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RESUMO

ROCHA, Alipio dos Santos. Aplicacdo da metodologia de dissociacdo em alta
resolucdo (HRM) para determinacao de perfis genéticos com interesse forense.
2015. 65 f. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A genética forense tem grande importancia na geracdo de provas em casos
de violéncia sexual, paternidade criminal, identificacdo de cadaveres e investigacao
de evidéncias de locais de crime. A andlise de STRs apresenta grande poder de
discriminacdo, mas € uma metodologia multi-etapas, trabalhosa, cara e em muitos
casos a andlise genética é prejudicada pela baixa quantidade e qualidade das
evidéncias coletadas. Este estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar
uma metodologia de triagem de amostras forenses através da andlise de perfis de
dissociacdo em alta resolucdo (HRM) de regides do DNA mitocondrial, o qual esta
presente em maior nimero de cépias e mais resistente a degradacdo. Para tanto,
foram extraidos DNAs de 68 doadores. Estas amostras foram sequenciadas e
analisadas por HRM para sete alvos no DNA mitocondrial. Também foram realizados
ensaios para determinar a influéncia do método de extracdo, da concentracdo e
nivel de degradacdo do DNA no perfil de HRM obtido para uma amostra. Os
resultados demonstraram a capacidade da técnica de excluir individuos com
sequéncias diferentes da referéncia comparativa em cinco regides amplificadas.
Podem ser analisadas em conjunto, amostras de DNA com variacdo de
concentracdo de até a ordem de 100 vezes e extraidas por diferentes metodologias.
Condicdes de degradacdo de material genético ndo prejudicaram a obtencdo de
perfis de dissociacdo em alta resolucdo. A sensibilidade da técnica foi aprimorada
com a analise de produtos de amplificacdo de tamanho reduzido. A fim de otimizar o
ensaio foi testada a anéalise de HRM em rea¢fes de PCR duplex. Um dos pares de
amplificacdo forneceu perfis de HRM compativeis com resultados obtidos de
reacfes com amplificacdo de apenas um dos alvos. Através da analise conjunta das
cinco regides, esta metodologia visa a identificacdo de individuos nado relacionados
com as referéncias comparativas, diminuindo o nimero de amostras a serem
analisadas por STRs, reduzindo gastos e aumentando a eficiéncia da rotina de
laboratoérios de genética forense.

Palavras-chave: HRM. Dissociacdo em alta resolu¢cdo. DNA mitocondrial. Genética

forense. Método de triagem. Regides hiper-variaveis.



ABSTRACT

ROCHA, Alipio dos Santos. Application of the high resolution melting (HRM)
methodology to determine genetic profiles with forensic interest. 2015. 65 f.
Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The forensic genetics has an important role in the generation of evidence in
cases of sexual assault, criminal paternity, identification of corpses and crime scenes
investigation. The analysis of STRs has great power of discrimination, but it is a
multi-stage methodology, complex, expensive and in many cases the genetic
analysis is hampered by the low quantity and quality of evidence collected. This
study aimed to develop and characterize a forensic samples screening methodology
to examine high resolution melting profiles (HRM) of regions of the mitochondrial
DNA, which is present in more copies and more resistant to degradation. Thus, we
extracted DNA from 68 donors. These samples were sequenced and analyzed by
HRM to seven mitochondrial DNA targets. Tests were also conducted to determine
the influence of extraction method, concentration and DNA degradation level of HRM
profile obtained for a sample. The results demonstrated the technical ability to
exclude individuals with different sequences of comparative reference amplified in
five regions. Can be analyzed together samples with varying concentration to the
order of 100 times and extracted by different methods. Genetic material degradation
conditions did not prevent obtaining high resolution melting profiles. The sensitivity of
the technique was improved with the analysis of reduced size amplification products.
In order to optimize the assay HRM analysis was tested in duplex PCR reactions. A
pair of amplification provided HRM profiles consistent with results from amplification
in reactions with only one of the targets. Through the joint analysis of the five regions,
this approach aims to identify individuals not related to comparative references,
reducing the number of samples to be analyzed by STRs, reducing costs and
increasing the efficiency of the routine of forensic genetics laboratories.

Keywords: HRM. Dissociation in high resolution. Mitochondrial DNA. Forensic

genetics. Screening method. Hypervariable regions.



11
1.2
1.3
1.4
1.5

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

45.1
452
4.5.3
45.4
4.5.5
4.6

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt 10
REVISAO DE LITERATURA......ooieiee ettt en et 11
HistOrico da geneética fOreNSe........uuuueeciiiiiiiii e 11
Métodos de extragdo de DNA..........ouiiiii e 13
Técnicas de identificagc8o humana.........cccouviiiiiiiiiiiii e 14
DNA MIitOCONAIIALL.....ii oottt e e 16
Dissociacdo de DNA em Alta Resolucdo (HRM)......ccccoeevviiiiiiiennnnnn, 19
OBUIETIVOS . ..ot e e e e e e e et e e aenaees 23
ODJELIVO GEIAL...ciiiiiiiiie e 23
ODbjetivos €SPECITICOS....ciiiiiiiiiiecei e 23
MATERIAIS E METODOS........coiiiieieeeeeete ettt ee e 24
AMOSEIas A DINA ... e e e e e e e 24
Extracdo e quantificagdo do DNA.........ccoiiiiiiieeee e 24
Amplificacdo do DNA e Dissociacdo em Alta Resolucao................... 27
SEQUENCIAMENTO....cuiiiiiiiii i e e e e e e e e e e e e e e e e e e reaee s 30
DIgest8o de DNA. ... et 31
RESULTADOS . ... e e e e eaaan s 32
Avaliacdo da especificidade dos primers........ccccevevvvvvviiiiiiiieeieeeeeee, 32
Métodos de extragao de DNA......ccooo i 33
Concentragdo de DNA......cooo e 34
Simulagdo de amostras de DNA degradadas........ccccccceeeeeeenniiiiiniiinnnns 36

Determinacdo de perfis de HRM a partir de regidoes do DNA

MITOCONATNIAL cceeiiiiiiiie e 37
Avaliacdo do perfil HRM de HVI........ccooiiiiiiiiieeeecceieee e 38
Avaliacdo do perfil HRM de HVIIL.........cooiiiiiiiiiieiicceiee e 40
Avaliacdo do perfil HRM de C2......cooiiiieeieeiiieeeeeeeee e 42
Avaliacdo do perfil HRM de CA4......ooiiiiieiieeeeeeeeeeee e 44
Avaliacdo do perfil HRM de NC.........uuuiiiiiiiiiee e 46

Determinacdo de perfis de HRM utilizando produtos menores de



4.6.1 Avaliacdo de 110 ph do HVI .. ..., 50

4.6.2 Avaliacdo de 86 Ph dO CA.......coueiiiiieieiie e 50
4.6.3 Avaliacdo de 51 bp dO NC.......cooiiiiiiiiiieeeeec e 51
4.7 ReacgOes duplex para HRM........ccooiiiiiiiiiiiiiieis e 52
A.7.1 DUPIEX CAINC . ...ttt ettt en e, 52
N G o 010 (=3 07 [ VA | IS 53
5 DISCUSSAOD......oiiiicieee ettt ettt e ettt ne et 55

CONCLUSAOD . .....coeceeceeeeeeeeeete ettt sttt ae e 61

REFERENCIAS..... .ottt ettt st en ettt ans 62

APENDICE - Termo de consentimento livre e esclarecido...................... 65



10

INTRODUCAO

As aplicacdes forenses especificas, com base nas tecnologias moleculares de
andlise do DNA, tém sido cada vez mais utilizadas em diversas areas forenses, tal
como: identificagdo de parentesco, anélise de evidéncias de local de crime, casos de
violéncia sexual, identificacdo de cadaveres, dentre outros. No contexto de
identificacdo humana, a evolucdo das ferramentas moleculares para avaliacédo
forense tem auxiliado significativamente a justica criminal fornecendo provas cada
vez mais concretas acerca da identificagcdo humana/suspeitos.

A identificacdo humana através do DNA teve inicio na década de 80,
utilizando marcadores moleculares de tamanho de fragmentos de restricdo (Bultler
2005). Com o advento da técnica de PCR as andlises genéticas obtiveram um salto
de quantidade de informacdes geradas. Outro marco importante foi a descrigdo, no
inicio dos anos 90, de regides microssatélites no DNA chamadas de STRs que
passaram a ser utilizadas na identificacdo humana (Butler 2005).

A metodologia que emprega a andlise de STRs para a identificacdo humana
se da em multi-etapas, de forma laboriosa, demorada e cara. Os kits de PCR para
identificacdo humana, validados para andlises forenses, sdo vendidos a um preco
médio de R$ 57,00 por amostra. A este valor ainda devem ser adicionados o custo
com 0s insumos necessarios para a eletroforese capilar. Levando em consideragao
a rotina intensa de um laboratério de genética forense, alternativas que minimizem o
ndmero de amostras a serem submetidas a analise de STR trariam celeridade e
reducado de gastos.

Frente este quadro, este estudo visou desenvolver uma metodologia de
triagem de amostras forenses através da analise de perfis de dissociacdo em alta
resolucdo (HRM) de produtos de amplificacdo de regides do DNA mitocondrial. A
analise de HRM apresenta custo médio de R$ 4,00 por reacdo e permite a obtengéo
de resultados em menos de duas horas. Os resultados obtidos permitiram a
discriminagéo de individuos variantes em relagdo a uma amostra de referéncia e a
montagem de reacdes duplex, onde se analisa dois locais em uma mesma reacao,

fator que garante mais economia e agilidade para a andlise.
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1 REVISAO DE LITERATURA

A identificacdo através do DNA atualmente € uma ferramenta essencial na
area forense (Janice et al. 2012; loannis et al. 2012). As analises utilizando DNA séo
extremamente Uteis para a identificagdo humana em situagbes em que o material
bioldgico é encontrado como evidéncia em local de crime ou para a identificacao de
pessoas desaparecidas e de vitimas de desastres, através de comparacdo com
parentes. A andlise de DNA também permite a associacao de crimes ocorridos em
diferentes localidades e/ou espacados temporalmente. Por se tratar de uma anélise
extremamente sensivel e por requerer pequenas quantidades de material bioldgico,
a identificacdo humana por DNA tem sido uma ferramenta essencial em varias areas
e abordagens forenses. Além disso, diversas fontes de material biolégico podem ser
utilizadas, tais como: fluidos e tecidos biol6gicos e os mais variados utensilios e
vestimentas desde que apresentem pequenas quantidades de material humano
(Jobling & Gill 2004).

1.1 Historico da genética forense

A identificacdo humana por DNA, também conhecida como “DNA
fingerprinting” em analogia as digitais do dedo (tecnicamente chamada de
datilograma ou dermatdglifo), foi descrita primeiramente por Alec Jeffreys em 1985,
na Inglaterra (Gill et al. 1985). Jeffreys demonstrou a presenca de regides repetitivas
no DNA humano que podem variar em comprimento entre individuos, chamando
essa variacdo de polimorfismo. Além disso, Jeffreys também desenvolveu uma
técnica que o permitiu identificar pessoas através da andlise de variagbes de
tamanho nessas regides repetitivas. A terminologia utilizada para essas regides foi
VNTRs (do inglés: “variable number of tandem repeats”) e a técnica desenvolvida
para sua a analise ficou conhecida como RFLP (do inglés: “restricition fragment
length polymorphism”) (Figura 1). Esta técnica se baseia no uso de enzimas de
restricdo para clivar regifes proximas as sequéncias polimorficas e gerar fragmentos

de DNA (Butler 2005). Diante disso, como os individuos possuiam diferentes
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repeticbes nessas regides, cada amostra apresentaria um perfil de fragmentacao de
DNA. Sendo assim, cada individuo poderia ser identificado de acordo com o seu

padrao de fragmentos gerados pelo RFLP.

Figura 1 — Primeiros perfis genéticos utilizados na area forense

CM F

M TC UD1 UD2 UD3

— -_—
= —_—
s —

—— -

- - WP

(a) (b)

Legenda: (a) primeiro “DNA fingerprint”, produzido pelo laboratoério de Alec Jeffreys em 1984. Padréo
de bandas de uma crianca (C), sua mée (M) e seu pai (P) biol6gicos. (b) Perfis de uma mée
(M), suposto filho (C) e filhos bioldgicos desta méae (UD1, UD2 e UD3).

Fonte: Adaptado de Goodwin, 2007.

Um marco na biologia molecular e na genética forense foi o advento da
técnica de PCR (do inglés: “Polimerase Chain Reaction”) em 1983, desenvolvida por
Karry Mullis (Saiki et al. 1985). A técnica da PCR permitiu o aumento da
sensibilidade das andlises de DNA, pois possibilita a amplificacdo de trechos de
DNA que poderao ser utilizados nas analises posteriores. Assim, com esta técnica,
tornou-se possivel a obtencdo de informacdo genética a partir de pequenas
quantidades de material biolégico, mesmo em amostras em processo de
degradacédo. Além disso, a PCR permitiu a analise de um maior nimero de

polimorfismos em uma amostra (Goodwin 2007).
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1.2 Métodos de extracdo de DNA

Materiais biolégicos coletados com finalidade de se realizar uma analise
genética contém muitas outras substancias além de DNA. Para que a andlise seja
realizada € necessaria a separacdo das moléculas de DNA dos demais
componentes da amostra. Sendo assim, foram desenvolvidos varios métodos de
extracdo de DNA, com a finalidade de se obter DNA de amostras de naturezas
diversas como tecido 6sseo, manchas de fluidos, sangue, saliva, etc. As principais
técnicas de extracdo de DNA sao a extracdo organica, por resina Chelex, a partir de
papel FTA e por fase solida.

A extracdo organica envolve varias etapas. A primeira € a adicdo de dodecil
sulfato de sédio (SDS) e proteinase K para promover a solubilizacdo das
membranas e a degradacdo de proteinas. Em seguida, € adicionada uma mistura de
fenol-cloroférmio para separar o DNA dos demais componentes celulares. Apos
centrifugacdo, o DNA permanece na fase aquosa enquanto os debris celulares
migram para a fase organica. A fase aquosa é, entdo, separada e o DNA é
precipitado pela adicdo de solu¢do concentrada de cloreto de sodio (NaCl) e de
etanol ou isopropanol. O precipitado de DNA € ressuspendido em tampéao
apropriado para ser utilizado nas analises. Esta técnica permite a obtencédo de
moléculas de DNA de alto peso molecular, no entanto emprega muitos reagentes
quimicos nocivos (Butler 2005). Outra desvantagem € a utilizacdo de mdultiplas
etapas, aumentando as chances de contaminag&o.

Um método alternativo para extracdo de DNA de sangue, saliva, manchas de
sangue e sémen € através da resina Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). A presenca de grupos guelantes nesta resina sequestra ions polivanentes que
podem atuar como cofatores para nucleases, protegendo o DNA de degradacéo.
Nos protocolos de extragdo, as amostras sdo acrescidas de suspensao de resina e
fervidas por alguns minutos para o rompimento das células e liberacdo do DNA.
ApoOs rapida centrifugacdo os debris, juntamente com a resina, precipitam e o
sobrenadante pode ser utilizado diretamente em reacbes de PCR. E um
procedimento rapido e de baixo custo, mas o DNA obtido por este método ndo pode

ser guardado por longos periodos.
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O papel FTA™ é um absorvente que possui quatro substancias que protegem
o0 DNA de degradacao e evitam crescimento de microrganismos por muitos anos
(Burgoyne 1996). O uso do papel FTA™ se da através da adicdo de uma gota de
sangue ao papel e posterior secagem do mesmo. As células séo lisadas e o DNA
dos globulos brancos é retido na matriz do papel. Fragmentos do papel FTA™
contendo uma amostra séo retirados e o DNA contido € purificado através de um
processo de lavagens para retirada dos grupos heme e outros inibidores de PCR.
Entdo, estes fragmentos com DNA purificado podem ser usados para reacdes de
PCR. O uso do papel FTA™ permite o armazenamento da amostra de DNA por
longos periodos e € Util também para seu transporte. No entanto, s6 pode ser
utilizado para evidencias liquidas.

Na extracdo de DNA por fase sélida, os acidos nucleicos adsorvem a um
suporte de silica na presenca de altas concentracbes de sais caotrOpicos como
cloridrato de guanidina e iodeto de sédio (Duncan et al. 2003). Estes agentes
caotropicos desfazem a rede de pontes de hidrogénio da agua o que estabiliza,
termodinamicamente, as conformacfes desnaturadas de proteinas e &cidos
nucleicos. Em valores de pH inferiores a 7,5 o DNA adsorve a silica enquanto
demais moléculas podem ser separadas. Entdo, em meio alcalino, o DNA pode ser
eluido e utilizado. Este método ndo é aconselhado para amostras exiguas, uma vez

gue apenas uma parte do DNA da amostra é recuperada no final do processo.

1.3 Técnicas de identificacdo humana

Ao longo da historia da identificacdo humana, muitas estratégias foram
usadas, tais como: sistema sanguineo ABO, RFLP com sondas multilocais e sondas
local-especificas e técnicas baseadas em PCR. Muitos avancos foram alcancados e,
se antes era necessaria uma consideravel quantidade de amostra bioldgica bem
preservada, hoje é possivel a identificacdo a partir de quantidades minimas de
material biologico (Butler 2005). As diversas metodologias para identificacao
humana variam muito em velocidade de analise e poder de discriminagdo, como

pode ser observado na figura 2.
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Figura 2 — Comparativo das técnicas de identificacdo humana

A

RFLP
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Lento Velocidade de Analise Répido
(Tecnologia)

Legenda: Foram verificados o poder de discriminagdo, onde é possivel ter a certeza dos resultados, e
a velocidade de analise das técnicas, medida do momento da obten¢cdo do material
biologico até o resultado final. mtDNA = DNA mitocondrial; STR = “Short tandem repeats”.

Fonte: Adaptado de Butler, 2005.

A andlise do sistema ABO, foi desenvolvida em 1900 por Karl Landsteiner
(Jobling & Gill 2004), permite uma répida obtencdo de resultados através da
comparacao dos tipos sanguineos. No entanto, requer grande quantidade de
amostra de tecido sanguineo bem preservado e possui baixo poder de discriminagéo
uma vez que existem apenas quatro grupos: A, B, AB e O - sendo que 40% da
populacdo é do grupo O. Por outro lado, a técnica baseada no DNA mitocondrial,
representado por mtDNA, tradicionalmente se da através do sequenciamento de
regides variaveis presentes nesta molécula, tonando esta analise muito demorada. E
ainda, uma vez que o DNA mitocondrial € uma heranca matrilinea, esta estratégia de
analise fornece baixo poder de discriminacdo. No outro extremo, esta a metodologia
de analise RFLP multi-loci que possui um elevado poder de exclusédo. Entretanto, é
uma estratégia metodolégica muito trabalhosa, de alto custo e requer tempo e

experiéncia por parte do analista. Outra importante limitacdo da RLFP multi-loci é a
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grande dificuldade em analisar misturas de materiais genéticos provenientes de
diferentes individuos, algo frequente na rotina forense.

Dentre as abordagens discutidas, a alternativa mais atrativa para a rotina
forense € a analise multiplex de STRs (do inglés: “Short Tandem Repeats”). STRs
séo regides polimorficas do DNA que apresentam repeticdes em tandem que variam
entre 2 a 7 pares de bases. Esta metodologia é de rapida execucdo e possui alto
poder de discriminacéo. Devido a suas caracteristicas, permite a analise de misturas

e de materiais menos preservados (Butler 2005).

1.4 DNA mitocondrial

Apesar de ser a metodologia utilizada atualmente na pratica de determinacgéo
humana forense, as analises de STRs apresentam limitacdes quanto a quantidade e
qualidade de DNA nuclear (nucDNA) necessérias nos materiais biolégicos coletados
de cenas de crimes ou para identificagdo nao criminal (Hu et al. 2014). Desta forma,
muitas vezes sdo obtidos apenas perfis parciais de STRs, frequentemente
associados as amostras biolégicas que no momento da coleta ja encontram-se em
processo de degradacdo. Frente a este quadro, a utilizagdo do DNA mitocondrial
como fonte para obtencdo de informacfGes genéticas se mostra uma alternativa
véalida, pois esta presente em mais de uma cépia nas células e apresenta um DNA
circular que € mais resistente a degradacao (Parson et al. 1998).

O genoma mitocondrial possui 16.569 pares de bases e sua sequéncia foi
descrita em 1981 (Anderson et al. 1981), apresentando muitas caracteristicas
divergentes do nucDNA (Quadro 1). O DNA mitocondrial € herdado apenas da mae
e nele existe uma distribuicdo assimétrica de bases entre as duas fitas, originando
uma fita pesada e uma fita leve (Scheffler 2007). O DNA da mitocéndria pode ser
dividido em duas regibes. Uma maior, conhecida como regido codificante, onde
estdo presentes 37 regides transcritas que originam 13 proteinas envolvidas nos
processos de fosforilagdo oxidativa e producdo de energia na célula, 2 RNAs
ribossomais e 22 RNAs de transferéncia (Fig. 3). Do total de transcritos, 28 sao
codificados pela fita pesada e apenas 9 sao codificados pela fita leve. A segunda

regido do genoma, com 1200 pares de bases, é chamada de regido controle, pois é
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nela que se localiza a origem de replicacdo do DNA mitocondrial. A regido controle é
altamente polimorfica, com taxa de mutacao cerca de dez vezes maior que a regidao
codificante e pode ser subdividida em regides hiper-variaveis (HV) (Parsons et al.
1997).

Tabela 1 — Comparacdo das caracteristicas dos DNAs autossdémico e mitocondrial

humanos

DNA Nuclear DNA Mitocondrial

Tamanho do genoma ~3,2 bilhdes de pb ~16569 pb
o i 2 (1 alelo de cada
Copias por célula
parental)
Percentual no conteudo
] 99,75% 0,25%
de DNA por célula
Linear, organizado em .
Estrutura Circular
Cromossomos

Tipo de heranga Paterno e materno Materno
Pareamento cromossomal Diploide Haploide
Recombinagéo a cada _ .

. Sim Nao
geragao
Reparo de replicacéo Sim N&ao

Individualidade

Exclusivo para cada

individuo (exceto gémeos

N&o exclusivo para

cada individuo (o

S mesmo para
univitelinos)
parentes maternos)
5 a 10 vezes mais
Taxa de mutacao Baixa frequente que no

NUucDNA

Sequéncia de referéncia

Descrita em 2001 pelo
projeto genoma
(NC_012920)

Descrita em 1981
por Anderson e

colaboradores

Fonte: Adaptado de Butler, 2005.
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Diferente do nucDNA que, geralmente, se apresenta com apenas duas copias
(uma de origem materna e a outra paterna) por célula, o DNA mitocondrial, em
meédia, esta presente com 500 copias por célula (Satoh & Kuroiwa 1991). Outra
caracteristica de destaque é a forma circular da molécula do DNA mitocondrial, o
gue o torna resistente a acao de exonucleases. Sendo assim, o DNA mitocondrial se
mostra como uma alternativa para analise genética muito interessante em casos em

gue ha pouco material bioldgico ou para amostras mal preservadas.

Figura 3 — Representacdo do DNA mitocondrial mostrando as regifes transcritas e a

regido controle

Regido de controle
("d4oop™)

125 rRNA Citocromo b

ey
Sub-unidades de NADH

165 rRNA ' 7 Desidrogenases

_ 22 genes codificadores de tRNA |

Sub-unidades de = B | 13 regides codificadoras de

NADH i
Desidrogenases proteinas

Sub-unidades de
; NADH
Desidrogenases

s’

- Citocromo oxidase

Sub-unidades de
Citocromo oxidase ATP sintase

Na rotina forense, a analise do DNA mitocondrial se da através do
sequenciamento de Sanger de duas regides polimorficas (HVI e HVII) da regido
controle para a deteccdo de polimorfismos que possibilitem a discriminagédo de
individuos (Gidlof et al. 2009). Em casos onde € necessario um maior poder de
discriminacdo, se faz necessario 0 sequenciamento completo do genoma

mitocondrial para a identificagdo de um maior numero de variacbes genéticas que
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possibilitem a exclusdo e ou inclusdo de individuos. Os resultados da anélise do
DNA mitocondrial sdo expressos como perfil de variacbes em relacdo a fita leve da
sequéncia revisada de Cambridge (Andrews et al. 1999), também chamada de
sequéncia revisada de Anderson. Por exemplo, a observacdo de um nucleotideo A
na posicdo 16012, ocupada por um nucleotideo G na sequéncia revisada de
Andreson, € reportada como 16012A.

1.5 Dissociacgédo de DNA em Alta Resolugdo (HRM)

Apesar de uteis e confiaveis, as estratégias de andlise de STRs e de
sequenciamento de DNA mitocondrial se mostram trabalhosas, lentas e caras.
Frente a este quadro, uma metodologia de triagem de amostras, mesmo que com
menor poder de discriminacdo, mas que possibilite excluir amostras nao
relacionadas com os casos seria de grande valia. Desta forma, seria necessario
analisar um ndmero menor de amostras, reduzindo custos e agilizando a rotina de
laboratorios forenses.

A dissociacdo de DNA em alta resolucdo, também conhecida como HRM
(High Resolution Melting) € uma ferramenta altamente sensivel que possibilita a
identificacdo de variacfes de pelo menos um nucleotideo nos produtos de PCR de
determinada sequéncia de DNA (Wittwer et al. 2003). Esta técnica utiliza moléculas
fluorescentes que intercalam o DNA de forma saturada. A andlise se d& pelo
acompanhamento do decaimento da fluorescéncia dos produtos de PCR frente uma
rampa de aquecimento com pequenos incrementos de temperatura, podendo chegar
a 0,1 °C. Variacdes nas sequéncias de DNA fazem com que ocorram mudancas em
seus perfis de dissociacao, registrados pelo equipamento para posterior montagem
de uma curva de dissociacao em alta resolucao.

O processo de andlise dos resultados inicia com uma normaliza¢do dos dados
brutos. Duas regides lineares, uma anterior e outra posterior a transicdo de
fluorescéncia, sdo escolhidas (Figura 4-A). Estas regibes definem o 100% de
fluorescéncia e a linha de base. A fluorescéncia percentual € calculada a cada
temperatura como a distancia dos dados experimentais em relacdo as linhas

superiores e inferiores selecionadas na normalizacdo (Figura 4-B). Diferentes
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gendtipos sdo mais facilmente distinguidos em um gréfico diferencial, onde uma das
curvas € adotada como padrdo e as diferencas de fluorescéncia entre as demais

curvas e este padrao sao plotadas em relacdo com as temperaturas (Figura 4-C).



Figura 4 — Processo de analise dos dados de HRM
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O HRM tem se mostrado muito Util para genotipagem de SNPs, detec¢éo de
mutacdes, e analises de metilagdo (Liew et al. 2004, Smith et al. 2008 e Wojdacz &
Dobrovic 2007).

No entanto, ainda muito pouco vem sendo realizado na area forense de
identificacdo humana. E uma técnica realizada em apenas uma etapa, de rapida
obtencdo de resultados e barata quando comparada a andlise de STRs e
sequenciamento de Sanger. Devido a estas caracteristicas 0 HRM se mostra uma
técnica ideal para ser utilizada em um procedimento de triagem de amostras

forenses.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Padronizar a metodologia de dissociacdo em alta resolucédo para uso como

método de triagem de amostras forenses.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a especificidade de primers para amplificacdo de DNA mitocondrial
para analise de HRM;

b) Investigar a possiblidade de alteracdes no perfil de HRM causadas por
metodologias de extragdo de DNA,;

c) Verificar a influéncia da concentracdo de DNA mitocondrial para HRM,;

d) Determinar a amplificacdo de DNA mitocondrial sob a simulacdo de
amostras biologicas degradadas;

e) Comparar os resultados de perfis de dissociacao obtidos com o HRM com os
resultados do sequenciamento das sequéncias analisadas;

f) Avaliar a influéncia do tamanho de produtos obtidos com a amplificacdo por
PCR nas analises de HRM;

g) Padronizar reagdes duplex de PCR para avaliagéo de perfis de dissociagao
de HRM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de DNA

Foram coletadas amostras de mucosa oral de 68 individuos utilizando
swabes. Estas amostras foram obtidas no Instituto de Pesquisa e Pericias em
Genética Forense da Policia Civil (IPPGF) do Estado do Rio de Janeiro. Todas as
coletas foram realizadas mediante leitura e assinatura de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, o qual explicitava a possibilidade do uso das
amostras em pesquisas cientificas. Os doadores foram pessoas encaminhadas ao
IPPGF para a doacdo de amostras de referéncia usadas na confeccédo de laudos de
exame de DNA entre os anos de 2010 e 2011. Apds a coleta as extremidades dos
swabes foram cortadas e mantidas em microtubos de 1,5 mL contendo 500 uL de
tampéo PBS (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, pH de 7.4) a 4 °C. Nas
analises, o DNA extraido de linhagem celular humana MDA-MB-231 foi usado como

um padrao para comparacdo com o DNA dos individuos.

3.2 Extracdo e quantificacdo do DNA

Extracdo organica — O DNA das amostras de material bioldgico foi extraido
através do método de extracdo organico. Os microtubos foram agitados em vortex e
os swabes descartados. Adicionou-se 500 pL de solugéo de fenol-cloroférmio-alcool
Isoamilico (25:24:1, v/v) da marca Sigma-Aldrich®. Os microtubos foram novamente
agitados em vortex e centrifugados a 11.000 x G por 5 minutos a temperatura
ambiente. A fase superior hidrofilica foi transferida para um novo microtubo de 1,5
mL e, a ela, adicionado 0,1 volume de solu¢cdo de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto. Apos incubacéo a -20 °C por 2 horas, os microtubos foram centrifugados a
11.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados e aos
precipitados adicionou-se 1 mL de solugéo de etanol a 75% m/v. Os microtubos

foram novamente centrifugados a 11.000 x g por 15 minutos a 4 °C e o0s


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fp3803&ei=H12EVP7LDfa1sQTGqYCoCw&usg=AFQjCNE0hdkgb8z9PnM1Arkc4Klu_PATXg&sig2=aQsPex_361PM1743BPxgkg&bvm=bv.80642063,d.cWc&cad=rja
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sobrenadantes foram descartados. Os DNAs precipitados foram secos em
concentrador a vacuo a 45 °C e, em seguida, ressuspendidos em 50 pL de tampéao
TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,0) e mantidos a -20 °C.

Também foram utilizadas outras metodologias de extracdo de DNA. Séo elas:
“salting out”, extragdo com resina Chelex® 100 (BIO-RAD), extracdo com reagente
DNAzol® (Life Technologies) e por kit de extracdo em coluna.

“Salting out” — Os microtubos foram agitados em vortex e os swabes
descartados. Para a lise das células adicionou-se 1 mL de tampéo SLR (Tris-HCI 10
mM, MgCl, 5mM NaCl 10 mM, pH 7,5). Os microtubos foram novamente agitados
em vortex e centrifugados a 1200 x g por 10 minutos. Apés a centrifugacdo os
sobrenadantes foram descartados. Aos precipitados foi adicionado 7 pL de
proteinase K 10 mg/mL, 500 pyL de tampdo SLB (Tris-HCI 20mM, EDTA 10 mM,
NaCl 50 mM, SDS 0,2 % m/v, pH 7,5). Os microtubos foram incubados a 56°C por 2
horas. Apés a incubacdo foi adicionado 200 puL de solu¢cdo de NaCl 5M e os
microtubos foram agitados por inversao e, em seguida, centrifugados a 11.000 x G
por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e, entéo,
adicionou-se 1 mL de etanol absoluto. Os microtubos foram novamente agitados
manualmente e centrifugados a 11.000 x G por 30 minutos a 4 °C. Na etapa
seguinte os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram acrescidos de
1 mL de solucéo de etanol 70 % m/v. Apds nova centrifugacédo a 11.000 x G por 30
minutos a 4 °C os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram secos
em concentrador a vacuo a 45 °C e, em seguida, ressuspendidos em 50 pL de
tampéo TE™ (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,0) e mantidos a -20 °C.

Resina Chelex® 100 — Apos agitacao e descarte dos swabes os microtubos
foram centrifugados a 7.000 x g por 5 minutos. O excesso de sobrenadante foi
retirado permanecendo 150 pL de solucdo nos microtubos. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de suspensédo de Chelex® 100 a 5 % m/v. Os microtubos foram
agitados por inversao e incubados a 56 °C por 30 min e, ap0s, em agua fervente por
8 minutos. Na etapa seguinte os microtubos foram centrifugados a 5.000 x G por 5
min e os sobrenadantes transferidos para novos microtubos e mantidos a -20 °C.

DNAzol® - Este método também foi usado para a extracdo de DNA de cultura
de células MDA-MB-231. Apés retirada do meio de cultura, 1 mL do reagente
DNAzol® foi adicionado a garrafa de 75 cm2 de cultura contendo as células

aderidas. Apos agitacdo manual o lisado de células foi recuperado e transferido para
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um microtubo. Para as amostras de referéncia de doadores do IPPGF, apos
agitacdo em vortex, os swabes foram descartados e 0s microtubos centrifugados a
7.000 x g por 5 minutos. Uma parte do sobrenadante foi retirada, permanecendo 100
puL do mesmo nos microtubos. Foi adicionado 1 mL de reagente DNAzol® a cada
amostra. A homogeneizacdo se deu por pipetagem. Desta etapa em diante o
protocolo € o mesmo para as amostras de referéncia e para as células MDA-MB-
231. Apos adicdo de 500 pL de etanol absoluto, os microtubos foram agitados por
inversdo e incubados a temperatura ambiente por 3 minutos. Na etapa seguinte as
amostras foram centrifugadas a 4.000 x G por 2 minutos para a precipitacdo do
DNA. Os sobrenadantes foram descartados e procedeu-se com duas etapas de
lavagem dos precipitados de DNA: adicdo de 1 mL de etanol 75%, agitacdo por
inversao, incubacdo por 1 min a temperatura ambiente e remocéo do sobrenadante
por pipetagem. Os microtubos foram mantidos abertos até a secagem dos
precipitados, os quais foram, depois de secos, ressuspendidos em 100 pL de
solucdo de NaOH 8 mM. O pH das solucfes foram ajustados para o valor de 7,5
através da adicdo de 15,9 pL de HEPES 0,1 M. Os DNAs extraidos foram
armazenados a -20 °C.

Coluna de silica — Neste estudo foi utilizado o kit de extragéo Invisorb® Spin
Forensic Kit (Stratec Melocular). As composicOes e concentracdes das solucdes
utilizadas ndo foram especificadas no manual do kit. Apds agitacdo em vortex 0s
swabes foram descartados os microtubos centrifugados a 7.000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, aos microtubos, foi adicionado 100 pL de tampé&o M,
100 puL de agua ultrapura, 20 pL de solucéo de DNA carreador e 10 pL de solucdo
de proteinase K. Os microtubos foram incubados a 56 °C por 10 minutos sob
agitacdo. Em seguida, foram adicionados 200 pL de tamp&o B6 e as solucdes foram
agitadas por pipetagem. O contetudo dos microtubos foi transferido para conjuntos
compostos de filtros RTA acoplados a tubos coletores, providos pelo kit, os quais
foram centrifugados a 11.000 x g por 2 minutos. Os filtros foram, em seguida,
lavados através da adicdo de 300 pL de tampéo de lavagem | e centrifugacédo a
11.000 x g por 1 minuto. Os tubos coletores foram descartados juntamente com 0s
filtrados. Os filtros RTA foram, entdo, acoplados a novos tubos coletores e foram
adicionados 600 pL de tampéo de lavagem Il. Os conjuntos foram centrifugados a
11.000 x g por 1 minuto. O contetdo dos tubos coletores foi descartado e os filtros

foram novamente centrifugados a 11.000 x g por 1 minuto para remocéo de etanol
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residual. Apds secos, os filtros foram acoplados a novos tubos coletores. Foram
adicionados 100 pL de tampao de eluicao pré-aquecido a 56 °C as membranas dos
filtros. ApOs incubacdo a temperatura ambiente por 1 minuto, os conjuntos foram
centrifugados a 11.000 x g por 1 minuto. Os filtros foram descartados e os filtrados,
contendo o DNA, foram mantidos a -20 °C.

Os DNAs extraidos pelos diferentes métodos foram quantificados utilizando o
equipamento NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). Para cada
técnica de extracdo realizada, a solucdo usada para a ressuspensédo ou elui¢ao final
do DNA foi usada na determinagao do 0% de absorbancia. A calibragéo foi realizada
em duas etapas, nas quais 5 pL da solucéo foi aplicada na janela de leitura para a
determinacdo do 100% de transmitancia. A quantificacdo (em ng/pL) se deu pela

aplicacao de 2 yuL da amostra na janela de leitura.

3.3 Amplificacdo do DNA e Dissociacdo em Alta Resolucéo

As reagdes de PCR e HRM foram realizadas utilizando Type-it HRM PCR Kit
(Qiagen) no equipamento Rotor-Gene Q 2plex HRM (Qiagen). Cada reacédo foi
composta de 1 X de HRM PCR Master Mix; 0,2 uM de primers; 10 ng de DNA e
agua para um volume total de 25 pL. Foram utilizados primers com alvo nas regifes
hiper-variaveis e codificantes do genoma mitocondrial e para o gene autossémico B-
RAF (Figura 5) (Tabela 2). Para cada local foram analisadas amostras de 67 ou 68
individuos e o do padrdao comparativo (DNA de células MDA-MB-231) em duplicatas.
O programa usado para a amplificacao foi composto de: desnaturacéo inicial a 95 °C
por 10 minutos; seguida de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56 °C por 30
segundos e 72 °C por 45 segundos. Apos a ciclagem as reac¢des foram mantidas a
60 °C por 5 minutos e em seguida submetidas a uma rampa de dissociacao em alta

resolucao de 75 a 88 °C com incrementos de 0,1 °C, intervalados de 2 segundos.
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Figura 5 — Posicao do primers no genoma mitocondrial
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Tabela 2 - Lista de primers utilizados para amplificacdo por PCR

_ ] Tamanho do
Alvo Primer Sequencia (5’-3’) _
Amplicon (pb)
U HVI-F TGCCAGCCACCATGAATA on3
HVI-R | GACTGTAATGTGCTATGTACGGTAAA
I HVII-F ATGCATTTGGTATTTTCGTCTG -
HVII-R TTGTTATGATGTCTGTGTGGAAAG
HVIIB-F ATCGCACCTACGTTCAATA
HVIIB 110
HVIIB-R GAAAGCGGCTGTGCAGACATT
b C2-F CGATGTTGGATCAGGACA -
C2-R GGGTGGGTGTGGGTATAA
C4-R
- ATGACCCCAATACGCAAA 202
Ca-F TGGGCGATTGATGAAAAG
C4B-F
C4B ACTTCGGCTCACTCCTTG 86
C4B-R TTGAGGCGTCTGGTGAGTAG
NC-F
NG GACATCTGGTTCCTACTTCA 992
NC-R ATGAGGCAGGAATCAAA
NCB-F
NCE GAACGTGTGGGCTATTTAGG -
NCB-R GACATCTGGTTCCTACTTCAG
B-RAF-F
B.RAF TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA o4
B-RAF-R GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA

Legenda: Caracteristicas dos primers utilizados. a — retirado de Gidlof et al. 2009; b — retirado de
Andréasson et al. 2006. Os primers HVIIB, C4B e NCB foram confeccionados com o uso da
ferramenta OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies). O primer B-RAF foi cedido
pelo Laboratério de Bioquimica da UERJ.

As analises de HRM foram feitas com o programa Rotor-Gene Q Series
Software, verséo 1.7. A partir do dado de fluorescéncia bruto foi obtido o grafico de
dissociacao normalizado. As regides normalizadoras foram mantidas para diferentes
experimentos com um mesmo alvo. Na etapa analitica seguinte, a amostra padrao
foi selecionada como referéncia para a confeccédo do grafico diferencial. Amostras
que apresentaram distorcbes em relacdo ao padrdo foram selecionadas para
sequenciamento. Para andlises de variagdo de perfil de HRM, foram consideradas

semelhantes ao padrdo amostras com percentual de confianca superior a 90%.
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3.4 Sequenciamento

Os produtos de PCR das amostras selecionadas foram purificados com
PureLink® PCR Purification Kit (Life technologies). As composi¢cdes e concentracdes
das solucbes do kit ndo foram especificadas pelo fornecedor. As duplicatas foram
reunidas e, a elas adicionados 200 pL de tampdo de ligacdo B2. As solucdes
resultantes foram transferidas para colunas de purificacdo fornecidas no kit. Apos
centrifugacdo a 10.000 x g por 1 minuto os filtrados foram descartados. Foram
adicionados 650 pL de tampéao de lavagem as colunas, as quais passaram por nova
centrifugacéo a 10.000 x g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e as colunas foram
centrifugadas a 15.000 x g por 3 minutos para eliminagédo de tampé&o de lavagem
residual. As colunas foram acopladas a tubos de eluicdo e, em seguida, foram
adicionados 50 pL de tampéo de eluicdo (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) no centro das
colunas. Na etapa seguinte, os conjuntos foram mantidos a temperatura ambiente
por 1 minuto e centrifugados a 15.000 x g por 2 minutos. As colunas foram
descartadas e os DNAs eluidos foram utilizados sequenciamento.

As reacles de sequenciamento foram montadas em placas de 96 pocos
utilizando BigDye® Terminator v3.1 (Life Technologies) e foram compostas de: 1 uL
de reagente BigDye®; 2 uL de 5X Sequencing Buffer; 3,2 pmol de primer; 10 ng de
DNA purificado e agua ultrapura para volume total de 10 pL. O programa usado para
a reacao de sequenciamento foi constituido de um passo de desnaturacao inicial a
96 °C por 1 minuto; 35 ciclos de 96 °C por 15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60
°C por 2 minutos e incubacgéo a 4 °C.

Apés a reacdo de sequenciamento os produtos passaram por uma etapa de
purificacdo. A cada reacao foram adicionados 2,5 pL de solugéo de EDTA (125 mM,
pH 8,0) e 30 uL de etanol absoluto. A placa foi agitada por inversdo e mantida a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi centrifugada a 4.000 x g por
45 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por inversdo e a placa foi
centrifugada invertida por 5 segundos. A cada reagao foram adicionados 30 pL de
etanol 70 % m/v e a placa foi centrifugada a 4.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi removido por inversdo e a placa foi, novamente, centrifugada

invertida por 5 segundos e mantida a 60 °C por 10 minutos sem cobertura. Os
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precipitados foram ressuspendidos em 10 pL de formamida Hi-Di™ (Life
Technologies).

A eletroforese capilar foi realizada no equipamento 3500 Genetic Analyzer
(Life Technologies), utilizando conjunto de capilares de 50 cm e polimero POP-7™
(Life Technologies).

As sequencias obtidas foram analisadas no programa Bioedit 7.2.5 (lbis
Bioscience) e Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Foram
realizados pareamentos das sequéncias dos primers senso com as sequencias

reversas complementares dos primers antissenso para cada um dos alvos.

3.5 Digestdo de DNA

Aliguotas de DNA total extraido de cultura de células MDA-MB-231 foram
submetidas a digestdo enzimatica. Foi utilizada a DNAse RQ1 (Promega). 5 ug de
DNA total foram incubados com 10 pL de tampao de reagéo 10 X (Tris-HCI 40 mM,
pH 8,0; MgSO,4 10 mM e CaCl, 1 mM), 2 unidade de DNAse e agua ultrapura para
um volume total de 100 pL. As reacdes de digestdo foram incubadas a temperatura
ambiente. Nos tempos determinados (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos) aliquotas de
10 pL foram transferidas para microtubos contendo 1 pL de solucdo de parada
(EGTA 20 mM, pH 8,0) e incubadas a 65 °C por 10 minutos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da especificidade dos primers

Antes da realizacdo da andlise por HRM os primers foram avaliados para
obtencéo de produtos da PCR especificos. As reacdes de PCR foram estabelecidas
utilizando DNA de cultura de células MD-MBA-231 e cada um dos pares de primers
elaborados para amplificacdo de trechos do mtDNA. Apés a etapa e amplificacdo da
PCR, os produtos dessa reacao foram submetidos a analise de dissociacdo em alta
resolucdo. Os resultados estao representados por apenas um pico na razao entre a
derivada da fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT - Figura 6). Os
resultados obtidos demonstraram que todos os primers resultaram em uma
amplificacdo especifica. Entretanto, o produto da PCR para HVII apresentou dois
picos. ApoOs avaliagdo em gel de agarose e levantamento bibliogréafico, verificou-se a
existéncia de dois sitios de dissociacdo em um mesmo produto de PCR. Contudo,
todos os primers elaborados estavam dentro dos critérios para HRM e foram

utilizados nas anélises subsequentes.
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Figura 6 — Avaliacao da especificidade dos primers

i =HvI

dF idT

Legenda: Representagéo das curvas de dissociacdo obtidas dos produtos das PCRs para os primers
cujos alvos foram: regido hiper-variavel | (HVI) e Il (HVII); regides codificantes (C1, C2, C3 e
C4); e regido nao codificante (NC) do genoma mitocondrial. Eixo Y: razdo da derivada da
fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT). Eixo X: variacdo de temperatura em
graus Celsius (°C). Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor

(Qiagen).

4.2 Métodos de extracdo de DNA

Na rotina da genética forense varias metodologias de extracdo de DNA sao
utilizadas com base no tipo de evidéncia a ser processada. Estas metodologias de
extracdo de DNA apresentam grandes diferencas de tratamentos e componentes
quimicos utilizados. Sendo assim, foi investigado se a forma como o DNA foi
extraido poderia gerar variagbes no perfil de HRM para uma mesma sequéncia de
DNA. Para tanto, amostras de cultura de células MB-MBA-231 foram submetidas a 5
diferentes metodologias de extracdo de DNA presentes na rotina forense: extracao
organica (Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico), por Resina Chelex® 100, “salting
out”’, método do DNAzol® e com kit de extragéo por coluna Invisorb Spin Forensic Kit

da empresa Stratec Biomedical. Os DNAs obtidos foram submetidos a andlise de
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HRM utilizando primer para a regido NC. Os resultados obtidos (Figura 7)
demonstram que o método de extragcdo empregado para obtencdo do DNA nédo
influenciou significativamente no perfii de HRM do mesmo, uma vez que O0S
percentuais de confianca se mantiveram acima de 90%. Assim, sugere-se que a
metodologia de HRM pode ser realizada sem prejuizo independentemente do
método de extracdo empregado.

Figura 7 — Influencia dos métodos de extracdo de DNA no perfil de HRM

105
100

95— | Mame | Genotype | Confidence %
90 DMézal ref 96.23

85 Chelex ref 9253

80 Fenal ref 100,00

75 kit ref 9393

70 S altirg out ref 35.50

65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

—_—

8L 812 8L4 816 8L8 82 822 824 826 828 83 832 834 836 838 84 842 844 846 848 85 852
deg.

Legenda: Curvas de dissociacdo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada (eixo Y)
pela variagdo de temperatura (eixo X) do produto da PCR da regido ndo codificante (NC) de
DNA obtido pelos diferentes métodos extragdo orgéanica, por Resina Chelex® 100, por
“salting out”, com DNAzol® e com kit de extracdo por coluna. Imagem obtida e editada do
software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

4.3 Concentracdo de DNA

Com o intuito de analisar o limite de detec¢gdo da PCR utilizando mtDNA e a
influéncia da concentragcdo no perfil de dissociacdo em alta resolucdo, foram
realizadas reacdes de gPCR e analise de HRM utilizando primer para a regido C2 e
diluicbes seriadas de uma amostra de DNA de cultura de células MD-MBA-231. As
diluicdes utilizadas foram: 1:1; 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000. Como observado na
figura 8, diluicbes a partir de 1:1000 promovem distor¢des significativas no perfil de

dissociacado em alta resolucéo, considerando um percentual de confianca de 90%, o



35

que prejudicaria as analises de HRM para identificacdo dos individuos. Entretanto,

nas diluicbes 1:1, 1:10 e 1:100 os perfis de dissociacdo permaneceram semelhantes,

nao apresentando variacdes significativas, possibilitando uma identificacdo dos

individuos avaliados por HRM com maior confianca.

Figura 8 — Influéncia da concentracdo de DNA no perfil de HRM
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11 ref
11 ref
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1:100 ref
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99.71
98.71
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78.58
E5.36
84,15
8317
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deg.

82,2 82,4

Legenda: Curvas de dissociacdo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada subtraido
a referéncia (eixo Y) pela variagdo de temperatura (eixo X) do produto da PCR da regido
codificante 2 (C2) de DNA em diferentes concentracdes a partir da extracao inicial. Ref =
semelhante a curva de referéncia até 90%; Variation = diferente da curva de referéncia
menor do que 90%. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor

(Qiagen).
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4.4 Simulagdo de amostras de DNA degradadas

Para avaliar a utilizacdo e vantagens do DNA mitocondirla frente ao DNA
autossébmico na metodologia de HRM, foi simulado, através de tratamento com
DNAse, a possibilidade de obtencdo de DNA de amostras biol6gicas em mau estado
de conservacao frente a um quadro de degradacédo progressiva do DNA. Para tanto,
aproximadamente 5 pg de DNA total extraido de células MD-MBA-231 foram
submetidos a acdo de DNAse e aliquotas desta reacdo foram coletadas em tempos
crescentes e utilizadas como substrato para reacado de qPCR. A partir dos dados de
amplificacdo por PCR obtidos verificou-se que a partir de 1 minuto de acdo da
DNAse ndo é mais possivel a amplificacdo de uma regido autossémica (Figura 9).
No entanto, a amplificacdo de DNA mitocondrial se mostrou possivel até 30 minutos
de acdo da DNAse (Figura 10). Este resultado demonstra que, para evidéncias
degradadas, alvos DNA mitocondriais apresentam maior probabilidade de fornecer
informacdes em relacdo a alvos autossémicos para HRM.

Figura 9 — PCR em tempo real para alvo autossémico B-RAF

——1 minuto
——5 minutos

——30 minutos
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°C

Legenda: A — grafico de ganho de fluorescéncia (eixo Y) pelos ciclos de amplificacéo (eixo X) para
a regido autossémica B-RAF. Produtos de Digestdo com DNAse de 1, 5 e 30 minutos e
controles: DNA sem DNAse e DNA com solucédo de parada. B — gréfico de dissociagcédo
para o alvo B-RAF com tempos de digestédo de 1, 5 e 30 minutos e controles: DNA sem
DNAse e DNA com solucéo de parada. Eixo Y: razdo da derivada da fluorescéncia pela
derivada da temperatura (dF/dT). Eixo X: variacdo de temperatura em graus Celsius (°C).
Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).
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Figura 10 — PCR em tempo real para alvo mitocondrial C2
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Legenda: A — grafico de ganho de fluorescéncia (eixo Y) pelos ciclos de amplificacéo (eixo X) para a
regido mitocondrial C2. Representados os produtos de Digestdo com DNAse de 1, 5 e 30
minutos e controles: DNA sem DNAse e DNA com solu¢do de parada. B — grafico de
dissociacéo para o alvo C2 com tempos de digestédo de 1, 5 e 30 minutos e controles: DNA
sem DNAse e DNA com solu¢éo de parada. Eixo Y: razdo da derivada da fluorescéncia pela
derivada da temperatura (dF/dT). Eixo X: variacdo de temperatura em graus Celsius (°C).
Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

4.5 Determinacao de perfis de HRM a partir de regiées do DNA mitocondrial

Os DNAs obtidos dos 68 individuos foram submetidos a reacdo de PCR e
determinacao de perfil de HRM para regides do DNA mitocondrial. Foram utilizados
7 pares de primer que geram produtos com tamanho entre 202 e 243 pares de
bases. O DNA de cultura de células MD-MBA-231 foi adotado como padrédo
comparativo e os graficos diferenciais foram montados tendo este padrdo como linha
de base. O propdésito desta analise € conseguir identificar individuos com sequéncias
variantes através da visualizacdo de distor¢cdes nos gréaficos de HRM que mudem o
formato do perfil em relacdo ao padrao comparativo, caracterizado pela linha reta do
gréfico diferencial.

A partir dos resultados obtidos, os DNAs do padrdo e de alguns individuos
com perfis variantes foram selecionados para sequenciamento e confirmacdo da
presenca de alteracdes nas sequéncias. . A seguir estdo apresentados os resultados
mais relevantes para cada trecho de DNA mitocondrial a fim de possibilitar uma
melhor visualizagdo e andlise dos graficos de HRM e também, em razdo de que
grupos de individuos apresentaram o mesmo padrdo de HRM, sendo necessaria a

presenca de apenas uma amostra representativa de cada grupo nos graficos. Nao



38

foram apresentados dados para os locais C1 e C3 devido ao baixo nivel de variacdo

presente nestes locais, caracteristica que ndo traz informacéo util para a anélise.

4.5.1 Avaliacdo do perfil HRM de HVI

Tratando-se de uma regido hiper-variavel, os perfis de HRM obtidos das
amostras foram muito variados (Figura 11). Esta grande variagao foi confirmada pelo
sequenciamento dos produtos de PCR (Figura 12). Observam-se variados graus de
distorcdo em relacdo ao padrdo e a presenca de alteracbes ao longo das
sequéncias. Ha trés regides com maior concentracdo de variacdes: posicao 44, 77 e
167. Para este local, dentre as amostras analisadas e representadas na figura 10,
pode-se determinar como variantes em relacdo ao padrdo os individuos 4, 18, 26,
38, 39 e 42. Para os individuos 9, 13 e 43 nao € possivel excluir sua semelhanca ao
padrao por este local. As exclusdes através da analise das distor¢oes do HRM foram

compativeis com a presenca de alteracdes nas sequéncias obtidas.
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Figura 11 — Perfis HRM para regiao HVI

—18

: —26
: —39
: —42
“ —43
“ DNAcc

% & = @

Legenda: Curvas de dissociagdo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia (eixo Y) pela variagcdo de temperatura
(eixo X) do produto da PCR da regido hiper-variavel | para os individuos 4, 9, 13, 18, 26, 38, 39, 42 e 43. DNAcc: DNA de células MD-MBA-231.
Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 12 — Alinhamento das sequéncias para regido HVI

10 0 60 70 Q0 o 130 40

HEDNAcc-RA12-17:
HVE4-R/12-175
HVESR/A2-175
HVE13R8-181
HVL1B-RA4-177
HVE20-R/12-174
HVE26-RI2-175
HVE3BRA2-175
HVL33RA-169
HVES2-R/12-175
HVEI3RA2-175

Consensus
TAATGTGCTATGTACGGTAAATGGCTTTATGTACTATGTACTGTTAAGGGTGGGTAGGTTTGTTGATATCCTAGTGGGTGAGGGGTGGCTTTGCAGTTGCAGTTGCATGCTGTCATAGTTGCAAGGTTGCATTGCTGTACTTGCTTGTAAGCATGGGG+GGGGEGTTTT

Legenda: Alinhamento das sequéncias amplificadas com o primer HVI-R para os individuos selecionados. As barras pretas representam a frequéncia
da sequéncia consenso, presente na parte inferior da figura. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1. R=A, G; K=G, T; Y=C,
T.
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4.5.2 Avaliacdo do perfil HRM de HVII

A regido HVII também apresentou grande quantidade de variacdes nos perfis
de HRM e nas sequéncias obtidas (Figura 13). Como descrito na literatura, esta
regido possui dois dominios de dissociagdo (Gidlof et al. 2009), caracteristica que
gera duas distorcbes em relacdo a reta do padrdo no grafico diferencial. Os
dominios de dissociagcdo encontram-se nas temperaturas de 78°C e 84°C
respectivamente. As sequéncias obtidas revelam a presenca de trés regides de
maior incidéncia de variacdes: posicao 77, 120 e 172 (Figura 14). Foi possivel
identificar os individuos 11, 13, 16, 28, 46, 48, 58, 62 e 63 como diferentes do
padrdo. As exclusdes através da andlise das distorcées do HRM foram compativeis

com a presenca de alteragdes nas sequéncias obtidas.
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Figura 13 — Perfis HRM para regiao HVII
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Legenda: Curvas de dissociagdo representadas pela variagdo da fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia (eixo Y) pela variacdo de temperatura
(eixo X) do produto da PCR da regido hiper-variavel | para os individuos 11, 13, 14, 16, 27, 28, 32, 46, 48, 50, 58, 62, 63 e 65. DNAcc: DNA de

células MD-MBA-231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 14 — Alinhamento das sequéncias para regido HVII

30 40 a0 60 70 &0 a0 100

HVI-ONAce-F/3233
HIH_44_FA-230
HIIL_ 15 Fi-208
HVI_1d_Fi-228
HVI_16_F1-230
HVJ-27-F/2-232
- 28-F/2-032
HIIJ-32-Fa-234
HVJJ-46-F/3-233
HVIJ-48-F1-231
HIH-50-F/1-D31
HIIJ-56-F13-033
HVII-62-FA3-233
HVIJ-63-F2-232
HVII-60-F3-233

Consensus

GCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTOATTCCTGCCTCATCC+ATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTOTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCOCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCC

Legenda: Alinhamento das sequéncias amplificadas com o primer HVI-R para os individuos selecionados. As barras pretas representam a frequéncia da
sequéncia consenso, presente na parte inferior da figura. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1. Y=C, T.



42

4.5.3 Avaliacdo do perfil HRM de C2

No local C2 foi obtida uma menor variedade de perfis de HRM (Figura 15),
reflexo da localizacdo dessa regido na porgado conservada do genoma mitocondrial.
A andlise das sequéncias revelou um numero reduzido de variacdes quando
comparado as regides hiper-variaveis (Figura 16). Foram identificadas como
variantes os individuos 35 (32G/T) e 36 (32G/T), 39 (30Y; delA134), 42 (82T/C;
delA134); 44 (82T/C, 152T/C; 173T/C), 54 (82T/C; 173T/C) 58 (82T/C) e 59 (82T/C;
173T/C). Das 16 variacOes observadas, 9 estédo localizadas em duas posicoes: 52 e
102. Nao houve variacdo nos individuos 53 e 55. As exclusdes através da analise
das distorcbes do HRM foram compativeis com a presenca de alteracbes nas

sequéncias obtidas.
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Figura 15 — Perfis HRM para regiao C2
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Legenda: Curvas de dissociacdo representadas pela variagdo da fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia (eixo Y) pela variacdo de temperatura
(eixo X) do produto da PCR da regido codificante 2 para os individuos 35, 36, 39, 42, 44, 53, 55, 58 e 59. DNAcc: DNA de células MD-MBA-231.
Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 16 — Alinhamento das sequéncias para regido C2

10 20 30 40 ) 50 60 70 ) 80 ) a0 100 110 20 130 140 150 160 ) 170 )
C2-DNACe-R/21-200818 c6Tcess ¥ ; ¢ e AR 5 3cC A AG AATGG scofAce A ¢ ; AG Anccchice cAflcecaarfacacciicciafie
C2-35R/25190 A G Gl T A GTGTTG {c \G \G A ¢ G TG A, ¢ T A 5T GAG % ¥ c coTCo GRNGEERRE . . . . . . ... ...
C2-36-R/26-205 y 66 { : ETAG, . AG. AATGG, TAGE T A 3AGAS [ AATC A 5. CCTATGATG: CAGE
C2-33-R/25-203 L C 6! 3.6 g TAG G 366 L 3 i AATACAGC
C2-42-R/23-190 . CeTC666 g  AAAGTG! GOAAGAAAC : GATO G CBA, G- L CTAGGS . 566 - 616 3 A AT S
bt 3 , ; o : LSRRG ! ” ; ] 2 < : 84 M Afino o AARG /
C2-53R/25-202
C2-54-R/24-203
C2-55/24-203
C2-58/21-200
C2-59R/22-201

Consensus

CCGAGTAACGTCGGGGCATTCCGGATAGGCCGAGAAAGTGTTGTGGGAAGAAAGTTAGATTTACGCCGATGAATATGATAGTGAAATGGATTTTGGCGTAGGTTTGGTCTAGGGTGTAGCCTGAGAATAGGGGAAATCAGTGAATGAAGCCTCCTATGATGGCAAATACAGCTCCTATTG

Legenda: Alinhamento das sequéncias amplificadas com o primer C2-R para os individuos selecionados. As barras pretas representam a frequéncia da
sequéncia consenso, presente na parte inferior da figura. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1. Y=C, T.
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4.5.4 Avaliacdo do perfil HRM de C4

Foram observados poucos variantes nos perfis de HRM no local C4 (Figura
17). As sequéncias obtidas demonstram uma menor ocorréncia de variacées (Figura
18). Com base nos gréficos de HRM foi possivel identificar os individuos 24, 27, 38,
40 e 45 como variantes. H4 uma concentragdo das variagfes presentes na posicao
108 das sequéncias. As exclusdes através da andlise das distor¢cbes do HRM foram

compativeis com a presenca de alteracfes nas sequéncias obtidas.
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Figura 17 — Perfis HRM para regiao C4
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Legenda: Curvas de dissociagdo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia (eixo Y) pela variagdo de
temperatura (eixo X) do produto da PCR da regiao codificante 4 para os individuos 2, 4, 23, 24, 27, 38, 40 e 45. DNAcc: DNA de células
MD-MBA-231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 18 — Alinhamento das sequéncias para regido C4

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

10 20 30
C4-DNAcc-F/1-151 e { CAA
C4-2-F/5-155
Cd-4-F/1-150
C4-23-F/1-151
C4-24-FB-155
C4-27-F/2-152
C4-38-F1-151
C4-40-F/2-151
C4-45-F/5-155

Consensus

TTCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCC

Legenda: Alinhamento das sequéncias amplificadas com o primer C4-f para os individuos selecionados. As barras pretas representam a frequéncia
da sequéncia consenso, presente na parte inferior da figura. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1. Y= C, T.
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4.5.5 Avaliacdo do perfil HRM de NC

A regido NC, por estar situada em parte na regido hiper-variavel 2, apresenta
uma maior quantidade de variantes no HRM (Figura 19) em comparacdo com 0s
alvos de regifes codificantes. As variagcdes encontradas foram, amostra 2 (36G/A,;
150G/A), 7 (59R; 150G/A; 60A/G), 11 (27CIT; 145T/G), 13 (10 nucleotideos iniciais;
64S), 36, 48, 61 (150G/A), 47 (59G/A; 150G/A) e 63 (27A/T; 150G/A). O resultado do
sequenciamento (Figura 20) demonstrou grande frequéncia de variagées na posi¢cao
150. Sete das 15 amostras (46%) sequenciadas apresentam uma variacdo de G
para A nesta posicdo. Baseado nos graficos de HRM caracterizam-se como
variantes os individuos 11, 36, 82 e 83. As amostras 24 e 54 ndo tiveram alteracdes
no sequenciamento em comparacdo ao DNA padrdo. As exclusdes através da
andlise das distorcbes do HRM foram compativeis com a presenca de alteracbes

nas sequéncias obtidas.
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Figura 19 — Perfis HRM para regiao NC
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Legenda: Curvas de dissociagdo repregentadas pela variagdo da fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia ?eixo Y) pela variacdo de temperatura
(eixo X) do produto da PCR da regido ndo codificante para os individuos 2, 7, 11, 24, 36, 47, 45, 54, 61, 63 e 82. DNAcc: DNA de células MD-MBA-
231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 20 — Alinhamento das sequéncias para regido NC
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NC-2-FO#A-174  AGCG CGCAA CGCGTGCACACCCCCCALACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-P-FA-174 AGCG CGCAA CGCGTGCACACCCCCCAGAGGAAAATACCAAATGCATGGARGGCTCCCGTGAG
NC-T1-FA-174  AGCG CGCAA CECETECATACCCCCCAGACGAAAATACCARATGCATOGAGAGCTCCCOT BAG
NC-13R0-178  MGCGGCCCGTGA CGCGTGUACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTECCGTGAG
NC-24-FA-174  AGCGICTCGCAA CGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-36-FA-172  AGCE CGCAA CGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-47-FA-174  AGCG CGCAA CGCGTGUACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAAAGCTCCCGTGAG
NC-d8-FA1-174  AGCG CGCAA CGCOTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-04-FA-174  AGCG CGCAA CGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-GI-FA-174  AGCG CGCAA CGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
NC-B3-FA-172  AGCG CGCAA CECETECATACCCCCCAGACGAAAATACCARATBCATOGAGAGCTCCCOT BAG
NC-82-FA-174  AGCGRCCCGTGA CGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAG
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Congensus
AGCGTCTCECAATGCTATCGCGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCOTGAGTGETTAATAGGETGATAGACCTGTGATCCATCGTGATETCTTATTTAAGGGGAACGTGTOGGCTATTTAGGCTTTATGACCCTGAAGTAGGAACCAGATGT

Legenda: Alinhamento das sequéncias amplificadas com o primer NC-F para os individuos selecionados. As barras pretas representam a frequéncia da
sequéncia consenso, presente na parte inferior da figura. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1. R= A, G; S= C, G.
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O perfil de HRM de algumas amostras apresentou niveis de distor¢des discretos,
gue impossibilitam sua determinagcdo como variante ou semelhante ao padrédo. Com
isso, foi adotada a estratégia de reduzir o tamanho dos produtos analisados no
HRM.

4.6 Determinacao de perfis de HRM utilizando produtos menores de PCR

Para aumentar a sensibilidade da anélise de HRM foram utilizados primers
secundarios que flanqueiam regides com concentracdo de variacbes e geram
produtos de amplificacdo mais curtos (Figura 21), variando de 51 a 110 pares de
bases. Desta forma, obtém-se uma maior discrepancia entre sequéncias
semelhantes e distintas em relacdo ao padrdo, facilitando a caracterizacdo dos

individuos.



Figura 21 — Regifes amplificadas pelos primers secundérios para os locais HVII, C4 e NC

HVII

120

HVIFDNACE-F3-233
HVIE 11_F1-290
HVIE 13_F1-209
HVIE 14_F1-229
HVIL 16_F1-290
HUI-27-F/2-232
HVIF26-F2-232
HVIF32-Fa-234
HUI-6-F/3%-233
HVIf-48-F1-231
HVIF-50-F1-231
HVI-56-F/3-233
HVIB2-F3-233
HVIFB3F2-232
HVIF-65-F3233

Consensus
GOCGGAGCACCCTATGT CGCAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCC+ATTATTTATCGCACCTACGT TCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGT TAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCC

C4
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Cd-DONAce-FAH-151
C4-2-F/3-133
C-4-FA-150
Cd-20-F/{-148
C4-23-F-157
C4-24-F/2-197
C4-27-F2-132
Cd-38-FFi-157
C4-40-F2-107
C4-40-FE- 135
Cd-45-F2-152
C4-0-F-137
C4-51-F-197
Cd-54-F#{-150
C4-55-F1-157

Consensus
TTCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCOGUATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC

NC

NC-ONAce-#1-174
NC-2-FOA-174
WC-F-FH-174

NC-11-F{-174
NCA3-FO-178
NC-24-FH-174
NC-28-FH-173
WNC-A7-FH-174
NC-48-FH{-174
NC-D4-FH-174
WCEI-FA-174
NC-E3-FA{-172
NC-B2-FH{-174

Consensus

AGCOTCTCOCAATGCTATCOCOTOGUACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATCCATGGACAGCTCCCOTGAGTOOTTAATAGGGTGATAGACCTGTGATCCATCOTCATGTCTTATTTAAGGGGAACGTGTOOGCTATTTAGGCTTTATGACCCTGAAGTAGGAACCAGATGTCA

Legenda: Alinhamentos das sequéncias dos alvos HVII, C4 e NC com demarcacdes para as regides amplificadas pelos primers
secundarios em cada um dos locais. Imagem obtida e editada da ferramenta Clustal Omega 1.2.1.
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4.6.1 Avaliacdo de 110 pb do HVII

Para esta regido o produto da PCR foi reduzido de 242 para 110 pares de
bases. A partir dos perfis obtidos (Figura 22), pode-se caracterizar como variantes 0s
individuos 11, 13, 28, 46, 58 e 62. As distor¢des detectadas no HRM dos produtos
reduzidos foram compativeis com as variagcdes presentes nas sequéncias obtidas

para os individuos selecionados.

Figura 22 — Perfis de HRM para a regido HVII com primers secundarios

72 722 724 726 728 73 732 734 736 738 74 742 744 746 748 75 752 754 756 758 76 762 764 766 768 77 772 774 776 778 78 782 784
deg.

Legenda: Curvas de dissociacéo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada subtraido
a referéncia (eixo Y) pela variacdo de temperatura (eixo X) do produto da PCR reduzido da
regido hiper-variavel | para os individuos 11, 13, 14, 27, 28, 32, 45, 48, 50, 58, 62, 63 e 65.
DNAcc: DNA de células MD-MBA-231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene
Tee Chart Editor (Qiagen).

4.6.2 Avaliacdo de 86 pb do C4

A reducédo do produto amplificado para esta regido foi de 202 para 86 pares
de bases. A partir dos perfis obtidos (Figura 23), os individuos 24, 27, 38 e 40 foram
classificados como variantes em relacdo ao padréo. As distor¢bes detectadas no
HRM dos produtos reduzidos foram compativeis com as varia¢cdes presentes nas

sequéncias obtidas para os individuos selecionados.
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Figura 23 - Perfis de HRM para a regido C4 com primers secundarios
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DNAcc
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788 79 792 794 796 798 80 802 804 806 808 81 812 8l4 816 818 8 822 824 826 828 83 832 834 836 838 84 842 844 846
deg.

Legenda: Curvas de dissociacéo representadas pela variacdo da fluorescéncia normalizada subtraido
a referéncia (eixo Y) pela variagdo de temperatura (eixo X) do produto da PCR reduzido da
regido codificante 4 para os individuos 2, 4, 20, 23, 24, 27, 38, 40 e 45. DNAcc: DNA de
células MD-MBA-231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor

(Qiagen).

4.6.3 Avaliacdo de 51 bp do NC

A regidao NC sofreu a maior reducdo no tamanho do produto de PCR, de 222
para 51 pares de bases. Com o0s novos primers € possivel caracterizar como
variantes os individuos 2, 11, 36, 47, 48, 61 e 63 (Figura 24). Mais especificamente,
houve a formacéo de trés grupos que foram identificados mais nitidamente do que
utilizando primers maiores, estes foram compostos por: ndo variantes amostras 2, 4,
20, 23 e 45; grupo variante 2 composto pelas amostras 24 e 27 e grupo variante 3
representado por 38 e 40. As distor¢cdes detectadas no HRM dos produtos reduzidos
foram compativeis com as variacdes presentes nas sequéncias obtidas para os
individuos selecionados. A utilizagdo de produtos menores aumentou as
discrepancias nos gréaficos de HRM facilitando a caracterizagéo dos individuos para
os trés locais: HVII, C4 e NC.
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Figura 24 - Perfis de HRM para a regido NC com primers secundarios

DNAcc

726 728 73 732 734 736 738 74 742 744 746 748 75 752 754 756 758 76 762 764 766 768 77 772 774 776 778 78 782 784 786 788 79 792 794 796 798 80
deg

Legenda: Curvas de dissociacdo representadas pela variagdo da fluorescéncia normalizada subtraido
a referéncia (eixo Y) pela variacdo de temperatura (eixo X) do produto da PCR reduzido da
regido ndo codificante para os individuos 2, 7, 11, 24, 36, 47, 48, 54, 61, 63 e 82. DNAcc:
DNA de células MD-MBA-231. Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart
Editor (Qiagen).

4.7 ReacOes duplex para HRM

Uma vez que as temperaturas de dissociacdo de dois alvos sejam
suficientemente diferentes péde-se fazer a andlise de dissociacdo em alta resolucéo
para estes alvos em uma Unica reacdo (duplex). Com isso, foram montadas duas
reacoes duplex utilizando um par de primers com produto maior e um par de primers

secundarios com produto reduzido: C4/NC e C2/HVII.

4.7.1 Duplex C4/NC

Para este duplex foram utilizados os primers para o produto de 202 pares de
bases de C4 e primers para o produto reduzido de 51 pares de bases de NC. O
grafico de dissociacdo (Figura 25) demonstra que houve amplificacdo preferencial
para o produto de C4.
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Figura 25 — Dissociagéo para a reacao duplex C4/NC
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Legenda: Gréfico da dissociacdo dos produtos da PCR com os primers para o alvo de 202 pb de C4 e
51 pb de NC dos individuos 24, 38, 48 e 54. DNAcc: DNA de células MD-MBA-231. Eixo Y:
razdo da derivada da fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT). Eixo X: variacéo
de temperatura em graus Celsius (°C). Imagem obtida e editada do software Rotor Gene
Tee Chart Editor (Qiagen).

4.7.2 Duplex C2/HVII

A reacao duplex foi montada com os primers para o produto de 228 pares de
bases de C2 e os primers para o produto reduzido de 110 pares de bases do local
HVII. O gréfico de dissociacdo demonstra que houve amplificacdo dos dois alvos
(Figura 26). No entanto, o produto de HVII alcancou niveis um pouco mais altos de
variacdo de fluorescéncia, indicando maior eficiéncia de amplificacdo em relacéo a
C2. Selecionando a regido de dissociacao para cada alvo foi possivel gerar o gréafico
diferencial para cada uma das regides separadamente (Figura 27). Os perfis de
HRM obtidos para os individuos selecionados nas reacdes duplex mantiveram o0s

mesmos formatos apresentados em reacdes isoladas para o local HVII.



Figura 26 — Dissociagéo para a reacao duplex C2/HVII
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Legenda: Gréfico da dissociacdo dos produtos da PCR com os primers para o alvo de 228
pb de C2 e 110 pb de HVII dos individuos 32, 48 e 58. DNAcc: DNA de células
MD-MBA-231. Eixo Y: razdo da derivada da fluorescéncia pela derivada da
temperatura (dF/dT). Eixo X: variacdo de temperatura em graus Celsius (°C).
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Imagem obtida e editada do software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

Figura 27 - Perfis de HRM para o duplex C2/HVII
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Legenda: Curvas de dissociacdo

818
a

representadas pela variacdo da

fluorescéncia normalizada subtraido a referéncia (eixo Y) pela
variacdo de temperatura (eixo X) (A) — do produto da PCR de
HVII de 110 pb para os individuos 32, 48 e 58 e (B) — do produto
da PCR de C2 de 228 pb para os individuos 32, 48 e 58. DNAcc:

DNA de células MD-MBA-

231. Imagem obtida e editada do

software Rotor Gene Tee Chart Editor (Qiagen).

54



55

5 DISCUSSAO

Com advento da biologia molecular a pratica de identificacdo humana tornou-
se rotina na determinacdo de paternidade, parentesco e, em especial, na forense
criminal. Tal fato, sé foi possivel com a criacdo de técnicas préprias e direcionadas a
amplificacdo e caracterizacdo de sequéncias de DNA que permitiria a identificacéo
do suspeito e/ou individuo. As metodologias evoluiram a partir da primeira proposta
descrita por Alec Jeffreys em 1985 que demostrou que utilizando regides repetitivas
no DNA poderia identificar individuos. Como mencionado, a rotina das préticas
forenses vem aumentando em uma escala grandiosa o que tem incentivado a busca
por metodologias mais modernas, mais rapidas, de baixo custo e com a mesma
especificidade das rotinas convencionais ja existentes. Diante disso, neste trabalho
buscou-se avaliar alternativas para a pratica forense, de encontro as necessidades
atuais descritas, com foco na metodologia de dissociacdo de DNA em alta
resolucao, também conhecida pela sigla HRM.

Para uma analise de HRM é recomendavel utilizar DNAs extraidos com o
mesmo protocolo para evitar interferéncias vindas dos reagentes utilizados na
extracdo do DNA. No entanto, a rotina forense utiliza protocolos muito variados para
a extracdo de DNA, dependendo do material biolégico e estado de conservacao das
evidéncias criminais. A averiguacdo de que 0s principais protocolos utilizados nao
afetam de forma significativa o perfil de HRM de uma amostra, traz a possibilidade
de se utilizar qualquer método de extracdo em uma analise, independente da fonte
de DNA extraido. Em um hipotético caso forense, poderiam ser analisadas por HRM
amostras de DNA extraidas de manchas de sangue, swabes de superficies,
fragmentos de o0ssos e referéncias de vitimas e suspeitos, por exemplo. A partir
dessas observacdes, nossos resultados indicam que néao ha interferéncia no perfil de
dissociacdo do DNA nos varios métodos de extragdo testados. Sendo assim,
sugere-se que o método de HRM pode ser utilizado sem prejuizo, independente do
protocolo utilizado na extracdo do DNA.

De acordo com a fabricante do reagente de HRM utilizado deve-se manter as
concentracbes de DNA das amostras usadas na andlise de HRM aproximadas
(Type-it® HRM™ PCR Handbook). E recomendado que a diferenca de Ct seja

inferior a 3 ciclos de reacdo. Esta exigéncia € um empecilho na rotina forense, uma
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vez que muitas vezes as amostras sao exiguas ou com interferentes que
impossibilitam a quantificagdo precisa da concentragcdo de DNA. Entretanto, o
resultado obtido variando a quantidade de DNA introduzido na reacdo de PCR
demonstrou que diferencas de quantidade de DNA até a ordem de 100 vezes nao
alteram o perfil de HRM obtido para uma amostra. Este resultado foi condizente com
o obtido por Nicklas e colaboradores, os quais demonstraram que, mesmo diluindo o
DNA em uma razéo de 1/512, para serem usados em reacdes de PCR, os perfis de
HRM obtidos ndo sofreram alteracdes (Nicklas et al. 2012). Sendo assim, técnicas
gue fornecam apenas uma estimativa da concentracdo de DNA (espectrofotometria,
por exemplo) podem ser empregadas para a quantificagdo de amostras a serem
utilizadas na analise de HRM.

Como muitas vezes algumas amostras biolégicas das quais sdo extraidas
DNA para pratica forense encontram-se em estado critico de conservacdo, nossas
andlises foram direcionadas a amplificacdo de DNA mitocondrial. Assim, seria
possivel aplicar o método de HRM também em amostras biolégicas mau
conservadas, que dificilmente poderiam ser testadas nos protocolos convencionais
forenses. Embora ndo tenha sido possivel testar o método de HRM em amostras
biolégicas mal conservadas, ha trabalhos que utilizam o método de digestdo de DNA
para simular um estado de degradac&o (Nicklas et al. 2012). O experimento com
digestdo de DNA total demonstrou um resultado compativel com as caracteristicas
dos DNA nuclear e mitocondrial. Estando presente em apenas uma cépia por célula,
DNA autossémico é mais susceptivel a acdo de endonucleases. . Apés 1 minuto de
acdo de DNAse, o DNA autossdmico ja alcancou um estagio de degradacdo que
impossibilitou a amplificacdo de um fragmento de DNA de 224 pares de bases,
utilizando par de primers para amplificagdo de parte do gene B-RAF. Entretanto, o
DNA mitocondrial, presente em grande numero de copias por célula e de formato
circular, possibilitou a obtencéo de produtos de PCR mesmo apés acéo prolongada
da DNAse. Para amostras em avancado grau de degradacdo esta estratégia,
adotando alvos mitocondriais, se mostra vantajosa e possibilita a geracdo de
informacgdes uteis em uma analise forense. Diante disso, o incentivo a criagdo e
padronizacdo das metodologias que tem como alvo o DNA mitocondrial podem ser
bastante Gteis na rotina forense.

Tendo como alternativa a amplificacdo de STR em DNA gendmico, buscou-se

avaliar os perfis de dissociacdo em alta resolucao dos produtos da PCR, de trechos
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variaveis e ndo variaveis do DNA mitocondrial, comparativamente as sequéncias de
DNA. Para as regidbes HVI e HVII, foram obtidos perfis de HRM muito variados
condizente ao alto grau de variabilidade destas regides. A maior parte das variacdes
observadas foram alteracbes de A/G, que causam variacdo de 0,5 °C no Tm dos
fragmentos de DNA. No entanto, devido ao grande tamanho do fragmento
amplificado estas variacdes nédo se converteram eficientemente em distorgées nos
perfis de HRM. Amostras como o mesmo numero de variacbes A/G apresentam
distanciamentos diferentes em relacédo ao padrao no grafico de HRM. Mesmo assim,
este local amplificado se mostrou Util, pois amostras sem variagcdes no DNA tiveram
perfis de HRM proximos ao padrdo de DNA na analise de HRM. O sequenciamento
da regido HVI demonstrou que, apesar de uma concentracdo em certas posicoes
(44, 77 e 166), as alteracdes estdo presentes ao longo de toda regido amplificada.
Apesar de ser uma regido de dificil analise por HRM, devido ao alto grau de
variacdo, nossos resultados sugerem que seria possivel identificar, ou melhor,
excluir suspeitos, ao se interpretar a curva de dissociagcado gerada por HRM, uma vez
gue sequéncias de DNA que apresentam as mesmas variacfes sao semelhantes em
seus perfis. Entretanto, melhor seria se buscassemos avaliar trechos de DNA
mitocondrial mais conservado para aumentar o poder de discriminacdo da
metodologia.

A presenca de dois dominios de dissociacdo na regido HVII prejudicou a
analise de HRM, uma vez que € necessario aumentar o intervalo entre as regides
normalizadoras na montagem do gréafico diferencial. Isto acarreta uma perda na
sensibilidade da analise, sendo necessario um maior nimero de alteracbes ou
alteracdes que causem distorcdes mais acentuadas para que o perfil do HRM de
uma amostra se distancie de forma significativa do padrdo no gréafico diferencial.
Mesmo assim, 9 de 14 amostras representadas puderam ser caracterizadas como
diferentes do padrdo. A amostra 32, cuja sequéncia ndo apresenta alteracdes
apresentou perfil de HRM proximo ao padrdo, demonstrando a capacidade da
técnica de diferenciar amostras variantes e semelhantes ao padrdo. Para a regido
HVII observou-se a concentracdo das variacdes em trés posicoes (77, 120 e 172),
com predominancia de alteracées C/T e G/A, que acarretam alteracao de 0,5 °C no
Tm dos fragmentos de DNA. Embora os dois dominios de dissociacdo dessa regido

prejudique a analise por HRM, poderia restringir a amplificacdo somente a um dos
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dominios de dissociagcdo o que poderia aumentar a sensibilidade para identificacédo
utilizando os perfis de HRM.

O menor namero de variantes para a regido C2 foi condizente com as
sequéncias obtidas, as quais apresentaram 16 alteracdes ao todo. Os individuos 35
e 36 possuem sequéncias semelhantes, mas apresentaram graus de distorcoes
diferentes no gréfico de HRM. Isto pode ser devido a alteracdes presentes nas
extremidades dos produtos de PCR, nédo detectados pela técnica de
sequenciamento. Apenas amostras com variacdo de C/T (44 e 58) na posicao 173
apresentaram inversdo da inflexdo da curva de HRM. Para este local predominaram
variacdes C/T. Diferentemente das regides hipervariaveis, na regido codificante, que
€ mais conservada, os resultados dos perfis de HRM foram mais condizentes com as
alteracdes encontradas através do sequenciamento.

O local C4 possui 0 menor numero de variagdes observadas nas sequéncias.
A quase totalidade de alteracdes € do tipo G/A. A distor¢éo intermediéria do perfil de
HRM do individuo 4 é reflexo da sensibilidade reduzida na analise de HRM de
fragmentos de 200 pares de bases. No entanto, os perfis mais discrepantes para os
individuos 38 e 40 em relacdo aos individuos 24 e 27 séo reflexos da presenca de 2
alteracdes G/A nos dois primeiros e de apenas uma alteracdo do mesmo tipo nos
dois ultimos individuos. Diante dos resultados, estratégias futuras poderiam focar as
analises em regides mais conservadas do DNA mitocondrial para identificacdo por
HRM.

As alteracbes presentes nas sequéncias para o produto do local NC néo se
refletiram em distor¢des significativas em todos os individuos analisados. Esta baixa
sensibilidade pode ser devida ao tamanho do produto. Nas sequéncias analisadas,
pdde-se observar uma alta taxa de variagdes, aproximadamente 50%, G/A na
posicdo 150. Entretanto, uma abordagem com maior niumero de individuos na
populacdo poderia revelar se realmente esta frequéncia de 50% corresponde a
nossa populacao. Essa percentual de variagdo, 150G/A, em aproximadamente 50%
dos individuos mostrou-se interessante ao passo que amplificar estritamente este
trecho do DNA mitocondrial poderia dar a identificacdo/exclusdo de metade dos
individuos analisados.

Gudrun e Wittwer demonstraram que a redugdo no tamanho do produto de
PCR analisado no HRM traz um aumento na sensibilidade da técnica (Gudrun &

Wittwer et al. 2004). Esta estratégia foi adotada para locais que possuem posi¢coes
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com alto indice de variacdo circundadas por regides conservadas. A reducdo de
tamanho dos produtos analisados trouxe um aumento na sensibilidade, gerando
perfis de HRM que se aproximam ou se afastam mais do padrao para os trés locais
onde esta estratégia foi adotada. Para o local C4 pode-se distinguir mais claramente
os perfis que se aproximam do padrao e os discrepantes. Além disso, dois padrdes
de variacdo podem ser observados: 24 e 27, que possuem uma variagao G/A e 38 e
40, com duas alteracdes G/A. No local NC a amostra 11 se destaca com inflexao
invertida em relacdo aos demais individuos. A causa pode ser a presenca de uma
alteracdo T/G na posicao 145 exclusiva para este individuo. Dois grupos de perfis de
HRM se diferenciam neste local: um grupo sem alteracdes que se aproxima do
padrdo e outro com alteracdo G/A na posicdo 150. Esta diferenciacdo ndo é téo
evidente quando se analisa o produto de 222 pares de bases. Em uma abordagem
de HRM para obtencdo de perfis de dissociagdo de DNA e identificacdo humana
deve-se buscar amplificacdo de pequenos trechos de DNA a fim de aumentar a
resolucao e confiabilidade nas analises.

Para o nosso caso, s6 foi possivel a combinacdo de dois trechos, uma vez
que alguns produtos da PCR possuem picos de dissociagdo muito préximos ou
iguais, o que impediria a analise em reagdes multiplex. Diante disso, foi possivel
realizar reacdes duplex combinado C4/NC e C2/HVII.

No grafico de dissociacdo para o duplex C4/NC observa-se uma discreta
variacdo de fluorescéncia na faixa de temperatura de dissociacdo de NC. A fim de se
obter uma amplificagéo conjunta dos dois produtos pode-se reduzir a quantidade de
primers para o local C4 ou aumentar a quantidade de primers para o local NC.

O duplex C2/HVII requer um leve ajuste no equilibrio da quantidade de
produto gerado para os dois locais. No entanto, ja foi possivel realizar andlise de
HRM para ambos os locais. As amostras mantiveram seus perfis semelhantes ou
discrepantes observados em andlises feitas a partir de produtos gerados
isoladamente.

Alguns trabalhos foram publicados usando andlise de HRM para a
determinacao de perfis genéticos de STRs autossémicos (French et al. 2008; Gale et
al. 2008 e Nicklas et al. 2012). No entanto, foi demonstrado que nem todos os alelos
puderam ser diferenciados por HRM. Outro fator prejudicial é a amplificacdo de dois

alelos, caracteristica que dificulta a analise dos resultados. Sendo assim, a utilizagédo
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de HRM de STRs autossOmicos em metodologias que visam a completa
discriminag&o de individuos ndo demonstrou um poder de excluséo suficiente.

Gidl6f e colaboradores demonstraram que é possivel a discriminacdo de
individuos através da analise de HRM das regides hiper-variaveis do DNA
mitocondrial (GidIof et al. 2009). Na estratégia usada no presente estudo, a adi¢éo
de locais situados na regido codificante do genoma mitocondrial trouxe uma
guantidade maior de dados analisaveis, aumentando o poder de discriminacéo e

trazendo a possibilidade de montagem de reacdes duplex.
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CONCLUSAO

A técnica de HRM com alvos no DNA mitocondrial se mostrou confiavel e
robusta, permitindo a analise de amostras com concentragfes diferentes entre si e
em diversos estagios de degradacao, quadros comuns na rotina forense.

Foi possivel a identificacdo de individuos nao relacionados com a referéncia
comparativa adotada. Para algumas amostras as distor¢cdes apresentadas nao foram
suficientes para sua caracterizacdo. No entanto, com a redugcdo dos fragmentos
analisados houve um ganho na sensibilidade e os perfis de HRM puderam ser
resolvidos mais claramente. Vale destacar que a proposta deste trabalho € combinar
a andlise dos cinco alvos descritos, tarefa facilitada com o desenvolvimento de
reacfes duplex. Desta forma, mesmo que um local ndo traga informacao util, a
andlise dos demais locais muito provavelmente trara a definicAo do perfil da
amostra.

A metodologia de analise de HRM para alvos no DNA mitocondrial
desenvolvida neste estudo ndo visa substituir a analise de STRs convencional na
rotina forense. O proposito é justamente complementar esta rotina, permitindo uma
triagem rapida e de baixo custo que identifique quais amostras possuem relagcéo

com o caso e qualidade suficiente para a posterior analise de STRs.
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APENDICE - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CASO: - - LAUDO: /
Orgéo Solicitante: C.l./Oficio:
Cddigo da Amostra Proced. /RO/ IP / Proc:
Nome:
Nome da Vitima:
Relacdo com o Caso: R.G:
CPF: Sexo: ()M ()F
Data de Expedigéo: / / Orgéo Expedidor:
Natural de: Data de Nascimento: / /
Filiacao:
Estado Civil:
Endereco:
Bairro:
Cidade: CEP:
Telefone: () Celular: ()
Origem Paterna: Origem Materna:

Hé& parentesco entre os envolvidos? () sim ( )ndo. De que tipo?
Realizou transplante de medula ou recebeu transfusdo de sangue nos altimos 3 meses?
( )Sim () Nao

Tem irm&o gémeo idéntico (univitelinico)? ( ) Sim ( ) Néo

Responsavel pelo cadastramento:
Tipo de amostra: Quantidade:
Responsavel pela coleta :

Autoridade ou Agente que acompanhou a coleta

Considerando os principios elencados na Constituicdo da Republica Federativa do Brasil, promulgada
em 05 de outubro de 1988 e atendendo ao que refere o artigo 5° e seus incisos,

............... , supra identificado, concordo de livre e espontanea vontade a submeter-me a coleta de
material biol6gico, com a finalidade de realizar exame de Investigacdo de Vinculo Genético junto ao
IPPGF / DPTC da PCERJ, assumindo a responsabilidade por qualquer consequéncia advinda desta
pratica. Declaro, ainda, que concordo que uma amostra de meu material genético seja usada em
pesquisa cientifica, como aliqguota andnima. As informacBes contidas neste documento sé&o
verdadeiras.

Rio de Janeiro, de de 2011.

Assinatura:

Doador




