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Resumo

Cerda de 98% do genoma humano é composto por sequencias que ndo codificam
proteinas, entre essas sequencias aproximadamente 10% sado de sequencias Alu, que podem
ser usadas para teste de paternidade, andlises forenses e de ancestralidade e composi¢éo
da populagéo servindo como marcadores moleculares. O objetivo foi padronizar o protocolo
de andlise de loci polimoérficos (ACE, APOAL, B65, PV92, TPA25), estudando os métodos de
coleta, extracdo de DNA, selecdo de primers e condi¢cdes da PCR, eletroforese e analise dos
dados. Os resultados mostram que o swab é a melhor forma de coleta pela facilidade, seu
carater ndo invasivo e rendimento da extracdo de DNA obtido. Foi possivel analisar os trés
loci selecionados através das condi¢gfes de ensaio utilizadas. A sele¢éo dos primers também

se mostrou correta.
Palavras-chave: Alu, extracdo de saliva, padronizacdo
SUMMARY

Around 98 % of the human genome is composed by no coding protein sequences.
Approximately 10 % of these sequences are known as Alu sequences, which can be used in
paternity test and forensic and ancestry analysis and composition of the population, serving as
molecular markers. The aim of this work was to standardize the protocol to analyse Alu
polymorphic loci (ACE APOA1L, B65 , PV92 , TPA25 ), including sample collection , DNA
extraction, selection of Alu insertion primers and PCR conditions, electrophoresis and data
analysis. The results show that the swab is the best procedure to collect samples due to be
non-invasive and the yield obtained in DNA extraction. It was possible to analyze the three Alu

loci selected through the test conditions used. The selection of primers was also correct.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 98% do genoma humano é composto por sequencias que nao codificam para
proteina. Deste total, 42% € composto por sequencias genéticas moveis, conhecidas como
elementos de transposicao (ULE, 2013) Estes elementos tém profundos efeitos na estrutura
e funcionamento do genoma. Os elementos de transposicao sdo responsaveis em parte por,
gerar variabilidade genética. Variabilidade esta gerada como consequéncia da capacidade
intrinseca de mudar de lugar nos genomas em que se encontram associados (VENNER et al,
2009).

A familia de elementos Alu representa os elementos de retrotranposicdo mais
comuns em primatas, constituindo aproximadamente 10 % do genoma humano.
Acredita-se que as primeiras insercdes destes elementos no genoma de primatas tenham
ocorrido a 65 milh6es de anos, tornando-se o mais bem-sucedido elemento mével do genoma
humano (CORDAUX et al.,, 2004). As diferentes insercbes destes elementos no genoma
geraram diferentes polimorfismos, que podem ser utilizados como marcadores de DNA em
estudos de populacbes humanas (AYARPADIKANNAN, et al, 2014). Analisando o
polimorfismo da insercéo Alu é possivel estudar a diversidade, origem e estrutura do genoma
da populagdo mundial (BATZER; DEININGER, 2002), assim como estudar doencas ligadas
aos genes (CHEN et al., 2005 apud CORDAUX et al., 2007).

Durante a evolucdo, uma ou varias sequencias Alu “masters” foram capazes de se
inserir em outras partes do genoma. Estima-se que uma nova inser¢cao ocorra uma vez a cada
200 nascidos (PRAK; KAZAZIAN, 2000).

Cada Alu é proveniente de um Unico evento de retrotranposicdo que ocorreu nos
primatas. Depois dessa transposi¢éo inicial, as sequencias sdo herdadas segundo padrao
mendeliano. A maioria das insercdes Alu aconteceu ha milhdes de anos e estdo fixadas, isso
significa que, em um l6cus em particular, todos os primatas tem a sequéncia Alu em cada um
dos pares de cromossomos. Entretanto, centenas de Alus tem se inserido no genoma desde
a evolucdo de primatas para os humanos, consequentemente algumas inser¢cées nao sao
fixadas, 0 que significa que se pode ter ou ndo a presenca da sequéncia em cada um dos
pares de cromossomos, dessa forma cria-se dois possiveis alelos (presenca [+] e/ou auséncia
[]) (DEININGER; BATZER, 1999).

Assim esse dimorfismo da insercao Alu, em um estudo feito por Batzer et al. (1994)
usando quatro loci polimérficos das insercdes Alu (TPA25, ACE, APO, PV92), onde eram
analisadas auséncia ou presenca da inser¢do, demonstrou que este polimorfismo era Gtil para
o0 estudo genético de populagBes. Ray et al. (2005) analisou 100 loci polimérficos da insercéo

Alu, para determinar a ancestralidade das amostras de DNA de 18 pessoas geograficamente
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aleatodrias, classificando essas amostras em quatro grandes grupos populacionais do mundo.
Um estudo feito na Russia pelo Solovieva et al. (2009) foi usado cinco loci polimérficos (ACE,
APOAL1, B65, PV 92, TPA25) das inser¢cdes Alu para se determinar a frequéncia das insercoes
na populacao russa e determinar a ancestralidade de 10 populacdes de diferentes partes da
Russia. Foram observadas diferentes frequéncias dos alelos nas diferentes populacdes,
indicando que as inser¢des Alu sdo 6timos marcadores para se estudar a evolugdo humana
e a migracao. Varios trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade das inser¢des Alu neste tipo

de estudo.

No Brasil, Marrero et al. (2007) realizaram estudos usando a sequéncia Alu para
investigar a historia evolutiva de uma populacdo do sul do pais (os habitantes da regido do
Pampa em comparagdo com populagdes correspondentes da Argentina e Uruguai). Em um
estudo anterior, Cotrim et al. (2004) analisaram quatro loci polimdrficos de Alu ((APO, ACE,
TPA25 e FXIIIB) para caracterizar grupos de quilombolas do Vale do Ribeira. No trabalho de
Mendes-Junior e Simdes (2001), foram analisadas as inser¢des 3 loci polimorficos (TPA25,
PV 92, APO) de inser¢édo Alu em uma populacdo urbana do sudeste do Brasil para caracterizar

a composicao étnica dessa populacgao.

Deste modo, o polimorfismo da inser¢do Alu mostrou-se como um importantissimo
marcador nos estudos de populacdes em escalas globais (BATZER et al., 1996; STONEKING
et al., 1997; CARROLL et al., 2001; ROY-ENGEL et al., 2001) e regionais (BATTILANA et al.,
2006; NASIDZE et al., 2001; XIAO et al., 2002; KHUSAINOVA et al., 2004; SOLOVIEVA et
al., 2009), assim como ¢€ util para teste de paternidade (NOVICK et al., 1995) e para analises
forenses (NOVICK et al., 1993; RAY et al., 2005).

Segundo a literatura, muitos dos marcadores de loci polimérficos das inser¢des Alu
séo caracterizados como informativos de ancestralidade por apresentarem alto diferencial de
frequéncia entre as popula¢des. Com a formacdo de uma populacdo miscigenada, espera-se
que a frequéncia de qualquer locus, definidos como marcadores que apresentam frequéncias
extremas e distintivas entre populagfes diferenciadas por fatores étnicos ou geogréaficos,

atinja valores diferentes ao encontrado nas populacdes parentais (Telo, 2010)

Neste contexto, este trabalho tem o objetivo de padronizar as condi¢bes experimentais
e validar o protocolo para analisar de 5 loci polimérficos (ACE, APOAL, B65, PV92, TPA25)
de inser¢cbes Alu em uma populagéo da cidade de S&o Paulo. Assim foram estudados os
parametros relacionados a: métodos de coleta de amostras; método de extracdo do DNA,;
selecdo dos primers e condicdes de amplificagdo das sequencias pela técnica de PCR;

eletroforese e analise dos dados.
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2. MATERIAL E METODOS

Para fins de padronizacdo do protocolo experimental foram utilizadas cedidas
voluntariamente, disponiveis no laboratorio de analises clinicas do CCBS.

2.1. Coleta
A coleta das amostras foi realizada de duas formas, através do salivette e swab.

Para ambas as formas de coleta era necessario que o participante néo tivesse ingerido

nenhum tipo de alimento ou bebida por, pelo menos, meia hora e estar com as maos limpas.
2.1.1. Coleta com salivette

Os participantes abriram o tubo contendo o algodédo, verteram o tubo na boca e
mastigaram o algodao por um minuto. Depois tamparam o tubo com o algodao mascado
dentro, esse tubo foi centrifugado por 20 minutos a 15.000 rpm. A saliva foi transferida para

um tubo eppendorf de 1,5 mL em seguida o material foi armazenado sob refrigeracao

até a extracao do DNA.
2.1.2. Coleta com swab

Neste caso, 0s participantes retiraram o swab da embalagem individual, sem tocar na
ponta com o algodédo. Segurando na extremidade inferior, rasparam com cuidado a parte

interna da bochecha e entre a gengiva e a bochecha por um minuto.

Posteriormente o swab embebido de saliva foi mergulhado no tubo eppendorf
contendo 200 uL de TES ( Tris HCI 10 mM pH 7,6; EDTA 1mM; SDS 0,6%) e agitou-se
por 30 segundos utilizando o vortex, em seguida o material foi armazenado sob

refrigeracao até a extracdo do DNA.
2.3. EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizado a partir de amostras de saliva segundo o
protocolo adaptado de Abrado et. al (2005) utilizando o método de “salting out”, cujas
adaptacdes foram: centrifugar as amostras por trés minutos a 15.000 rpm apés o banho-maria
por duas horas, a centrifugacao apoés a adicao do etanol absoluto também por trés minutos a
15.000 rpm, a lavagem do pellet com etanol 70% foi feita duas vezes sem centrifugar as
amostras entre as lavagens, os tubos eppendorf ficaram abertos por pelo menos uma hora e
0 DNA foi ressuspendido em 40 pL de TE (Tris 10mM pH 8, EDTA 0,1mM pH 8) .

As amostras de DNA obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,8%
para quantificagao utilizando marcadores de concentragao (A DNA, Invitrogen) e conservadas

a -20°C até a sua utilizagao.
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2.4. ANALISE DOS LOCI POLIMORFICOS DAS INSERCOES ALU.

A genotipagem foi realizada através de amplificagdo por PCR utilizando iniciadores
especificos para cada loci (tabela 1). A segui os produtos de amplificacdo foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose.

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pl contendo 20-100ng de
DNA, 0,2 uM dNTPs, 1,5 mM MgClI2, 20 mM Tris—HCI pH 8,6, 50 mM KClI, 0,5 U da enzima
Taq polymerase, com 10 pMol de iniciadores conforme listados na tabela 1. As reacdes de
PCR serao realizadas nas seguintes condi¢cfes: denaturacdo por 2 minutos em 94°C, 1 minuto
na temperatura de annealing correta para cada primer indicada na tabela 1, 1 minuto em 72°C,
e repetir esse ciclo 32 vezes, permanecendo a 12°C apds o termino dos ciclos até as amostras

serem retiradas do termociclador.

Tabela 1: Loci genéticos, sequéncia dos iniciadores, localizagdo cromossémica e tamanho do
fragmento dos polimorfismos que serdo utilizados neste trabalho. (adaptado BATZER et al ,1994).

Locus do DNA | APO PV92 TPA25
Localizacdo

no 11 16 8
Cromossomo

Tamanho da

] 400/110 450/130 457/134

sequencia
F-5'- F-5- F-5-
AAGTGCTGTAGGCCA | AACTGGGAAAATTTGAA | GTAAGAGTTCCGTAAC
TTTAGATTAG -3 GAGAAAGT -3 AGGACAGCT ¥

Sequencia
R-5'- R-5- R-5-
AGTCTTCGATGACAG | TGAGTTCTCAACTCCTGT | CCCCACCCTAGGAGAA
CGTATACAGA -3 GTGTTAG -3 CTTCTCTTT -3

Tm em °C 60 58 63

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% e
visualizados através de coloracdo com Syber Safe (Invitrogen). Todas as condicbes de

eletroforese do gel de agarose foram padronizadas.

Para cada locus pode ser observado uma ou duas bandas, segundo o tamanho da
sequéncia amplificada esperada (tabela 1). A genotipagem de cada locus foi indicada pela

presenca (+) ou auséncia (-) dos fragmentos esperados pela amplificacdo por PCR.



X1l Jornada de Iniciagéo Cientifica e VI Mostra de Iniciagdo Tecnolégica

A distribuicdo dos gendtipos e frequéncias alélicas sdo obtidas por contagem direta a
partir da leitura dos géis de agarose.

4. resultados e discussao
4.1. Comparacao entre AS TECNICAS DE COLETA

Para padronizar a melhor forma de forma de coleta do material, foi realizada a extragéo
de DNA das amostras coletadas utilizando salivette e swab e os resultados foram comparados

através da analise de uma eletroforese em gel de agarose (Figura 1).

Como mostrado na figura 1, obteve-se um melhor rendimento e DNA de melhor
gualidade (aferido pelo padrdo de bandas observado no gel) nas amostras coletadas
utilizando o swab; em comparagdo as amostras coletadas por salivette. A comparagdo com
os marcadores moleculares indica que na extracdo de DNA de amostras coletadas com swab

foi obtido em média 50ug/uL de DNA. O suficiente para realizar a amplificagéo por PCR.

A diferenca no resultado da extragdo de DNA deve-se provavelmente por causa da
raspagem na bochecha e gengiva durante o uso do swab. Isto possibilitaria coletar uma maior
quantidade de material do mucosa bucal. J& com o salivette, ndo ha raspagem da mucosa
bucal durante a coleta, resultando em uma menor quantidade de células coletadas. Isto

resultaria em um menor rendimento na extragao do DNA.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% para analisar qualitativamente a extracdo de DNA pelas
coletas através do salivette e swab. Sl — extracdo utilizando o salivette; Sw — extracédo utilizando o
swab; M1 — marcador DNA lambda 50ug/uL; M2 — marcador DNA lambda 100ug/uL; M3 — marcador
DNA lambda 200ug/uL; M4 — marcador DNA lambda 500ug/uL.

M1 M2 M3 M4 SI Sw SI Sw SI  Sw

Para avaliar a qualidade do DNA extraido, as amostras obtidas por swab e salivette
foram submetidas a PCR, utilizando o iniciador TPA25. Foi observado produtos de
amplificacdo apenas nas amostras coletadas por swab. Este resultado mostrado na figura 2
confirma que a coleta por swab é mais eficiente do que a coleta com salivette, pois a

amplificacdo do DNA foi possivel tanto com 5uL (L2) como com 10 pL (L1) de DNA e o DNA
obtidos era de boa qualidade.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1,8%. Comparacgéo entre os métodos de coleta: M —
marcador; Pos — positivo; amostras 1, 3, 5, 7, 9, 11 — extracdo utilizando o salivette; amostras 2, 4, 6,
8, 10, 12 — extragéo utilizando o swab; Neg — negativo; Linha 1 — PCR com 10 pL de DNA; Linha 2 —

PCR com 5 pL de DNA.

4.2. ANALISE DOS LOCI POLIMORFICOS DAS INSERCOES ALU

Inicialmente era prevista a andlise de 5 loci polimérficos (ACE, APOA1L, B65, PV92,
TPA25), porém os testes de padronizacdo foram realizados com os 3 loci mais representativos
na populacéo brasileira (MENDES-JUNIOR; SIMOES, 2001 e BATZER et al ,1994). Assim
foram analisados os loci marcadores polimorficos: APO, PV92, TPA25 (tabela 1). Estes 3 loci,
segundo estudos anteriores, apresentam uma significante diversidade genética (BATZER et
al ,1994).
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Tabela 1: Loci genéticos, sequéncia dos iniciadores, localizagdo cromossémica e tamanho do
olimorfismos que serao utilizados neste trabalho. (adaptado BATZER et al ,1994).

fragmento dos

Locus do DNA | APO PVv92 TPA25

Localizacao

no 11 16 8

Cromossomo

Tamanho da

) 400/110 450/130 457/134

sequencia
F-5'- F-5- F-5-
AAGTGCTGTAGGCCA | AACTGGGAAAATTTGAA GTAAGAGTTCCGTAAC
TTTAGATTAG -3 GAGAAAGT -3’ AGGACAGCT 3

Sequencia
R-5'- R-5- R-5-
AGTCTTCGATGACAG | TGAGTTCTCAACTCCTGT | CCCCACCCTAGGAGAA
CGTATACAGA -3’ GTGTTAG -3 CTTCTCTTT -3

Tmem °C 60 58 63

Apos a definicdo do melhor método de coleta, as amostras obtidas foram submetidas

a amplificagéo por PCR para caracterizagéo dos loci polimorficos em 10 amostras e depois foi

realizada uma eletroforese em gel de 1,8% para separar as possiveis bandas formadas em

cada amostra, como indicado na figura 3.

Na figura 3, mostra o resultado da eletroforese da PCR usando o primer TPA25. A

observacdo de duas bandas nas amostras indica que ha apenas uma insercado (banda

superior) de tamanho 457 pares de base (bp) mostrando que o individuo é heterozigoto, a

banda inferior de tamanho 134 é sem a insergdo. A presenca de uma Unica banca indica que

o individuo é homozigoto, tanto para a presenca (+) quanto para a auséncia (-) da insercao.
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1,8%. Resultado da PCR realizada com primer TPA25; M —
marcador; Pos — positivo; de 1 a 10 — amostras; Neg — negativo; (-/-) — homozigoto sem a inserc¢éo;
(+/+) — homozigoto com a insercédo; (+/-) — heterozigoto.

g4 e b usifesin8 9 =10 - Neg
S (Ea) Rk SUeE) (), (/) ((H-)

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,8%. Resultado da PCR realizada com primer APO; M —
marcador; Pos — positivo; de 1 a 10 — amostras; na — ndo amplificado; Neg — negativo; (-/-) —
homozigoto sem a insercao; (+/+) — homozigoto com a insercdo; (+/-) — heterozigoto.

2 Sniad EERsaEs e 7 -8 9 10 Pos. Neg
()Y GEISIERAEE I G it) ey () (/1)
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A figura 4, mostra o resultado da eletroforese da PCR usando o primer APO, a
observacao de duas bandas nas amostras indica que h& apenas uma insercdo de tamanho
400 bp mostrando que o individuo é heterozigoto, a banda de tamanho 110 é sem a inserc¢ao.
A presenca de uma Unica banca indica que o individuo é homozigoto, tanto para a presenca
(+) quanto para a auséncia (-) da insercao.

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1,8%. Resultado da PCR realizada com primer PV92; M —
marcador; Pos — positivo; de 1 a 10 — amostras; na — ndo amplificado; Neg — negativo; (-/-) —
homozigoto sem a insercao; (+/+) — homozigoto com a insercdo; (+/-) — heterozigoto.

M . Posidiand e 5 S RSO IR ORRe 7Tone8 0 0 = 10
(L)l BRI R )R (H H) il (5) ()

A figura 5, mostra o resultado da eletroforese da PCR usando o primer PV92, a

observacdo de duas bandas nas amostras indica que h& apenas uma insercdo de tamanho
450 bp mostrando que o individuo é heterozigoto, a banda de tamanho 130 é sem a insergéo.
A presenga de uma Unica banca indica que o individuo é homozigoto, tanto para a presenca

(+) quanto para a auséncia (-) da insercao.

Os calculos da frequéncia genotipica e alélica dos primers TPA25, PV92 e APOA1

estao indicados na tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia genotipica do homozigoto positivo (+/+), heterozigoto (+/-) e homozigoto
negativo (-/-), respectivamente. Frequéncia alélica da presenca e auséncia da insercao,

respectivamente.
TPA25 APO PV92
Frequéncia genotipica | 0,4; 0,4; 0,2 0,5;0,2;0,3 0,1;0;0,9
(%)
Frequéncia fenotipica | 0,6; 0,4 0,6;0,4 0,1;0,9
(%)
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Observa-se que os primers TPA25 e APO séo mais frequentes na populacdo
analisada. Estes dados, ao comparar com dados ja descritos na literatura (Tabela 3)
demonstram uma forte influéncia dos europeus, africanos e amerindios na composi¢édo de
nossa amostra assim como também foi descrito por Mendes-Junior e Simfes (2001), em
estudos com amostras da populacdo brasileira. Estes resultados validam as condigbes
experimentais padronizadas neste estudo.

Tabela 3: Frequéncia do gene ancestral utilizado para estimar a mistura nas amostras da populagéo
brasileira estudada (Adaptado MENDES-JUNIOR; SIMOES, 2001).

Inser¢do Alu Europeus Africanos Amerindios
TPA25 0,578 0,252 0,599
PV92 0,225 0,255 0,919
APO 0,952 0,514 0,994

Tabela 4: Resultados do artigo de Mendes-Junior; Sim8es, 2001. Frequéncias encontradas na
populacdo do Sudeste do Brasil.

TPA25

PV92

APO

0,215

0.861

Inser¢do Alu 0,488

Assim foi possivel analisar os trés loci selecionados através das condi¢gdes de ensaio
utilizadas. Indicando que a coleta por swab seria a mais indicada pela facilidade, seu carater

nao invasivo e rendimento da extracdo de DNA obtido.

A sele¢do dos primers também se mostrou acertada, pois mesmo com um ndamero
reduzido de amostras analisadas nesta padronizacdo, foi possivel analisar os trés loci das
inser¢des Alu. Trabalhos anteriores analisando as frequéncias dos loci de Alu em diferentes
populagdes demonstram uma variacdo na frequéncia destas inser¢cfes de acordo com 0s
grupos étnicos. Segundo Terrero et al. (2009) a variagdo genética na populacdo mundial se
d& pela estrutura geogréfica de acordo com a ancestralidade. De acordo com seu estudo, a
deriva genética pode ter tido um papel importante na composi¢céo genética dos grupos étnicos
como resultado do isolamento parcial na historia evolutiva da humanidade, assim como a

migragdo humana, repovoando o planeta, também influencia na diversidade genética.

Um ponto importante é no dimensionamento da amostragem. Um “n” amostral baixo,
ndo permite fazer analises estatisticas confidveis. De acordo com as frequéncias estimadas
de cada insercdo Alu seria necessario um namero amostral ao redor de 100, para que 0s
dados obtidos sejam realmente representativos do grupo amostral analisado. Terreros et al.

(2009) que utilizou 563 amostras de seis populaces da Africa, quatro da Asia e duas da
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Europa para estudar a evolugdo humana através de 27 inser¢des Alu polimorficas. J& Mendes-
Junior e Simbes (2001) ao analisarem uma populagdo do Sudeste do Brasil (149 amostras)
usando 3 polimorfismos de insercdo Alu, determinaram a frequéncia dessas insercdes na

populagéo estudada.

5. consideracdes finais

Com o objetivo de padronizar o protocolo de andlise de loci polimorficos, a coleta do
material bioldgico pelo swab se mostrou mais eficaz do que a coleta pelo salivette,
provavelmente o primeiro método fornece mais células, por causa da raspagem do swab na

bochecha e gengiva, para realizar a extracdo do DNA.

Os primers mais representativos na populagéo brasileira foram escolhidos, uma vez
gue esta é heterogénea e ter sofrido muita influéncia dos grupos étnicos africanos e europeus

na colonizag&o do pais.

Ja para uma analise correta dos dados é necessario cuidado no nimero de amostras
analisadas para que os célculos estatisticos sejam considerados confidveis. As frequéncias

das insercdes descritas na literatura sdo dados essenciais para o dimensionamento amostral.

A populagéo brasileira constitui um dos grupos mais heterogéneos do mundo, como
resultado de cruzamentos interétnicos entre europeus, africanos, amerindios e asiaticos
(ALVES-SILVA et al, 2000). Assim pesquisa dos polimorfismos das inser¢des Alu mostra-se
bastante importante, pois resulta em dados importantes sobre a ancestralidade genética e a

contribuicdo de cada grupo étnico na formagéo da nossa populacéo.
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