTT 3' 54
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3.3.2. LAMP- Loop mediated isothermal amplification

Para esta metodologia de amplificacdo foram estudadas as mesmas regides da
PCR: a regido do gene TSPY (Testis-specific Protein, Y-encoded) e um pseudo
gene desta regido, o DYS14, localizado no cromossomo Y. O projeto dos
iniciadores foi realizado utilizando-se o0 software Primer Explorer V4
(http://primerexplorer.jp/e/) e seguindo o protocolo padrao fornecido pela empresa

gue desenvolveu a técnica de LAMP.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em banho seco (Labmet® - Digital
Dry Bath) e em termociclador com gradiente de temperatura da Applied
Biosystems, modelo Veriti 96 Well. A reacao foi constituida em um volume final de
25 pL, contendo: 1X de solucao tampé&o (20 mM Tris-HCI, pH 8,8), 10 mM KClI, 10
mM (NH4)2S0O4, 4 mM MgSO,, 0,1% Triton X-100, 1,6 mM de cada nucleotideo
(dATP, dTTP, dCTP e dATP — Promega Corp.), 25 pmol de cada um dos
iniciadores internos (FIP e BIP), 5 pmol de cada um dos iniciadores externos (B3 e
F3) (Tabela 5), 1M de Betaina (Sigma), 8U de Bst DNA polymerase large fragment
(New England Biolabs) e 30ng de DNA.

Em todas as séries de reacdes foi incluido um controle negativo de amplificacao
contendo todos os reagentes e o DNA era substituido por agua, além de um
controle positivo de uma gestante de um feto de sexo masculino (amostra 02) e

um controle negativo de uma gestante de um feto de sexo feminino (amostra 03).

As amostras depois de preparadas foram incubadas variando a temperatura de 60

a 65°C e o tempo de 30 a 90 minutos.

Os produtos gerados no LAMP foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (USB UltraPure®) a 2%, preparados com tamp&o TAE 1X e 1 yL de
GelRed — Biotium® em uma mini cuba horizontal (BioAgency®). No momento de
aplicacao no gel as amostras foram ressuspendidas em tampéao Loading Buffer 6X
e a corrida foi conduzida a uma tensdo de 80 V por 30 minutos. O tampéo

utilizado para a corrida foi o mesmo utilizado no preparo do gel.

ApOs a corrida, o gel foi visualizado em transiluminador de U.V. (UVP-
BioResearch®) e os resultados registrados em um sistema de foto-documentacéo

e analisados no software Doc-It 3.0%.
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Foram consideradas positivas para 0 sexo masculino as amostras que

apresentaram o padrdo de bandas especificas do LAMP. As amplificacbes que

nao apresentavam amplificagdo eram consideradas do sexo feminino.

Tabela 5: Sequéncias dos iniciadores para amplificacdo por LAMP dos genes
TSPY e DYS14

Gene Nome Sequéncias dos iniciadores (5'-3")
FIP_TSPY |5 GAG GGACGC TCT GGACGT TTT GGC AGC GGG AAAAGATGG 3'
BIP_TSPY |5 TGCAAACCACCC CCAGAT GTT TTT CCATGTAGC TCAGCATGT CT 3'
TSPY F3_TSPY 5'GTT AAT GCC CAAGCCAGGAA 3
B3_TSPY 5GCTTCTCTTCTT CCACCTCC3
FIP_DYS14 |5 GCAACT CCC CTT TGT TCC CCAATT TTT CGG GGAAGT GTAAGT GAC C 3'
BIP_DYS14 |5 CTATTG TCC TGC ATG CGG CAG ATT TTA AGATGC CCC AAA CGT CTG 3
DYS14 F3_DYS14 5" GGCCTTTCTAGTAGTGGAGAGGT 3
B3_DYS14 5'AACTCGCTTCTGCTCTTCAA 3
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4 Resultados

Neste trabalho foram testadas quatro metodologias de extracdo do DNA a partir
do plasma materno e elas foram analisadas quanto a rapidez, qualidade e
guantidade de DNA extraido, qualidade da amplificacdo, custo da extracdo e

degradacgao do DNA ao longo do tempo.

Uma das grandes dificuldades enfrentadas foi a obtengcdo do DNA fetal a partir do
plasma materno, uma vez que ele estd em baixa concentracdo no sangue
materno. Sekizawa et al. (2001), estimaram uma média de 35 copias de DNA fetal
circundante por mililitro de plasma materno no inicio da gravidez, por isso a
grande dificuldade de se obter um protocolo no qual seja possivel a extracéo e a
amplificagéo deste DNA. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos dos protocolos

de extracao segundo as variaveis testadas.

Tabela 6: Protocolos utilizados para extracdo do DNA fetal com as variaveis
testadas

Variaveis Protocolos de extracdo de DNA a partir do plasma materno

Referéncias Bello et al. Brazol® LGC | Stirling (2003) Kit Qiamp Blood
(2001)

Tempo de extracdo do 1h,30 min. 1h,15 min. 15 horas 45 minutos

DNA

*Qualidade do DNA Ruim Ruim Boa Boa

Quantidade do DNA obtido < 2,0 ng/pL < 2,0 ng/pL 10ng/uL 15ng/uL

**Degradacao ao longo do Rapida Rapida Lenta Lenta

tempo

***Custo da extragdo Baixo (R$3,00) | Baixo (R$5,00) Médio (R$8,00)  Alto (R$17,00)

Foi possivel a amplificacao N&o N&o Sim Sim

*de acordo com a possibilidade de amplifica¢do;

**degradacado: lenta até 30 dias; média até cinco dias e rapida 48 horas a -20°C;

*** somente o custo dos reagentes.

42




Os protocolos modificados de Bello et al. (2001) e o protocolo de extracéo
utilizando o reagente Brazol® - LGC (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987) sdo mais
rapidos, o custo é menor e utilizam menos reagentes que o protocolo descrito por
Stirling (2003) e o kit comercial Qiamp Blood Mini Kit da Qiagen, porém a

obtencao do DNA fetal a partir do plasma materno néo foi realizada com sucesso.

A quantificagdo do DNA obtido foi possivel utilizando-se o equipamento NanoDrop
1000°, que é um espectrofotdmetro capaz de analisar e quantificar a
concentracdo de DNA em pequenos volumes. O valor encontrado no protocolo de
Bello et al. (2001) e o protocolo utilizando o reagente Brazol® - LGC
(CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987) foram muito baixos (< 2,0 ng/uL).

4.1. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica da PCR ja € muito utilizada para realizacdo dos testes de sexagem.
Como ponto de partida foi utilizado o mesmo protocolo descrito por Levi et al.
(2003) e Al-Yatama et al. (2001).

Foram realizados inimeros testes para padronizar a concentracéo e o volume dos
reagentes para Nested-PCR (dados ndo mostrados). Os melhores resultados

obtidos para as duas regides estudadas estdo descritos nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7: Padroes de reacdes de amplificacdo dos genes DSY14 e TSPY
utilizadas na primeira reacéo da PCR

Reagente Concentracao Volume
H>0 (mili-Q Autoclavada) - 7,2uL

Tampéao [1X] 1,5uL

MgCl, [1,5mM] 0,45pL
dNTPs [0,2mM] 2,4uL

Iniciadores externos (iniciador 1) [10pmol] 1,0pL

Taq DNA Pol. [2U] 0,4pL

DNA [30ng/pL] -
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Tabela 8: Padrdoes de reacdes de amplificacdo dos genes DSY14 e TSPY
utilizadas na segunda reacéao da PCR

Reagente Concentracéo Volume
H,0 (mili-Q Autoclavada) - 8,2uL

Tampéao [1X] 1,5uL

MgCl, [1,5mM] 0,45uL
dNTPs [0,2mM] 2,4uL

Iniciadores internos (iniciador 2) [2pmol] 1,0pL

Taq DNA Pol. [2U] 0,4pL

Produto da primeira reacdo de PCR [30ng/pL] -

Na Figura 9 é apresentado o gel de agarose corado com brometo de etidio da
sequéncia do gene DYS14, onde pode ser visualizado o fragmento de
comprimento de 198 pb, correspondendo ao resultado positivo para 0 sexo
masculino, ja as amostras que nao apresentaram o fragmento deste gene foram

consideradas negativas e, consequentemente, do sexo feminino.

Na Figura 10 é apresentado o gel de agarose corado com brometo de etidio da
sequéncia do gene TSPY, onde pode ser visualizado o fragmento de comprimento
de 250 pb correspondendo ao resultado positivo para o sexo masculino, ja as
amostras que nao apresentaram o fragmento do gene TSPY foram consideradas

negativas e, consequentemente, do sexo feminino.

Para confirmacéo dos resultados das duas regifes estudadas era realizado outro
gel correspondente ao fragmento do gene da S-globina, a qual indica a presenca

de DNA na reacdo que é o controle da amplificacdo (Figura 11).
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
Nested PCR para o gene DYS14. (Ladder) — marcador de massa molecular 1kb
Plus Invitrogen®; (1 e 3) fragmento de 198 pb, DNA extraido de plasma de
gestante de feto masculino; (2 e 4) sem amplificacdo, DNA extraido de plasma de
gestante de feto feminino, (C -) controle negativo da reacao.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
Nested-PCR para o gene TSPY. (Ladder) - marcador de massa molecular 1kb
Plus Invitrogen®; (1 e 2) fragmento de 250 pb, DNA extraido de plasma de
gestante de feto masculino; (3 e 4) sem amplificacdo, DNA extraido de plasma de
gestante de feto feminino, (C -) controle negativo da reacao.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
PCR para o gene B-Globina com um fragmento de 620 pb. (Ladder) — marcador
de massa molecular 1kb Plus Invitrogem®; (1 e 2) DNA extraido de plasma de
gestante de feto masculino, (3 e 4) DNA extraido de plasma de gestante de feto
feminino, (C -) controle negativo da reacao.

4.2. LAMP- Loop mediated isothermal amplification

A técnica de LAMP é relativamente nova comparada com a da PCR e nenhum
trabalho foi feito até 0 momento para a realizagdo de sexagem fetal em humanos
utilizando-a. Como referéncia inicial para padronizacdo das reacdes foram
utilizados os artigos originais da técnica (NOTOMI et al., 2000) e alguns artigos
para identificacdo de virus e protozoéarios considerando a baixa quantidade de
DNA.

Foram realizados inUmeros experimentos para determinar a concentracdo dos
reagentes (dados ndo mostrados) e os melhores resultados obtidos para
concentracdo e volume dos reagentes, tanto para a regido do gene do TSPY

guanto para a do DYS14, estdo apresentados na Tabela 9.

46



Tabela 9: Componentes da reacdo de LAMP com suas concentracbes e volume
para amplificacdo dos genes DSY14 e TSP

Reagentes Concentragao Volume
H.0 - 11,5uL
Tampéo [1X] 2,5uL
Betaina [1,6 M] 4,0uL
dNTPs [2,8mM] 1,0pL
Iniciadores F3 e B3 [5pmol/pL]

BIP e FIP [25pmol/pL] 1uL de cada iniciador

Bst DNA Polimerase [8 U/mL] 1,0uL
DNA [30ng/pL] -

Apés a padronizacdo das concentragcbes dos reagentes foi realizado um
experimento para verificar qual € a melhor temperatura e o menor tempo possivel
para uma amplificacdo. Nele foi realizado uma reacao padrao (Tabela 9) contendo
o DNA extraido de uma gestante com um feto masculino de 10 semanas, com um
gradiente de temperatura variando de 60 a 65T e te mpo variando de 30 a 90
minutos. A melhor temperatura para realizacdo da amplificacdo por LAMP foi de
63T e podendo ser possivel ver o sinal da amplificacdo com 60 minutos (Figura
12).

Ladder 30min. 40 min. 50 min. 60 min. 70 min. 80 min. 90 min.

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
reacao de amplificagdo por LAMP para o gene DYS14. (Ladder) — marcador de
massa molecular 1kb Plus Invitrogen®; variacdo do tempo de amplificacdo de 30
até 90 minutos.
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Note que a partir de 60 minutos é possivel detectar a presenca de fragmentos
amplificados.

Uma vez demonstrada a eficiéncia da reacdo, sendo possivel amplificar as
amostras em 60 minutos, foi realizado um experimento com um gradiente de
concentragdo do DNA comparando as duas técnicas de amplificacdo. Neste foi
produzida uma reacdo de amplificacdo padrdo da PCR (Tabelas 7 e 8) e LAMP
(Tabela 9) com os dois genes TSPY e DYS14. Foi utilizado o DNA gendmico de
um homem saudavel variando a concentracdo de DNA de 100 ng/uL a 1 fg/uL.

No experimento, variando a concentragcdo de DNA utilizando a regidao DYS14,
(Figura 13) foi possivel amplificar a amostra com a técnica da PCR com até 10 ng.
Na metodologia de LAMP foi possivel amplificar até 100 ng de DNA.

Ladder 100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg C - Ladder

- D)

|
\..Fi

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
reacdo da Nested-PCR e LAMP para o gene DYS14. As amplificacbes foram
realizadas a partir de diferentes concentracdes de DNA total de um homem
saudavel, 100 ng até 1 fg. (Ladder) — marcador de massa molecular 1kb Plus
Invitrogen®; concentracdo variando de 100 ng/puL até 1 fg/uL; (C-) controle
negativo da reacéao.

Em um segundo experimento, variando também a concentracdo de DNA
utilizando a regido TSPY, (Figura 14) foi possivel amplificar a amostras com a
técnica da PCR com até 1 pg de DNA, ja na metodologia de LAMP foi possivel
amplificar até 10 fg de DNA.

48



250pb

PCR

LAMP

Ladder 100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg C- Ladder

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio da
reacdo da Nested PCR e LAMP para gene TSPY. As amplificacdes foram
realizadas a partir de diferentes concentracoes de DNA total de um homem
saudavel, 100 ng até 1 fg. (Ladder) — marcador de massa molecular 1kb Plus
Invitrogen®; concentracdo variando de 100 ng/pL a 1 fg/uL; (C -) controle negativo
da reacao.

A técnica de LAMP foi 100 vezes mais sensivel que a técnica da PCR e a regido
TSPY foi 10 vezes mais sensivel comparada com DYS14, amplificando a amostra
com até 10 fg. Com isso foi demonstrado que em concentracdes baixas de DNA a
técnica de LAMP foi util para a amplificacdo e como consequéncia seria possivel
amplificar a amostra de DNA fetal.

Apés a realizagdo dos experimentos de padronizacdo onde foram obtidos os
melhores resultados em relacdo as concentracdes dos reagentes, ao tempo e a
temperatura de amplificacao, foi realizado o teste de sexagem utilizando a técnica
de LAMP.

Na figura 15 é apresentado o gel de agarose corado com brometo de etidio da
sequéncia dos genes TSPY e DYS14 para amplificacdo por LAMP, onde pode ser
observado o padrédo de bandas caracteristico do LAMP para uma amplificacédo de
um feto masculino. Quando ndo apresentavam sinal de amplificacdo dos dois
genes foram considerados negativos e, consequentemente, do sexo feminino.
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Figura 15: Foto do resultado da eletroforese em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio para os genes DYS14 e TSPY, mostrando um resultado de
sexagem. (Ladder) — marcador de massa molecular 1kb Plus Invitrogen®; (1 e 2)
DNA extraido de plasma de gestante de feto masculino; (3 e 4) DNA extraido de
plasma de gestante de feto feminino; (C-) controle negativo da reacao.

No total foram coletadas amostras de sangue de 53 gestantes em diferentes
idades gestacionais e os resultados encaminhados para as pacientes (Tabela 10).
Trés casos ndo confirmaram o fendtipo devido a perda de contanto com as
gestantes (amostras 26, 37 e 46), em dois casos 0 resultado molecular n&o
corroborou com o ultrassom (amostras 30 e 31) e foram descartadas desta
pesquisa.
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Tabela 10: Resultados obtidos por amplificacdo por PCR e LAMP comparado com

o resultado do ultra-som

Resultado obtido

Resultado obtido

Resultado do

Semanas de por PCR (DYS14 e | por LAMP (DYS14 Ultra-som
Ndmero | gestacao TSPY) e TSPY)
G001 13 semanas Masculino Masculino Masculino
G002 11 semanas Masculino Masculino Masculino
G003 10 semanas Feminino Feminino Feminino
G004 14 semanas Masculino Masculino Masculino
G005 16 semanas Masculino Masculino Masculino
G006 18 semanas Feminino Feminino Feminino
G007 8 semanas Feminino Feminino Feminino
G008 13 semanas Masculino Masculino Masculino
G009 9 semanas Feminino Feminino Feminino
G010 41 semanas Feminino Feminino Feminino
G011 38 semanas Masculino Masculino Masculino
G012 11 semanas Masculino Masculino Masculino
G013 10 semanas Feminino Feminino Feminino
G014 7 semanas Masculino Masculino Masculino
G015 38 semanas Masculino Masculino Masculino
G016 39 semanas Masculino Masculino Masculino
G017 32 semanas Feminino Feminino Feminino
G018 25 semanas Masculino Masculino Masculino
G019 8 semanas Feminino Feminino Feminino
G020 30 semanas Feminino Feminino Feminino
G021 11 semanas Masculino Masculino Masculino
G022 11 semanas Masculino Masculino Masculino
G023 13 semanas Masculino Masculino Masculino
G024 17 semanas Feminino Feminino Feminino
G025 39 semanas Feminino Feminino Feminino
G026* 12 semanas Masculino Masculino -
G027 19 semanas Masculino Masculino Masculino
G028 15 semanas Feminino Feminino Feminino
G029 34 semanas Masculino Masculino Masculino
G030** | 20 semanas Masculino Masculino Feminino
G031** | 18 semanas Masculino Masculino Feminino
G032 10 semanas Feminino Feminino Feminino
G033 28 semanas Masculino Masculino Masculino
G034 22 semanas Masculino Masculino Masculino
G035 9 semanas Masculino Masculino Masculino
G036 8 semanas Feminino Feminino Feminino
GO037* 13 semanas Masculino Masculino -
G038 14 semanas Masculino Masculino Feminino
G039 20 semanas Masculino Masculino Feminino
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G040 15 semanas Feminino Feminino Feminino
G041 8 semanas Feminino Feminino Feminino
G042 11 semanas Feminino Feminino Feminino
G043 8 semanas Feminino Feminino Feminino
G044 9 semanas Masculino Masculino Masculino
G045 11 semanas Feminino Feminino Feminino
G046* 15 semanas Masculino Masculino -

G047 8 semanas Masculino Masculino Masculino
G048 14 semanas Masculino Masculino Masculino
G049 24 semanas Masculino Masculino Masculino
G050 33 semanas Feminino Feminino Feminino
G051 32 semanas Masculino Masculino Masculino
G052 18 semanas Masculino Masculino Masculino
G053 22 semanas Masculino Masculino Masculino

* perda do contato com a gestante;
** resultado molecular ndo corroborou com o ultra-som.

Os resultados obtidos retirando as duas amostras que néo corroboraram com o

ultrassom e as trés que houve a perda de contato com a gestante, foram de 28

amostras (58,33%) masculinas,

com a amplificacdo das sequéncias do

cromossomo Y e 20 amostras (41,67%) femininas que ndo amplificaram a

sequéncia do cromossomo Y e apenas para o controle.
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5 Discussao

O maior potencial de aplicacdo ndo clinica de cffNA é a determinacdo do sexo
fetal na auséncia de qualquer necessidade meédica especifica. As dimensdes
éticas e legais da determinacdo do sexo e selecdo sdo complexas. Dentro da
ética reprodutiva, os debates sobre a escolha do sexo foram caracterizados por
trés posicoes distintas, a saber: (WRIGHT et al., 2009)

. Liberalismo Extremo - a escolha do sexo ndo é uma problematica e a

autonomia reprodutiva é primordial;

. Conservadorismo Extremo - a escolha do sexo nunca € eticamente
justificavel (com a possivel exce¢do de determinadas circunstancias de
ordem meédica);

. Posicdo Mista - a escolha do sexo € aceitdvel em algumas
circunstancias, mas nao em outras, por exemplo, a selecdo do sexo com a
finalidade de equilibrio familiar € aceitavel, a menos que seja dirigida por

um sexista com a atitude de que as mulheres sao inferiores aos homens.

Embora a visdo moderada seja atraente, pois tenta orientar um caminho entre os
dois extremos, dificuldades tedricas e praticas permanecem. Além disso, em uma
sociedade pluralista, pode ser um desafio alcancar um consenso sobre a
sexagem pré-natal.

Regulamentagdo adicional aplica-se a selegcdo de embrides para reproducao
assistida através de pré-implantacdo de diagndstico genético, cuja licenca para a
Fertilizacdo e Embriologia Humana é necessaria. A selecdo de embrides com
base no sexo ndo é permitida atualmente, exceto quando a justificativa € a

reducao do risco relacionado a deficiéncia grave ou doenca.

A descoberta da presenca do DNA livre fetal no plasma materno de gestantes
trouxe uma grande evolugdo nas técnicas de diagnéstico pré-natal ndo invasivo
para o feto (LO et al., 1989). Existem alguns estudos mostrando a sensibilidade e
especificidade do método de determinacdo do sexo fetal pelo plasma materno
(JOHNSON et al., 2004).
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A amplificacdo de acidos nucléicos € uma ferramenta importante para o
diagnostico de doencas e caracteristicas genéticas. Diversos metodos de
amplificacdo estao disponiveis, dentre eles destacam-se: técnicas de amplificagéo
de alvos-especificos como a PCR, PCR-transcriptase reversa (RT-PCR) e a PCR

em tempo real.

As técnicas de amplificacdo baseadas na PCR necessitam de instrumentos
precisos e elaborados, tendo varios inconvenientes intrinsecos, como a exigéncia
de ciclos térmicos demorados. Além disso, eles tém um alto custo de implantacéo

tornando a técnica ndo adaptavel para o uso clinico de rotina.

O desenvolvimento da amplificacdo isotérmica LAMP por Tsugunori Notomi e pela
empresa Eiken Chemical Co. Ltda possibilitou a identificagdo de uma sequéncia
alvo desejada, com minima estrutura laboratorial, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados, diminuindo o custo e viabilizando a utilizacdo dessa
metodologia de diagnostico em qualquer laboratorio de rotina clinica ou
instituicbes de ensino, podendo assim, por exemplo, contribuir para a implantacéo

em laboratério com pouco recurso.

A metodologia por LAMP, por ser relativamente simples, rapida, de baixo custo e
de grande sensibilidade, trouxe grande contribuicdo para este trabalho de
pesquisa. A grande sensibilidade do LAMP permite detectar pequenas
guantidades de DNA fetal presente no plasma materno. Conforme a gravidez
evolui aumenta-se a quantidade de DNA fetal no plasma materno que provém de
diferentes tipos de células fetais (LO et al.,, 1999). Por ndo ser possivel a
separacdo do DNA fetal do DNA materno, igualmente presentes no plasma, o
diagndstico do gendtipo fetal sé é possivel qguando este apresentar sequéncias
alvo diferentes do materno. No caso da sexagem, o filho difere da mée em

relacdo a presenca do cromossomo Y (ZHONG et al., 2000).

Neste trabalho foi possivel identificar o sexo fetal a partir da oitava semana de
gestacdo, embora outros estudos descritos estabelecessem a sexagem fetal por
PCR a partir da quinta semana (DONABELA, 2008). Esta diferenca de
sensibilidade € devida a utilizacdo da PCR em tempo real, o que permite detectar
infimas concentracdes de DNA amplificado com maior seguranca. A PCR em

tempo real utiliza marcadores fluorescentes que amplificam o sinal do produto da
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PCR. Além disso, a possibilidade de verificar a curva de dissociacéo do fragmento

amplificado da seguranca de sua especificidade.

Uma das grandes dificuldades neste trabalho foi a escolha da metodologia de
extracdo do DNA fetal a partir do plasma materno. Foram escolhidos quatro
protocolos de extragcdo, sendo que dois deles n&o obtiveram sucesso nas
amplificacdes testadas (BELLO et al., 2001 e o reagente de extracdo Brazol ®-
LGC). Uma possivel explicacdo para isso pode ser devido ao fato de que eles
utilizam inimeros passos e descartes manuais e com isso o0 DNA fetal pode ter se
perdido durante a extragdo. Por isso, estes protocolos ndo foram utilizados para

realizagéo do exames de sexagem.

O protocolo de Stirling (2003) foi utilizado com sucesso no inicio da pesquisa
apresentando bons resultados quanto a qualidade e quantidade de DNA extraido,
a degradacdao foi lenta e o custo relativamente baixo, mas o tempo do protocolo
de extracdo era longo e ele foi substituido por um kit comercial Qiamp Blood Mini
Kit da Qiagen.

Este protocolo apresentou os melhores resultados comparados com 0s outros
protocolos, o tempo de extracdo foi baixo, a quantidade e qualidade do DNA era
boa e a degradacédo do DNA foi lenta, a desvantagem foi o custo elevado. Neste
meétodo o plasma € submetido a uma lise enzimatica com proteinase K, tratado
com o agente caotropico hidrocloreto de guanidina, a solugdo é entdo filtrada em
uma coluna de silica, que possui afinidade por acidos nucléicos. Apds sucessivas
lavagens o DNA aderido a silica é eluido com tampé&o adequado, provido no kit
(LEVI et al., 2003).

Foram coletadas 53 amostras de sangue total de gravidas em diferentes estagios
gestacionais. Trés casos foram descartados porque ndo houve a confirmagéo do
sexo fetal apOos os testes moleculares devido a perda de contato com as
gestantes. Em outros dois casos 0s resultados apontaram para fetos masculinos,
entretanto, no ultra-som eles foram confirmados como femininos. Este fato
certamente deve-se a grande sensibilidade das tecnologias utilizadas e a falta de
possibilidade de utilizar controles nas reacdes de amplificagao.

Devemos lembrar que a técnica de LAMP e PCR sdo muito sensiveis, pois a partir
de uma Unica molécula de DNA (inicio da reagdo) ha no final milhdes de

sequéncias alvo de interesse e caso o material for manuseado de forma incorreta
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pode ocorrer uma contaminacao. Outro fato € quem realizou 0s experimentos
para esta pesquisa foi um individuo do sexo masculino. Para trazer maior
confiabilidade a sexagem fetal sugerimos que os testes sejam realizados por
mulheres, desde a extracdo do DNA até a sua amplificacdo. Além disso, é
importante que sejam realizadas duas extracdes de DNA e amplificacdes em

diferentes datas.

Para minimizar o problema de contaminacao algumas medidas foram tomadas:

* Os ambientes para as diferentes etapas do teste foram separados
fisicamente: sala de extracdo, sala de preparacdo das reacles e poés-
reacoes (visualizagéo dos resultados);

* Cada local de manipulacdo de amostra com 0 seu proprio conjunto de
pipetas;

* Uso de ponteiras contendo filtro estéril e de uso exclusivo para PCR.

Apesar deste percalco, a técnica desenvolvida por Notomi et al. (2000) mostrou-
se eficiente no diagndstico do sexo fetal a partir da oitava semana de gestacéo,

uma vez gue este trabalho é pioneiro e ainda nao foi descrito na literatura.

A utilizacdo do LAMP comparado com a PCR, para realizacdo da sexagem fetal,
demonstrou um grande sucesso, uma vez que a grande dificuldade para este tipo
de teste € a concentracdo de DNA fetal, que é muito baixa, ou seja, uma média de
35 copias de DNA fetal circundante por mililitro de plasma materno no inicio da
gravidez (SEKIZAWA et al., 2001).

Tanto para a amplificacdo de segmentos de DYS14 quanto de TSPY, o LAMP
mostrou-se 100 vezes mais sensivel que a PCR para 0s mesmos segmentos.
Além disso, enquanto a amplificacdo por PCR tem a duracdo de

aproximadamente 180 minutos, a reacdo do LAMP leva apenas 60 minutos.

A amplificacdo por LAMP néo necessita de equipamentos sofisticados e pode ser
realizada em um banho-maria. A visualizagdo da amplificacdo por LAMP
tampouco necessita de eletroforese, e pode ser verificada adicionando-se o

agente intercalante fluorescente Sybr Green a reacéo (dados ndo mostrados).
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A amplificacdo de segmento de TSPY mostrou-se mais sensivel a deteccao do
DNA, conseguindo amplificar até 10 fg de DNA gendmico, sendo indicada para o

diagnadstico do sexo fetal a partir do DNA livre plasmatico em gestantes.

A sexagem fetal precoce é importante para diminuir a ansiedade natural dos pais
em saber 0 sexo do bebé. E contribui de forma decisiva no manejo das doencas
genéticas. Podendo-se confirmar o sexo fetal precocemente ndo ha a
necessidade da realizacdo de exames invasivos (coleta de vilosidade coridonica ou

liquido amnidtico) e mais tardios como o ultrasom.

Na recorréncia da hiperplasia adrenal congénita, a sexagem fetal precoce é de
grande utilidade devido ao esquema terapéutico profilatico, que deve ser iniciado
precocemente para prevenir a virilizagado dos fetos femininos afetados. Em fetos
do sexo masculino, como ndo ha necessidade de tratamento intra-utero, a parada
precoce da medicacao evitaria efeitos colaterais para a gestante (DONABELA,
2008).

A utilizacdo de metodologias de amplificacdo mais rapidas e sensiveis como o
LAMP permitem que laboratérios que ndo possuem recursos financeiros possam
implantar esta técnica em sua rotina, diminuindo os custos de um diagnostico e

proporcionando uma maior abrangéncia e beneficio para a populacgéo.
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6 Conclusoes

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que:

1. O kit comercial Qiamp Blood Mini Kit da Qiagen apresenta os melhores
resultados comparados com 0s outros protocolos; o tempo de extracdo é
baixo, a quantidade e qualidade do DNA é boa e a degradacdo do DNA é

lenta.
2. Atécnica de LAMP se mostrou mais vantajosa que a metodologia da PCR

devido a sua sensibilidade, tempo de execucéo e a ndo necessidade de um

termociclador e tampouco de eletroforese.

3. Aregiao TSPY mostrou uma maior sensibilidade para a detecgédo do DNA
fetal que a regido DSY14.
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Anexo |

UFSCar — Universidade Federal de Sao Carlos

WH% Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia ~ Prof. Dr.

Euclides Matheucci Junior
Rod. Washington Luis, km 235 — CEP: 13565-905
Tel. (16) 3306-9787

E-mail: euclimj@power.ufscar.br

Formulario de Coleta:

Nome da paciente:

Data de nascimento;

Endereco: CEP:
Cidade: Estado:

Telefone: Celular:

E-mail:

RG: CPF:

Data da ultima menstruacéo e/ou idade gestacional (semanas de gravidez)

Rh(positivo ou negativo):

Realizou alguma transfusdo de sangue nos ultimos trés meses:

Assinatura da Paciente
Responsavel pela coleta: Adriana Medaglia CRBM n°3390

Data da coleta

Obs:
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Anexo I
UFSCar — Universidade Federal de Sao Carlos

Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia ~ Prof. Dr.

Euclides Matheucci Junior L . hinte

ul'.‘p;{% Rod. Washington Luis, km 235 — CEP: 13565-905 )

Tel. (16) 3306-9787

E-mail: euclimj@power.ufscar.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

NOME DO PROJETO: Determinagéo Pré-Natal do sexo fetal por meio da andlise de DNA
no plasma materno através da técnica de LAMP

RESPONSAVEIS: Prof. Dr. Euclides Matheucci Jr.
Bruno Garcia Rocha

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que serd desenvolvida pelo
aluno de mestrado Bruno Garcia Rocha que estd no programa de Pds-Graduagcdo em
Biotecnologia da UFSCar. Este trabalho esta sendo feito em parceria com o Laboratorio
DNA Consult Genética e Biotecnologia que dard todo o apoio necessario para a sua
realizacao.

ESCLARECIMENTO: O diagnostico pré-natal € muito importante para o seguimento da
gravidez. Algumas doencas podem ser tratadas com o bebé dentro do Utero da mae e
outras logo apds o nascimento.

A sexagem fetal € uma nova técnica para determinagédo do sexo do bebé, realizada com
uma amostra de sangue da mée. Durante a gestacdo existe a passagem de uma
pequena quantidade de células fetais para o sangue materno. O exame dessas células
revelaria as condicoes fetais por um procedimento ndo invasivo e sem risco.

Este teste se baseia na identificacdo de partes do cromossomo Y na circulacdo materna.
Como individuos do sexo masculino possuem esse cromossomo dentro das suas células,
sua presenca indica um menino e sua auséncia indica uma menina.

Nesta pesquisa que vocé estd sendo convidada, através dos resultados de alguns
exames que nao afetam a sua saude e de seu bebé, podemos conhecer 0 sexo de seu
filho ou filha.

O estudo nao trara nenhuma despesa para vocé. Vocé pode nos auxiliar neste trabalho
através de um pouco de sangue (colhido como qualquer exame de rotina). Todo esse
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material sera utilizado apenas para identificacdo do sexo do bebé e ndo serd utilizado
para outros fins, que ndo esta pesquisa, sem um novo consentimento.

OUTRAS INFORMACOES:

1 — Vocé tem a garantia de receber qualquer informacdo adicional ou
esclarecimentos que julgar necessarios, a qualquer tempo do estudo;

2 — A sua recusa em participar do estudo nado lhe trara qualquer prejuizo no
tratamento;

3 — Vocé estard livre para deixar 0 estudo a qualguer momento, mesmo que vocé
tenha consentido em participar do mesmo inicialmente.

4 — As informacg0@es obtidas pelo estudo serdo estritamente confidenciais, estando
garantidos o0 seu anonimato e privacidade na apresentagdo e/ou divulgacdo dos
resultados.

5 — N&o havera compensacdes financeiras, nem qualquer tipo de custo adicional
para vocé, sendo sua participacdo neste estudo absolutamente livre e voluntéria.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacédo na pesquisa e
concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pré-Reitoria de PoOs-Graduagdo e
Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Carlos, localizada na Rodovia Washington
Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - S&o Carlos - SP — Brasil. Fone (16)
3351-8110. Endereco eletrénico: cephumanos@power.ufscar.br

Eu portador do RG: .concordo
com o presente termo de consentimento e com informac¢des que me foram apresentadas
e que, livremente manifesto a minha vontade em participar do projeto de pesquisa
“Determinacdo Pré-Natal do sexo fetal por meio da an alise de DNA no plasma
materno através da técnica de LAMP”.

Sao Carlos, — de

(o}
D

Assinatura do pesquisador Assinatura da paciente
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Anexo Il

Solugbes utilizadas no trabalho:

Essas solucdes foram preparadas com agua deionizada esterilizada e, quando
necessario, foram esterilizadas por autoclavagem (a 121 por 20 minutos )
conforme descrito em Sambrook et al., 1982.

Solugéo Tampéo Tris-HCI 1M pH 8.0.

Tris-pase (USB®)........cccooiiiiiiiiiii 12,119
Agua deionizada............ccovvviiieeii e 100mL

Tris-base foi dissolvido em 80mL de agua deionizada. O pH desejado foi ajustado
com solugcdo de HCI e o volume completado para 100mL com agua deionizada. A
solucéo foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura ambiente.

Solucéo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 0 ,5M pH 8.0.

EDTA (MErck®).....cooiiiiiiiiiiiiiii 18,619
Agua deionizada...........oooiiiiiiiiiiii e 100mL

O EDTA foi dissolvido em 80mL de agua deionizada. O pH da solucéo foi ajustado
para 8,0 com solucdo de NaoH e o volume completado para 100mL com agua
deionizada. A solucéo foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura
ambiente.

Solugéo Tampéo TE pH 8.0. (10mM Tris-HCl e 1mM EDTA ).

IM THS-HCL PH 8.0 oo 1mL
0,5M EDTA PH 8.0....ccoiiiiiiiiiiii 0,2mL
Agua deionizada...........ooovviiiiiiiii e 100mL

A solucéo foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura ambiente.
Solucao de Dodecil Sulfato de Sédio (10%).

SDS (SIgMAR)......cuiiiiiiiiiiii 10g
Agua deioniZada g.S.P. coeeereeeeeeeeeieee e 100mL

O SDS foi dissolvido em 50 mL de agua deionizada aquecida a 60°C , sob

agitacdo e o volume completado para 100mL. A solucdo foi estocada a
temperatura ambiente.
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Solucéo de Etanol a 70% (100mL).
Etanol P.A. (MErck®)........cooviiiiiiiiii, 70mL
Agua deionizada...........cooveiiiiiiiii e 30mL

A mistura foi homogeneizada e estocada a 4° C.

Solucao de Hidroxido de Sodio (NaOH) 10N.

NaOH (MErck®).......ouoiiiiiiiiiiiii 49
Agua deioniZada g.S.P. «.eeeeeeeeeeeeeeeiee e 1000mL

As pastilhas de NaOH foram dissolvidas em 800mL de agua e o volume
completado para 1000mL. A solugéo foi autoclavada a 121C por 20 minutos e
estocada a temperatura ambiente.

Solucéo de Acetato de Amonia 7,5 M.

Acetato de Amonia (JT Baker®)..........cccoviniiiiiiiiini, 57,819
Agua deioniZada g.S.P. «eeererriiieeeieeeeeee e 100mL

O Acetato de amobnia foi dissolvido em 70mL de agua deionizada e apos
dissolucéo o volume foi completado para 100mL com &gua deionizada. A solugéo
foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura ambiente.

Diluicao da enzima Proteinase K 20mg/mL.

Proteinase K (INVItrogen ®) ...........cccoviiinin, 20mg/mL
Agua deionizada...... ..o v 1000mL

A enzima foi diluida em agua deionizada e estocada a 4°C.

Solucéo de Loading Buffer 6X.

Azul de Bromofenol (USB®) ........ccocevviiiiiiiiiii e eeeeee...25mg
Xileno Cianol (USB®) .......c.ccovviiiiiiiiiiii i i e e eeenennn. . 2DMQ
Glicerol (Merck®).......ouuiuie e e e e e e, 3mL
Agua deionizada 0.S.p......c.uveveieeiieiii e e in22.10ML

O azul de Bromofenol , xileno cianol e o glicerol foram diluidos em agua
deionizada e o volume foi completado para 10mL. A solucédo foi estocada a 4° C.
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Solucao de Cloreto de Sadio (NaCl) 5M.

NaCl (JT BaKer®) ........cooeviiiiiiiiiiis 146,19
Yo [UF=Wo[=T1o] a1F2= To =W o IR0 o FOS 500mL

O NacCl foi dissovildo em 350mL de agua e o volume foi completado para 500mL.

A solugéo foi autoclavada a 121C por 20 minutos e foi estocada a temperatura
ambiente.

Solucéo de tampao de corrida TAE 50X.

TriS-BaS@ (USB®).....uueuiiuiiiiiiiiiieeieee ettt 2429
Acido Acético Glacial (JT Baker ®)..........ccevevveevreeeerveeennns 57,1mL
EDTA (MErCK ®)...cceeeeeiieieeeeeeeceie e e e 18,6 ¢
Agua deionizada 0.S.P....c.ccveeeieieeieeereeeeeee e 1000mL

Foi adicionado o Tris-Base, Acido Acético Glacial e EDTA em 900mL de &agua
deionizada. Homogeneizou-se a mistura e o volume foi completado para 1000mL.
A solucéo foi estocada a temperatura ambiente.

Solucéo de tampao de corrida TAE 1X.

TAE SOX .o 20mL
Agua deioNiZada g.S. P e e et 1000mL

A mistura foi homogeneizada e estocada a temperatura ambiente.
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Titulo do projeto: Determinagdo Pré-Natal do sexo fetal por meio da andlise de DNA no plasma materno
através da técnica de LAMP

Pesquisadores (as): BRUNO GARCIA ROCHA

Parecer
As pendéncias apontadas no Parecer n°. 199/2010 foram satisfatoriamente resolvidas. Projeto aprovado.
Atende as exigéncias contidas na Resolugdo 196/96, do Conselho Nacional de Satide.

Normas a serem seguidas

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 —
Item IV.1.f) e deve receber uma c¢Gpia do Termo de Consentimento Livie e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apGs andlise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
l11.3.2), aguardando seu parecer. exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item
V.3) que requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes

que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificagao ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA — junto com seu
posicionamento. .

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta. identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas Justificativas. Em caso de projetos do
Grupo T ou II apresentados anteriormente 2 ANVISA. o pesquisador ou patrocinador deve envid-las
também a mesma, junto com o parecer aprobatdrio do CEP, para serem Jjuntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, item 111.2.e).

* Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente dentro de | (um) ano a partir
desta data e ao término do estudo.

Sao Carlos, 29 de setembro de 2010., /

4 g~
Prof. Dr. Daniel Vendruscolo
Coordenador do CEP/UFSCar
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