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“Um dos paradoxos dolorosos do nosso tempo reside no fato de serem os estupidos os
gue tém a certeza, enquanto 0s que possuem imaginacgao e inteligéncia se debatem em
duvidas e indecisdes.”

(Bertrand Russell)
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RESUMO

A Hemofilia A é uma coagulopatia recessiva, ligada ao cromossomo X causada por
mutacdes no gene F8, que codifica o fator VIII de coagulagdo. Os homens séo afetados
e as mulheres raramente. Inversfes envolvendo introns 22 e 1 sdo responsaveis por
cerca de 50% dos casos de deficiéncia de fator VIII. A identificacdo de portadores do
sexo feminino € importante para o aconselhamento genético. As mutacdes podem ser
identificadas por sequenciamento. A portadora pode também ser identificada por
métodos moleculares indiretos como a andlise de ligacdo de marcadores polimorficos
em nucleos familiares com pelo menos um homem afetado. Esta analise baseia-se
fortemente em duas premissas: em primeiro lugar, que a mutacao presente no homem
afetado esta presente em um dos cromossomos maternos e, segundo, que nao ha
nenhuma recombinacdo entre os marcadores polimérficos do gene F8. E importante
notar que em mulheres, a andlise de ligacdo de marcadores polimorficos define
diplotipos e ndo haplétipos, porque este método ndo pode determinar a fase gamética
do alelo ligado ao gene F8 defeituoso. Portanto, a utilizacdo dessas premissas implica
em risco de erro de diagndstico com relacdo a portabilidade do gene defeituoso. Além
disso, a analise de ligacdo se torna mais dificil nos casos que faltam membros
familiares. A genotipagem com marcadores combinados contendo um polimorfismo de
um unico nucleétido (SNP), ligado a um polimorfismo de sequéncias curtas repetidas
em série (STR), chamados SNPSTRs, permitem diferenciar a fase gamética de
cromossomos. Este projeto visa a identificacdo, validacdo e desenvolvimento de
SNPSTRs marcadores localizados no gene F8 para a determinacdo da fase gamética
em portadoras de Hemofilia A. Computacionalmente foram identificados locos SNPSTR
candidatos, utilizando sequéncias do genoma de referéncia. STRs foram genotipados
por PCR quantitativa por fluorescéncia de SNPs por PCR-RFLP e analisado por
eletroforese em capilar de alta performance. Cinco novos locos SNPSTR foram
identificados e desenvolveu-se um ensaio de tipagem de um Unico tubo de Pentaplex.
Ao utilizar o ensaio de Pentaplex a fase gamética de todos os cromossomos X
estudados foi determinada. As frequéncias dos alelos e haplétipos também foram
estimadas em mulheres ndo aparentadas. Estes resultados mostraram que a
genotipagem com locos SNPSTR é um método rapido e preciso de determinacdo da
fase gamética do cromossomo X. Este método € um ativo em diagnéstico molecular em
que confere maior resolugdo para o aconselhamento genético de portadoras
heterozigotas de Hemofilia A.

Palavras-chave: Fase Gamética, Hemofilia A, SNP, STR, variacgéo.
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ABSTRACT

Hemophilia A is a recessive, X-linked coagulopathy caused by mutations in the F8 gene,
which codes for coagulation factor VIII. It affects men and rarely females. Inversions
involving introns 22 and 1 together are responsible for about 50% of cases of factor VIII
deficiency. The identification of female carriers is important for genetic counseling.
Mutations can be identified by sequencing. Carrier status can also be indirectly
determined by linkage analysis of polymorphic markers in nuclear families with at least
one affected male. This analysis relies heavily on two assumptions: firstly, that the
mutation present in the affected male is also present in one of the maternal
chromosomes and secondly, that there is no recombination between the polymorphic
markers and the F8 gene. Importantly, in women, linkage analysis of polymorphic
markers defines diplotypes and not haplotypes, because this method cannot determine
the gametic phase of allele linked to the defective F8 gene. Therefore, those
assumptions imposed substantial risk of misdiagnosis with regards to the portability of
the defective gene. Moreover, linkage analysis becomes more difficult in cases with
missing family members. Genotyping with combined markers containing a single
nucleotide polymorphism (SNP) linked to a polymorphic short tandem repeat (STR),
called SNPSTRs, allow differentiating the gametic phase of chromosomes. This project
was aimed at the identification, validation and development of SNPSTRs markers
located in the F8 gene for the determination of the gametic phase in female carriers of
hemophilia A. Candidate SNPSTR loci were identified computationally using reference
genome sequences. STRs were typed by fluorescence quantitative PCR and SNPs by
PCR-RFLP and analyzed by high performance capillary electrophoresis. Five novel
SNPSTR loci were identified and developed into a single-tube pentaplex typing assay.
Using the pentaplex assay the gametic phases of all studied X chromosomes were
determined. Allele and haplotype frequencies were also estimated in a small number of
unrelated females. These results showed that genotyping with SNPSTR loci is a fast and
precise method of determination of gametic phase of X chromosomes. This method is
an asset in molecular diagnosis as it grants higher resolution for genetic counseling of
heterozygous female carriers of hemophilia A.

Keywords: Gametic phase, Hemophilia A, SNP, STR, variation.



1. INTRODUCAO
1.1. Hemofilia A

A hemofilia A (OMIM 306700) € a desordem hemorragica mais comum em
humanos. Ela € causada por diversas mutacbes no gene F8 que codifica uma
glicoproteina fundamental (fator VIII) de uma rede funcional de proteinas estruturais e
enzimas que integram a cascata de coagulacdo sanguinea (Goodeve et al., 2003;
Oldenburg et al., 2004; Kemball-Cook, 2005; Machado e Medina-Acosta, 2009).
Hemofilia A afeta aproximadamente um em cada 10.000 homens no Brasil (Saiki, 2010).
O padréo de heranca da hemofilia A € recessivo ligado ao cromossomo X.

O diagnéstico da doenca é realizado pela classificacdo do nivel de atividade
coagulante do fator VIl (grave, com fator VIlic menor que 1%; moderada, com fator
Vllic de 1-5%; leve, com fator Vllic de 5-40%) (Barbosa De Souza et al., 2011). Tendo
em vista a alta incidéncia da doenca e morbidade associada a ela, o aconselhamento
genético é requerido (Saiki, 2010).

O diagnostico molecular direto nos acometidos inclui a investigacdo de
inversdes, delec¢des, duplicagcbes envolvendo os introns 22 e 1 do gene F8 ou o
sequenciamento do gene F8 (Machado e Medina-Acosta, 2009). A identificacdo de
portadoras € importante para aconselhamento genético. As portadoras podem ser
identificadas por métodos moleculares indiretos como a analise de ligacdo de
marcadores polimorficos em ndcleos familiares com pelo menos um acometido. Essa
analise se baseia fortemente em duas premissas: a primeira, que a mutagdo no
acometido esta presente em um dos cromossomos maternos; a segunda, que nao ha
recombinacdo entre nenhum dos marcadores polimorficos e o gene F8 (Machado, Alves
et al., 2009). Essas andlises em mulheres resultam em dipl6tipos e ndao haplotipos, pois
nao se consegue determinar a fase gamética dos alelos ligados ao gene F8 defeituoso.
Portanto, a utilizacdo dessas premissas implica em importante risco de erro diagnadstico.

Todavia, essa andlise se torna mais dificil nos casos em que faltam membros familiares.



1.2. Marcadores moleculares
1.2.1. STR

Os polimorfismos de sequéncias curtas de DNA repetidas em série (STR,
microssatélites) sdo formados por unidades de repeticdo constituidas por mono-, di-, tri,
tetra-, penta- ou hexanucleotideos (Butler, 2005).

Os locos STR variam em extensao devido a inser¢cdes ou delecdes (indels) de
uma ou mais unidades de repeticdo, que sao causadas por erros de replicacdo pelo
DNA polimerase num evento molecular conhecido como polimerase “slippage”. Assim
sendo, STRs séo sistemas multialélicos. Este evento é responsavel por elevadas taxas
de mutacao (Leclercq et al., 2007).

Os locos STR apresentam elevada taxa de heterozigose e presenca de alelos
multiplos. Esta caracteristica faz desses locos, sequéncias altamente informativas, e por
iSso, esses sao priorizados em mapeamento génico, investigacdo de parentesco,
desequilibrio gamético, e diagndstico direto e indireto de anomalias genéticas (Ellegren,
2004).

A tipagem simultadnea de microssatélites localizados no gene F8 pode propiciar
uma melhor forma no estudo da segregacdo do alelo afetado nas familias. O nosso
grupo ja desenvolveu dois ensaios da PCR quantitativa fluorescente (QF-PCR) para
microssatélites com informatividade combinada de 0,91 e 0,97 (Machado, Alves et al.,
2009; Machado, Duarte et al., 2009a)

1.2.2. SNP

Os polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNP) sdo marcadores com baixa
taxa de mutacéo (2,0-2,5x10®) por geracdo, isso significa que esses podem ser
especificos de uma regido geografica e grupos populacionais. Portanto, sdo posicoes
do genoma que estdo bem conservadas na evolucao (Odriozola et al., 2009).

SNPs sdao em sua maioria bi-alélicos, onde a frequéncia do alelo mais recente é
superior a 0,01. Esse tipo de marcador pode ser utilizado para distinguir mudangas em
alelos nos descendentes (Odriozola et al., 2009). Existem bancos de dados de SNPs
contendo frequéncias dos alelos, onde as variabilidades em cada populacdo séao

observadas (Agrafioti et al., 2007).



1.2.3. SNPSTR

Os marcadores SNPSTRs sdo uma nova classe de polimorfismos sinténicos (isto
€, na mesma fita de DNA) que consistem na combinacdo de um SNP e um STR
fisicamente préximos (< 300 bp) (Mountain et al., 2002). Por estarem tdo proximos ha
pouca probabilidade de recombinacdo entre eles e, portanto, eles constituem sistemas
haplotipicos, ou seja, co-segregam (Odriozola et al., 2009). SNPSTRs sédo utilizados
para determinacdo empirica rapida da fase gamética em individuos duplo heterozigotas
(Mountain et al., 2002). A determinacdo empirica da fase gamética é de extrema
importdncia para aconselhamento genético de possiveis portadores de genes
defeituosos causadores de doencas recessivas.

A taxa de mutacdo para cada STR por geracdo € maior do que o SNP, sendo
aproximadamente 1,5x10°. Estas diferentes taxas demonstram que os STRs s&o
marcadores mais informativos (Mountain et al., 2002).

A determinacdo da fase gamética pela PCR-RFLP para marcadores SNPSTRs
s6 é possivel quando os individuos sdo heterozigotos para cada marcador. Devido as
diferengas nas frequéncias alélicas entre SNPs e STRs, a resolucdo de fase gamética
exige a tipagem de multiplos SNPSTRs (Figura 1 e figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo da determinagcdo da fase gamética de uma familia utilizando
cinco marcadores SNPSTR.
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Figura 3. Eletroferograma representativo da genotipagem do microssatélite dinucleotideo (CA)n e
do SNP rs60186903. O SNP apresenta sistema bi-alélico A/G. O alelo ancestral G consiste em sitio de
restricdo para enzima Cac8l. O individuo A é duplo heterozigoto para o marcador SNPSTR, apresentando
os alelos rs60186903 G/A e STR (CA)n 300/320 respectivamente. Em (A1) esté ilustrado os alelos 300 e
320 antes da digestdo com a enzima Cac8l, no entanto apés a digestdo com a enzima de restricdo Cac8l
(A2) o alelo 300pb é reduzido para 102 pb podendo inferir a fase gamética desses alelos, onde o alelo G
esta ligado ao alelo 300 e o alelo A esta ligado ao 320. O individuo B é heterozigoto apenas para o
marcador STR em (B1) visto que ndo houve clivagem para os alelos 300 e 320 pela enzima de restricdo
Cac8l pode inferir que é homozigoto para o alelo A do SNP (B2). O individuo C é homozigoto para o
marcador SNPSTR. Em (C1) esta ilustrado os alelos 300 antes da digestdo, no entanto apos a digestéo
os alelos séo reduzidos a 102 podendo inferir que o alelo é G(C2).

1.3. Haplotipo

Haplotipo pode ser definido como um conjunto de alelos que sédo herdados como
um grupo de um dos pais, ou seja, 0S genotipos de loco que segregam em conjunto
formam haplétipos (Machado, 2008). O haplétipo constitui um padrdo identificavel de
alelos que pode ser utilizado para rastrear a heranca de todos os genes nele contidos.
Esse conjunto de alelos €, em até certo ponto, independente ao que diz respeito a
desequilibrio gamético ou de recombinacédo (Nothnagel et al., 2005). Normalmente os
alelos s@o herdados de forma independente, mas em diferentes situagdes, pois estes
ndo obedecem aos padrbes de heranca mendeliana. Marcadores em desequilibrio
gamético segregam em blocos estaveis, formando haplétipos (figura 3) (Szibor, 2007,
Medina-Acosta, 2010).
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Figura 4. Esquema representativo da segregacdo de haplétipos SNPSTR em duas geragdes de
Hemofilia A. Homens (quadrados); mulheres (circulos); individuos afetados (totalmente sombreadas);
portador (sombreamento médio); Determinacdo da fase gamética de cromossomos X em mulheres
suspeitas portadoras de Hemofilia A utilizando 5 marcadores SNPSTR hipotéticos.

Em principio existem poucos haplétipos nos fundadores, mas eventos de
recombinacdo entre pares de cromossomos homologos tendem a desassociar
haplétipos ao longo das geracdes, com a inevitavel consequéncia que alelos
localizados muito perto uns dos outros permanecem juntos por maior tempo. A
abordagem bdésica para estudar taxas de recombinacdo no genoma é construir um
mapa genético por genotipagem, com uma alta densidade de marcadores, um grande
namero de individuos em familias e entdo agrupar os dados no mapa fisico
correspondente (Kong et al., 2002).

A andlise de haplotipos € um método de mapeio de genes associados com
doencas, podendo ser til na identificacdo de regides no genoma de individuos que se
associa a ocorréncia de alguma doenca genética herdada, relacionada a mutacdes em
um soO gene (Ren et al., 2007). O haplétipo que é constantemente herdado junto com a



doenca pode entéo ser analisado com maior resolu¢cdo molecular para encurtar a regiao
em que o gene defeituoso deve se localizar. Isso significa que podemos procurar por
regides ou segmentos de DNA que sdo compartilhados entre os individuos acometidos
para ajudar identificar a localizacdo do gene defeituoso. Similarmente, a comparacéo de
haplétipos entre acometidos pode servir para identificar o haplotipo fundador, isto é,
aquele do ancestral comum, por que Vvarios dos acometidos compartilham alelos
comuns lado e lado do gene defeituoso (Medina-Acosta, 2010).

Considerando que o diagndstico indireto de portadoras de mutacdes por meio da
andlise de ligacdo de marcadores polimérficos se baseia na identificacdo de haplétipos
que co-segregam com o fendtipo no acometido (inferindo uma mutacdo herdavel e
excluindo mutacdo de novo), a andlise de ligacdo exige a tipagem do maior numero
possivel de marcadores informativos em cada familia sob estudo (Machado e Medina-
Acosta, 2009).

1.4. Desequilibrio Gamético

O desequilibrio gamético (DG) é a associacdo ndo aleatoria entre diferentes
l6cus, ou seja, ha uma frequéncia de uma determinada combinacdo entre alelos,
diferente a esperada pelo produto de suas frequéncias individuais. Portanto,
marcadores em DG segregam em bloco formando haplétipos. Se os marcadores se
mostrarem estar em forte desequilibrio gamético, a frequéncia haplotipica ndo pode ser
calculada com base nas frequéncias alélicas de cada l6cus individual, mas deve ser
estimada diretamente (Hering, 2006). Os niveis de DG dependem da frequéncia do
alelo. A frequéncia de um alelo tende a ser maior quando o alelo é mais ancestral
(Payseur. et al., 2008).

O mapa de ligacado indica a distancia genética em cM dos marcadores, que em
porcentagem indica a frequéncia de recombinacdo. Quanto maior a taxa de
recombinacdo menor a taxa de DG. O DG entre marcadores SNP e STR ao longo do
Genoma Humano revela processos evolutivos e fornece informagdes cruciais para a
associacdo de mapeamento de genes a doencas (Machado e Medina-Acosta, 2009) .

O DG esta relacionado a polimorfismos ao longo do DNA na populacdo. E
importante ressaltar que o DG é reduzido por mutagfes recorrentes e depende do tipo

de repeticdes do STR. Os marcadores SNPSTR sé&o altamente informativos, pois tém



alta taxa de heterozigose, através desses marcadores haplotipos sdo observados para
investigagdo do desequilibrio gamético. As andlises envolvem individuos né&o
relacionados. A fase gamética dos haplétipos € determinada para cada par de alelos
SNPSTR (Payseur. et al., 2008).

1.5. Diagnéstico molecular indireto em Hemofilia A

A andlise indireta consiste na verificacdo de co-segregacédo de haplétipo, dentro
de uma familia, pela utilizacdo de locos polimorficos para um gene marcador, para
estabelecer se o marcador e a caracteristica estdo fisicamente ligados. Este método
tem exercido um papel importante nas tentativas de mapear doencas complexas, que
supostamente possuem um mecanismo mendeliano, com efeito significativo sobre a
caracteristica. A analise indireta requer a elaboracdo de heredograma, contendo
informacdes quanto as linhagens paternas e maternas dos acometidos de maneira
ascendente e descendente (Davies et al., 1983; Schwartz et al., 1992).

A identificacdo indireta de mutacfes por polimorfismos intragénicos é essencial
para familias onde nenhuma delecdo € encontrada, e permite um aumento nha
confiabilidade no diagnostico de portadoras de mutacdes em familias com acometidos.
No entanto, a possibilidade de recombinacao intragénica entre os polimorfismos pode
levar a erros no diagnéstico (Oudet et al., 1991), problema esse que pode ser resolvido
aumentando o numero de marcadores polimdérficos intragénicos para o gene analisado.
E por isso uma analise de haplotipo € muito mais informativa quando comparada a uma
investigacdo utilizando apenas um unico marcador (Hong et al., 1995).

Entretanto, a analise de ligacdo de marcadores polimoérficos apresenta
importantes limitacdes, pois ela pode ser utilizada apenas em familias com histérico
prévio da doenca, ndo é utilizada em casos esporadicos (mutacdes de novo) (Kim et al.,
2002). O diagnostico indireto da hemofilia A envolve a analise de ligacdo para
marcadores polimorficos localizados dentro ou adjacentes do gene F8 em individuos de
familias com pelo menos um acometido pela doengca (Machado e Medina-Acosta,
2009).



1.5.1. Aplicacéo dos marcadores para diagnostico indireto da Hemofilia A

Em mulheres, a andlise de ligacdo de marcadores polimorficos define diplétipos e
nao haplotipos, pois essa metodologia ndo consegue determinar a fase gamética dos
alelos ligados ao gene F8 defeituoso. Partindo das premissas de que a mutagdo no
acometido est4d presente em um dos cromossomos maternos e de ndo haver
recombinacdo entre nenhum dos marcadores polimérficos, implica em importante risco
de erro diagnostico na portabilidade do gene defeituoso. Todavia, essa analise se torna
mais dificil nos casos em que faltam membros familiares. A tipagem de marcadores

combinados SNPSTRs permite diferenciar a fase gamética dos cromossomos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Este projeto visou a identificacdo, validacdo e desenvolvimento de marcadores

combinados SNPSTRs localizados no gene F8 para a determinacdo da fase gamética

de cromossomo X humanos em mulheres duplo heterozigotas e portadoras de

mutacdes no gene F8 causadoras de hemofilia A.

2.1. Objetivos especificos

Realizar uma varredura in silico do gene F8 para identificagdo de marcadores
combinados SNPSTR para determinacao da fase gamética.

Desenhar iniciadores especificos para os locos de SNPSTR encontrados no
gene F8.

Validar ensaio multiplex da QF-PCR para os novos marcadores desenhados para
SNPSTR.

Identificar perfis alélicos em mulheres da Regido Norte Fluminense.

Determinar parametros populacionais relevantes em amostras da Regido Norte

Fluminense
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material biologico e extracdo de DNA

Foram utilizadas 73 amostras de DNA genémico do banco de DNA do Nucleo
de Diagnostico e Investigagdo Molecular — NUDIM, extraidas de swabs (esfregaco
bucal) utilizando o kit de extragdo e purificagdo de DNA gendmico llustra blood
genomicPrep, GE Healthcare, UK, conforme a especificacdo do fabricante. Todas as
amostras extraidas serdo quantificadas pelo Thermo Scientific NanoDrop 2000c

(Thermo Fisher Scientific) e estocadas a -20°C.

3.2. Aspectos éticos da pesquisa

O presente projeto foi submetido para autorizacdo ao Comité de Etica em
pesquisa envolvendo seres humanos da Faculdade de Medicina de Campos, RJ,
sob FR-278769. A inclusdo neste projeto foi voluntaria por meio de assinatura de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Considerando que o propésito
primario da genotipagem dos SNPSTRs é o aconselhamento genético das mulheres
portadoras do gene F8 com mutacgéo para a Hemofilia A.

3.3. Critérios de selecao para locos potencialmente polimérficos

Para selecionar novos marcadores potencialmente polimoérficos foram
avaliados os elementos STR F8-intragénicos constantes no site HEMApSTR
((Medina-Acosta et al.,, 2008), que lista STR com pontuacdo minima de 80 e
identidade de 90%; estes critérios correspondem aos valores minimos apresentados
por 97% e 79% dos tetranucleotideos validados na Genética Forense,
respectivamente. Outros critérios foram utilizados para incluir os dinucleotideos no
mapa de alta resolucdo de marcadores intragénicos e adjacentes ao Fator VIII (F8)
de coagulacdo sanguinea (Machado e Medina-Acosta, 2009). As regibes pseudo-
autossdmicas ndo foram avaliadas.

Para selecionar os SNPs ligados ao STR, foram selecionados SNPs que se
encontram numa distancia de aproximadamente 400 pb do STR. A sequéncia
franqueadora dos SNPs foi analisada quanto a disponibilidade de pelo menos uma

enzima de restricao alelo especificas para a determinacéo do alelo.
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3.4. Iniciadores marcador-especificos

Para o desenho de iniciadores especificos dos genes foram utilizados os
programas livres e online OligoPerfect™  Designer da Invitrogen™
(http://www.invitrogen.com/) e o OligoCalc Ologonucleotide Properties Calculator
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Os iniciadores forward
foram modificados com fluéroforos (6-FAM, VIC, NED, PET) na extremidade mais
proxima ao SNP (5 ou 3’) para faciltar a sua deteccdo (Figura 4). Para a
identificacdo de enzimas de restricdo com sitios alelo especificos nos SNPs alvos foi

utilizado o programa online NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)

A F R
S-FAM. —y 00000 e
B F R
— — OO | g .PET

Figura 5. Esquema representativo da marcacdo dos iniciadores para a genotipagem do
SNPSTR por PCR-RFLP. A. A localizacéo do SNP ¢é anterior ao STR, portanto o primer forward sera
marcado com fluéroforo. B. A localizacdo do SNP é depois do STR, portanto o primer reverse sera
marcado com fluéroforo.

3.5. Tipagem dos marcadores

Os microssatélites foram tipados por PCR quantitativa por fluorescéncia
(Machado, Duarte et al., 2009a, b). E os SNPs foram tipados pela metodologia de
PCR-RFLP (Tasleem Raza et al., 2009) onde ap6s a amplificacdo da regido
contendo o SNP, uma enzima de restricdo alelo especifica é utilizada para a
determinacao do alelo. Para padronizacédo dos ensaios foram realizados gradientes
com as seguintes variaveis: temperatura de anelamento, concentracdo de

iniciadores, concentracédo de MgCl, e concentragédo de DNA alvo.

3.6. Caracterizacao dos alelos amplificados
Aos produtos da amplificacdo da PCR quantitativa de fluorescéncia e RFLP
foram adicionados formamida (Hi-Di Formamida, Applied Biosystems) e o padréo de

massa molecular GeneScan LIZ 500 marcado com o fluéroforo LIZ™

(fluorescéncia
laranja) (Applied Biosystems). Os produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese capilar na plataforma ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer, utilizando o

polimero POP4 (contendo 4-6% de acrilamida. Os perfis eletroforéticos foram
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analisados utilizando os programas GeneScan™ e Genotyper™ (Applied

Biosystems).

3.7. Digestao enzimatica

Para digestdo enzimatica foi utilizado o DNA amplificado da reacdo de QF-
PCR feita para amplificagdo dos marcadores STR. Cada amostra foi digerida com as
enzimas Banll, Fatl, Cac8l, Sau3Al e Faul.

A digestao pelas enzimas Banll, Cac8Il e Sau3Al é feita a 37°C por 1h e 80°C
por 20min. E as enzimas Faul e Fatl sdo digeridas a 55°C por 1h e 80°C por 20min.

Para genotipagem por SNP foi realizada a técnica de RFLP-PCR utilizando as

mesmas amostras genotipadas por QF-PCR para os marcadores STR.

3.8. Frequéncias alélicas e dados populacionais

Os gendtipos das maes foram utilizados para a determinacdo da taxa de
heterozigose destes marcadores utilizando o software online livre PowerStatsV12
(http://www.promega.com/geneticidtools/powerstats/), a analise do equilibrio de
Hardy-Weinberg foi feita utilizando o software DNAview V28.1. A determinagdo da
segregacao dos haplétipos foi realizada através do confronto entre os gendétipos dos
genitores.


http://www.promega.com/geneticidtools/powerstats/
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4. RESULTADOS
4.1. Varredura e desenho de marcadores

Computacionalmente foi realizada a varredura do gene F8 com objetivo de
encontrar SNPs proximos a STRs. Foram rastreados SNPSTR in silico com os
seguintes critérios de selecao:

A) A distancia entre o SNP e STR n&o poderia ser maior que 300 pares de
base.

B) O amplicon ndo poderia ser maior que 500 pares de base, os marcadores
nao poderiam ter complementaridade.

C) o alelo ancestral deveria ser parte de um sitio de restricdo para enzima.

Essa triagem rendeu 14 alvos (Tabela 1). Apds a analise in silico, o critério de
escolha de alvos para comecar a padronizacéo foi a menor fracdo de recombinacao
entre marcadores (isto €, a menor distancia genética interpolada) para reduzir o risco
de recombinacdo entre os marcadores. Esse critério permitiu identificar cinco alvos
(Tabela 2). Os iniciadores 5’ (Forward) para os alvos selecionados foram marcados
com os fluéroforos (VIC, 6-FAM, NED). Os SNPSTRs foram tipados por PCR-RFLP
guantitativa por fluorescéncia. Os alelos foram analisados por eletroforese capilar de
alta resolucgao.

Todos os marcadores foram também validados por iPCR. A figura 5 mostra as
sequéncias do produto de amplificacdo in silico dos marcadores SNPs. O programa
utilizado foi o iIPCR do browser da UCSC. Este programa mostra as regides de
amplificacdo com o par de iniciador submetido para andlise. Para que o par de
iniciadores seja considerado especifico, deve ser mostrado pelo programa, apenas

um produto de amplificacéo.



Tabela 1. Marcadores SNPSTR selecionados por rastreamento in silico.

SNP Enzima STR Sentido Anti-sentido SNP Produto
rs6643711  Ddel TG TCTCTCTTTGCTTGCTTTCATTT GCCTGGACTACAGAGGGAGA [CIT] 439
rs28890032 Banll TG TCCAATCAGTTGAAGGCCTAA TCATGGTTCCCAAAGAAACA [C/G] 343
rs112922881 Faul AG GTCTGCCTTTGGACTGGAAC  AAAATTAGCCAAGCGTGGTG [CIT] 382
rs5987052  Fatl TCCT/CT TCCCAAATCCCTCTTAACCA AGGCAACAGTGCCTGACTCT [A/G] 435
rs79260793 Sau3Al GT TGGGCACCATGTCAGTTCTA GGTGTCAAATCCCACGTTTT [CIT] 309
rs60186903 Cacs8l AC GCAAGTGAAGCAGTCACCAA  TTCAGGAGAGGGGAGGAAAT [A/G] 299
rs5945255  Haelll AC GTAAATGTGGCCTTGGGCTA  TGGATGGCTTCAAGCTCTTT [CIG] 454
rs12014480 HpyCH4IV AT GCCAACACACACTGAAGGAA  CTCCCAATGCAAAGACCTTC [A/G] 264
rs113261176 NAO TEM GA GAGGCAGCCCTTTTGTAGTTT TGCAGCTTCCATGTTATTGC [G/T] 287
rs113244055 HpyCHA4lll AG CTTCAGCCCAGGAAGTTGAG  TCCCATTCACAATTGCTTCA [C/IG] 430
rs147382988 HpyCH4lV CA ACCATGCCTGGCTAATTCAA CATCTTCTTTCATTGTACTTCTTCAAA [CIT] 471
rs73567715 NAO TEM TG TTCTCCTGCTTCAGCCTCTC AAGGCATTTGACAAAATTCAA [T/A] 474
rs137852394 Ndel TTG TCATCTCAATCCTACGCTTTCA GGGCAACAGAGTGAGACTCC [T/IC] 407
rs34173607 Bsrl AC GTGGGCATTATCCATTCCAC TGGAGAAATTGGAACCCTTG [-/G] 393

15


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=147382988

Tabela 2. Informag6es dos cinco marcadores SNPSTR utilizados para o gene F8.

SNPSTR STR SNP Enzima STR Sentido Anti-sentido SNP Produto
DXS154082597 F8Int25.2 rs28890032 Banll TG TCCAATCAGTTGAAGGCCTAA TCATGGTTCCCAAAGAAACA [C/IG] 343
DXS154087367 F8Int25.1 rs112922881 Faul AG GTCTGCCTTTGGACTGGAAC AAAATTAGCCAAGCGTGGTG [C/T] 382
DXS154088940 F8Int24.1 rs5987052  Fatl TCCT/CT AGGCAACAGTGCCTGACTCT [A/G] 435
DXS154103837 F8Int22 rs79260793 Sau3Al GT GGTGTCAAATCCCACGTTTT [C/T] 309
DXS154124632 F8Int21 rs60186903 Cac8l AC GCAAGTGAAGCAGTCACCAA TTCAGGAGAGGGGAGGAAAT [A/G] 299



http://www.uenf.br/Uenf/Pages/CBB/LBT/HEMApSTR.html#F8Bseq
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A) F8Int25.2 (Banll)
>chrX:154082866-154082894

TCCAATCAGTTGAAGGCCTAAATATAACAAAAAGGCTTACTGTCCTCTTAGTAAGAGACAGTTCCTTCTATTTGA
CTACCTTTAAACTGGGACTTCAGTTTTTTTCCTGCCTTTGGICTCGAACTAAAACATTTTAACTCTTTCTGGGTC
TGTAGCCTGCTGGTCTTTGAACTGGAACTACGAATCAGCTCTCTGGGGTCTCTAGGCTGCCAACTCACCCTGCAG
ATCTTGAGACTTGGCAGACTCCATAATCACATGAGCTAATTCCTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAT
GTATCTCCTCTTGGTTCTGGTTT

TCCAATCAGTTGAAGGCCTAAATATAACAAAAAGGCTTACTGTCCTCTTAGTAAGAGACAGTTCCTTCTATTTGA

CTACCTTTAAACTGGGACTTCAGTTTTTTTCCTGCCTTTGGICTCGAACTAAAACATTTTAACTCTTTCTGGGT
CTGTAGCCTGCTGGTCTTTGAACTGGAACTACGAATCAGCTCTCTGGGGTCTCTAGGCTGCCAACTCACCCTGCA
GATCTTGAGACTTGGCAGACTCCATAATCACATGAGCTAATTCCTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTA
TGTATCTCCTCTTGGTTCTGGTTT

B) F8Int25.1 (Faul)
>chrX:154087437-154087457

GTCTGCCTTTGGACTGGAACATCAGCTTTTTCCTGCTTTCAGTCTTGAACTAAAACAGTTTAGCTCATCCAGAGA
GACAGAGAGAGAGAGACAGACAGACAGAATCTCCTATTGGTTCTATTTCTTTGGATATCCCTGACTAACACACTC
ATATAAGTAGAATCATATAATATCTATCCTTTTATGTCTGGCCTATTCACTTAGCGTATTTTCTTTTTTTTTTTT
TTTTGAGATGGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGTTGGAATGCAGTGGTGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCTGCC

TCCCGGGTTCATGCCATTCTCCTGTCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCACCIGC_

GTCTCCCTTTGCACTGCAACATCAGCTTTTTCCTGCTTTCAGTCTTGAACTAAAACAGTTTAGCTCATCCAGAGA
GACAGAGAGAGAGAGACAGACAGACAGAATCTCCTATTGGTTCTATTTCTTTGGATATCCCTGACTAACACACTC
ATATAAGTAGAATCATATAATATCTATCCTTTTATGTCTGGCCTATTCACTTAGCGTATTTTCTTTTTTTTTTTT
TTTTGAGATGGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGTTGGAATGCAGTGGTGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCTGCC
TCCCGGGTTCATGCCATTCTCCTGTCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCACCIGC

AR T c

C) F8Int24.1 (Fatl)
>chrX:154089272-154089341

TCCCAAATCCCTCTTAACCATACCACAGCACTTCTCACTCTACTTTCTTTTTTGAGACGGAGTCTTGCTCTGTCA
CCCAGGCTGTAGTGCAATGGCATIATCTCAGCTCACTGAACCTCTGCCTCCCGAGTTCAACCGATTCTCCTGCCT
CAGCTTCCCGAGTAGCTGTGGTTACAGGTGCCCACCACCATGTCCAGATAATTTTATATTTTTAGTAGAGATGAG
GTTTCACCAGGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACTTCAGGTGATCTGCCACCTAGGCCTCCCAAAGTGCT
AGGATTACAGGCGTGAGCCACTCTGCCCGGCCTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTCTTTTTCTTCCTTCCTTCTTT
CCTTTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCCTCTTTCAGAC

TCCCAAATCCCTCTTAACCATACCACAGCACTTCTCACTCTACTTTCTTTTTTGAGACGGAGTCTTGCTCTGTCA

CCCAGGCTGTAGTGCAATGGCATIATCTCAGCTCACTGAACCTCTGCCTCCCGAGTTCAACCGATTCTCCTGCC
TCAGCTTCCCGAGTAGCTGTGGTTACAGGTGCCCACCACCATGTCCAGATAATTTTATATTTTTAGTAGAGATGA
GGTTTCACCAGGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACTTCAGGTGATCTGCCACCTAGGCCTCCCAAAGTGC
TAGGATTACAGGCGTGAGCCACTCTGCCCGGCCTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTCTTTTTCTTCCTTCCTTCTT

TCCTTTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCCTCTTTCAGACRGACTCACCCACTGITGE
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D) F8Int22 (Sau3Al)
>chrX:154104012-154104049

TGGGCACCATGTCAGTTCTACTGAATCAGAATCTAAATTTTAATAAGACCCTTAGCTGTTTCATAAGCAGTAAAG
TTTGAAAACACTGGCAGAGGACACAGTCAGCTGTGAAAGAGTACTGGGAATGCACAGCCTATCCTCCACCCTGGT
CTCAGAATGATITTCTAAGAATGTAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAGAGAGAGAGA

GAGTCTATAATGTGGGCATTAATGAATGATCCCACTGTATGAATTAATGAGACACGTTAGTATCCAAAACGCTGCGG
ATTTGACACC

TGGGCACCATGTCAGTTCTACTGAATCAGAATCTAAATTTTAATAAGACCCTTAGCTGTTTCATAAGCAGTAAAG
TTTGAAAACACTGGCAGAGGACACAGTCAGCTGTGAAAGAGTACTGGGAATGCACAGCCTATCCTCCACCCTGGT
CTCAGAATGATITTCTAAGAATGTAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAGAGAGAGAGAG
AGTCTATAATGTGGGCATTAATGAATGATCCCACTGTATGAATTAATGAGACACGTTAGTATCCAAAACGTGGGA
TTTGACACC

E) F8Int21 (Cac8l)
>chrX:154124782-154124833

GCAAGTGAAGCAGTCACCAATGTTGAAATGTGCATGTGTGTGTGAAGCTGTGGGATACACAGTAGAAATGAATGG
AAAGATGCTTATTGAGTTCCCAGCCTICTTCTTGACAAACCAAACCACTACCAAATCATTGAGCCCCCATTTCGT
ACACACACACACACACACACACACACACACATACACACAAACACACACACACCTTTTGTGGACTCACATAAGCTA
ATGGACCCACATAAGCTAATGCTTTGCCCACACCTCAGCCTCAGACCAAAGCCAATTTCCTCCCCTCTCCTGAA

GCAAGTGAAGCAGTCACCAATGTTGAAATGTGCATGTGTGTGTGAAGCTGTGGGATACACAGTAGAAATGAATGG

AAAGATGCTTATTGAGTTCCCAGCCTICTTCTTGACAAACCAAACCAC TACCAAATCATTGAGCCCCCATTTCG

TACACACACACACACACACACACACACACACATACACACAAACACACACACACCTTTTGTGGACTCACATAAGCT
AATGGACCCACATAAGCTAATGCTTTGCCCACACCTCAGCCTCAGACCAAAGCCAATTTCCTCCCCTCTCCTGAA

Figura 6. Sequéncia do produto de amplificagdo in silico para os marcadores SNPSTR
utilizados no diagnostico indireto de Hemofilia A. Em realce sublinhado esta a localizac&o fisica
desta sequéncia no genoma de referéncia NC_000023.10. Em realce azul e verde, as sequéncias dos
iniciadores sentido e anti-sentido, respectivamente. Em amarelo esta sendo destacada o STR e em
vermelho, o SNP. (A) Marcador SNPSTR F8Int25.2. (B) Marcador SNPSTR F8Int25.1. (C) Marcador
SNPSTR F8Int24.1. (D) Marcador SNPSTR F8Int22. (E) Marcador SNPSTR F8Int21. O programa
utilizado foi o iPCR do browser da UCSC

4.2. Padronizacao do ensaio da PCR-RFLP para os marcadores STR

Para padronizacdo dos ensaios foram realizados gradientes com as seguintes
variaveis: temperatura de anelamento e concentracdo de MgCl,. Os pares de
iniciadores foram testados em reacao uniplex em gradiente de concentracdo (1 mM,
1,5 mM, 2 mM) e temperatura (58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C). Abaixo estao
ilustradas as tabelas (3 a 7) e figuras (6 a 10) utilizadas para padronizacdo. Nesta
etapa foram utilizadas amostras de controle masculino, por possuir apenas um
cromossomo X, facilitando a padronizagao.

As analises em gradientes de temperatura de anelamento e concentracéo de
MgCl, permitiram padronizagcdo as condi¢bes de amplificagdo multiplex para 2 mM

MgCl, e temperatura de anelamento 63°C.


http://www.uenf.br/Uenf/Pages/CBB/LBT/HEMApSTR.html#F8Bseq
http://www.uenf.br/Uenf/Pages/CBB/LBT/HEMApSTR.html#F8Bseq
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O ensaio pentaplex foi inicialmente validado utilizando 0,8 puM de cada
iniciador em amostra de DNA de uma mulher (figura 11). A mulher foi heterozigota
para trés marcadores e o homem, como esperado, hemizigbtico para todos os
marcadores. Esse teste piloto também indica a necessidade de um pequeno ajuste
nas concentracdes dos iniciadores para o marcador DXS154124632 visando obter
um melhor balancgo dos alelos. Validado em DNA de um homem, um melhor balango
foi obtido para DXS154124632 a 0,64 pM (figura 12). Como esperado, homens séo

hemizigoto para marcadores do cromossomo X.
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Tabela 3. Efeito das variaveis temperatura de anelamento e concentragdo de MgCl2 na genotipagem do marcador DXS154082597.

MgCl,/°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C
1 mM ++ ++ ++ ++ ++ ++
1,5mM ++ ++ ++ ++ ++ ++

2 mM ++ ++ ++ ++ ++ +++

™9 O marcador amplificou, mas néo nas condigdes ideais.
**) O marcador amplificou nas condicées ideais de anelamento.

- A\

l

350

Figura 7. Eletroferograma representativo da padronizagdo das condi¢cdes de amplificacdo do marcador DXS154082597. Foi utilizada a temperatura de
63°C e 2mM de MgCl,. Amostra referente a tipagem de um controle masculino.
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Tabela 4. Efeito das varidveis temperatura de anelamento e concentragdo de MgCl, na genotipagem do marcador DXS154087367.

Codificacdo: (+) amplificacdo boa; (++) muito boa; (+++) 6tima.

MgCl, 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C
1mM + + ++ ++ ++ ++
1,5mM + + + ++ ++ ++
2mM + + + + ++ +++

™ O marcador amplificou,mas em uma escala de fluorescéncia baixa.
) O marcador amplificou, mas ndo nas condi¢des ideais.
**) O marcador amplificou nas condicées ideais de anelamento.

379

Figura 8. Eletroferograma representativo da padronizagdo das condi¢des de amplificacdo do marcador DXS154087367. Foi utilizada a temperatura de
63°C e 2mM de MgCl,. Amostra referente a tipagem de um controle masculino.
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Tabela 5. Efeito das variaveis temperatura de anelamento e concentragdo de MgCl2 na genotipagem do marcador DXS154088940.

Codificacdo: (+) amplificacao boa; (++) muito boa; (+++) 6tima.

58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C
1mM ++ ++ ++ ++ ++ ++
1,5mM ++ ++ ++ ++ ++ ++
2mM ++ ++ ++ ++ ++ +++

) O marcador amplificou, mas nédo nas condi¢des ideais.
&**) O marcador amplificou nas condicées ideais de anelamento.

|
428

Figura 9. Eletroferograma representativo da padronizagdo das condi¢des de amplificacdo do marcador DXS154088940. Foi utilizada a temperatura de
63°C e 2mM de MgCl,. Amostra referente a tipagem de um controle masculino.
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Tabela 6. Efeito das variaveis temperatura de anelamento e concentragdo de MgCl2 na genotipagem do marcador DXS154103837.

Codificacdo: (+) amplificacdo boa; (++) muito boa; (+++) 6tima.

MgCl, 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C
1mm ++ ++ ++ ++ ++ ++
1,5mM ++ ++ ++ ++ ++ ++
2mM ++ ++ ++ ++ +++ ++

® O marcador amplificou, mas néo nas condicdes ideais.
) O marcador amplificou nas condi¢des ideais de anelamento.

308

Figura 10. Eletroferograma representativo da padronizacédo das condi¢c6es de amplificacdo do marcador DXS154103837. Foi utilizada a temperatura
de 63°C e 2mM de MgCl,. Amostra referente a tipagem de um controle masculino.
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Tabela 7. Efeito das variaveis temperatura de anelamento e concentragdo de MgCl2 na genotipagem do marcador DXS154124632.

Codificacdo: (+) amplificacao boa; (++) muito boa; (+++) 6tima.

MgCl, 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C
1mM ++0) ++ ++ ++ ++ ++
1,5mM ++ ++ ++ ++ ++ ++
2mM ++ ++ ++ + ++ +++0

) O marcador amplificou,mas em uma escala de fluorescéncia baixa.
) O marcador amplificou, mas ndo nas condi¢des ideais.
&**) O marcador amplificou nas condicées ideais de anelamento.

I
297

Figura 11. Eletroferograma representativo da padronizagdo das condi¢c6es de amplificagdo do marcador DXS154124632. Foi utilizada a temperatura
de 63°C e 2mM de MgCl,. Amostra referente a tipagem de um controle masculino.
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Figura 12. Eletroferograma representativo do perfil alélico dos cinco marcadores STR em reacdo multiplex. As condi¢cbes de amplificagdo foram
temperatura de anelamento 63°C, iniciadores a 0,8 uM e DNA a 8ng/uL.
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Figura 13. Eletroferograma representativo do perfil alélico do pentaplex padronizado. As condi¢cdes de amplificacdo foram temperatura de anelamento

63°C, iniciadores a 0,8 UM exce¢do do marcador DXS154124632 que foi reduzido para 0,64 puM.
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4.3. Padronizacdo de marcadores SNP

Em mulheres heterozigotas para o marcador STR em que um dos alelos
contendo um determinado SNP alvo, a digestdo dos produtos de amplificagdo com
uma enzima de restricdo para o SNP alvo resultara na reducédo do tamanho do alelo
STR, assim determinando a fase gamética dos polimorfismos SNP e STR.

Cada enzima de restricdo foi testada e suas condicdes de digestao
padronizadas utilizando DNA plasmidial de referéncia (contendo pelo menos um sitio

alvo). Eletroferogramas ilustrativos desses ensaios estdo nas figuras 13-17.
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MPX STR HEA 2 952, h.fsa 4 Blue  MPXE STR HBEWA Z 9320
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Figura 14. Eletroferogramas representativos da genotipagem do SNP rs28890032. A.

A mulher heterozigota para o marcador DXS154082597 (alelos 346 e 349pb). B. ApOs a digestdo com a enzima de restricdo Banll ambos os alelos do
microssatélite sdo reduzidos para 126 pb, o que indica que a mulher € homozigota para o alelo G do SNP. Assim sendo, os haplétipos dos cromossomos X
nessa mulher sdo SNPSTR G/346 e G/349.
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Figura 15. Eletroferogramas representativos da genotipagem do SNP rs60186903. A. A mulher 982M é heterozigota para o marcador DXS154124632
(alelos 292 e 296pb). B. Apds a digestdo com a enzima de restricdo Cac8l ambos os alelos do microssatélite sdo reduzidos para 106 pb, o que indica que a
mulher é homozigota para o alelo G do SNP. Assim sendo, os haplétipos dos cromossomos X nessa mulher sdo SNPSTR G/292 e G/296.
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MPX STR HEWAZ 982, M1sa 4 Yellow MPX STR HBWAZ 982
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Fat|3-1:12-1-39 Phlfsa  § Yellow Fatl
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400
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Figura 16. Eletroferogramas representativos da genotipagem do SNP rs5987052. A. Mulher homozigota para o marcador DXS154088940 (alelo 428 pb).
B. Apés a digestdo com a enzima de restricdo Fat | o alelo é reduzido para 95 pb, 0 que indica que a mulher € homozigota para o alelo G do SNP. Assim
sendo, 0s hapl6tipos dos cromossomos X nessa mulher sdo (SNPSTR) G/428.
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Figura 17. Eletroferogramas representativos da genotipagem do SNP rs79260793. A. Mulher 982M ¢é heterozigota para o marcador DXS154103837
(alelos 304 e 313pb). B. Ap0s a digestdo com a enzima de restricdo Sau3Al ambos os alelos do microssatélite sao reduzidos para 160 pb, o que indica que a
mulher é homozigota para o alelo C do SNP. Assim sendo, os haplétipos dos cromossomos X nessa mulher sdo SNPSTR C/304 e C/313.

MPX STR HEMAZ 962, Misa 4 Green  MPX STR HEMAZ 962
A 1500

1000
500

Faul3-1-12-1:04 PMfsa 4 Green Faul
B

oo
400

N
/ \ 200
—t, o, = TH— - -
318,80
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617

Figura 18.Eletroferogramas representativos da genotipagem do SNP rs112922881. A. Mulher homozigota para o marcador DXS154087367 (alelo 379
pb). B. Apos a digestdo com a enzima de restricdo Fau | o alelo é para 319 pb, o que indica que a mulher € homozigota para o alelo C do SNP. Assim sendo,
0 haplétipo dos cromossomos X nessa mulher € SNPSTR G/379.
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4.4 Analise dos SNPSTRs

Apoés o estudo in silico e padronizacdo, pode-se determinar a fase gameética
através da analise dos marcadores SNPSTRs (Tabela 8) correlacionando os
tamanhos dos amplicons em pares de base do STR antes (Figura 18) e apos a
digestdo (Figura 19). Em um dos marcadores, por exemplo, antes da digestdo o
amplicon era de 350pb (Figura 18). Apos a digestdo com a enzima de restricdo Banll
o alelo 300pb é reduzido para 114pb (Figura 19), o que indica que o alelo G estd em

fase gamética com alelo 350pb.

Tabela 8. Informacdes sobre os cinco marcadores SNPSTRs utilizados neste estudo.

STR Produto (pb) STR SNP Enzima Sitio de restricdo Digestao (pb)
F8Int25.2 350 TG C/G Banll gggctc 114

F8Int21  292/295 AC A/G Cac8l gcctge 98

F8Int25.1 380 AG C/T Faul ccecge 321

F8Int22 309 TCCT/CT C/T Sau3Al gatc 139

F8Int24.1 428 GT AIG Fatl catg 96
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Figura 19. Eletroferograma representativo do perfil alélico de uma mulher genotipada com marcadores STR em reacdo pentaplex. Para os
marcadores F8Int25.2, F8Int25.1, F8Int22 e F8Int24.1, a mulher € homozigota, e para o marcador F8Int21 é heterozigota.
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Figura 20. Eletroferograma representativo do perfil alélico gerado por PCR-RFLP. A genotipagem com SNPSTR pode-se determinar a fase gamética do

cromossomo.
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A figura 20 mostra um exemplo de heredograma montado com um nucleo
familiar. Através da tipagem dos marcadores SNPSTR foi possivel estabelecer o
perfil alélico dos genitores, e através destes marcadores, foi possivel diferenciar, nas
mulheres das familias com acometidos, o cromossomo X normal, do cromossomo X
gue possui a mutacao pela identificacdo no individuo acometido, do haplétipo que

co-segrega com a mutagéao.

345 G 345-G* 345G~
04— 5 292 -G* 202 G+
380-C 380-C 380-C
306-C 306-C 304-C

478-G 428 -G* 428 -G=

||
1 2

345-G 345-G 345-G
292.G 294-G 252-G
380-C 380-C 380-C
306-C 306-C 304-C
428-G 428-G

Figura 21. Heredograma da segregacdo de haplétipos em nicleo familiar com um acometido
pela Hemofilia A. Os quadrados representam os homens e os circulos, as mulheres. Individuos
acometidos séo representados por sombreamento total. Nomes dos alelos dos marcadores STR séo
o0 comprimento do produto em pares de bases e 0 nome dos alelos dos marcadores SNP, por letras
(A — adenina; C — citosina; T — timina; G — guanina) A irma (individuo 11:2) do acometido (individuo
II:1) ndo compartilha o mesmo haplotipo com o irméo. Ou seja, ndo ha possibilidade desta mulher
(I1:2) vir a ter um filho acometido pela doenca. Os alelos dos marcadores SNPs com asterisco sdo
agueles que ndo amplificaram mas puderam ser inferidos de acordo com os alelos dos outros
individuos que tiveram seus alelos determinados.
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4.5. Dados populacionais relativos ao ensaio pentaplex de Hemofilia A

ApGs padronizacdo dos ensaios, estes foram validados através da utilizagéo
de amostras controle, referentes a individuos normais ndo aparentados. Os ensaios
foram satisfatorios e confirmaram o perfil genético esperado para as amostras.

Para o0s cinco marcadores STR desenvolvidos foram determinados
parametros populacionais pela tipagem de DNA em 73 mulheres nao relacionadas
geneticamente. Os alelos foram nomeados conforme o tamanho (em pares de
bases) do produto de amplificacdo observado. As variacdes em comprimento para
um determinado alelo foram sempre mdltiplas a uma unidade da repeticdo do
marcador. Os alelos observados por marcador STR, e suas respectivas frequéncias
foram computados. Os dados foram computados e sao apresentados na tabela 9.

A chance de erros em diagndstico indireto estd relacionada a taxa de
recombinacédo esperada entre os marcadores mais distantes (F8Int25.2 e F8Int24.1).
Como a distancia genética interpolada entre os marcadores do ensaio pentaplex
mais distantes, € de 0,01 cM, a possibilidade de haver erros no diagndstico indireto,
diminui para 0,01%, pois os marcadores irdo segregar em haplotipos, facilitando a
analise.

Os marcadores F8Int25.2, F8Int22, F8Int21 exibiram uma alta informatividade
por serem polimérficos e exibirem taxa de heterozigose maior 50%. Ja os
marcadores F8Int25.1 e F8Int24.1 possuiu perfil monomérfico o que compromete
sua informatividade (Tabela 10). O grafico 1 mostra a pontuacdo média in silico
versus heterozigose observada. As maiores pontuacdes rendem maiores taxas de
heterozigose.

Dos cinco marcadores SNPs, quatro marcadores rs28890032, rs112922881,
rs5987052, rs79260793 foram considerados monomarficos na pequena amostragem
testada. Seria necessario uma amostragem maior de individuos testados para
analisar com mais acuracia a informatividade desses marcadores. Apesar da
pequena amostragem o marcador SNP rs60186903 demonstrou ter significativa taxa
de heterozigose, sendo informativo (Tabela 11).

Cinco novos loci SNPSTR foram identificados e desenvolveu-se um ensaio de
tipagem de um unico tubo de Pentaplex. Usando o ensaio de Pentaplex a fase
gamética dos cromossomos X estudados foram determinados. As frequéncias dos
alelos e haplétipos também foram estimadas em um pequeno numero de mulheres

independentes. Estes resultados mostraram que a genotipagem com loci SNPSTR é
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um método rapido e preciso de determinacdo da fase gamética de cromossomas X.
Este método é um ativo em diagndstico molecular em que confere maior resolucéo

para o aconselhamento genético de heterozigotas portadoras de hemofilia A.

Tabela 9. Frequéncias alélicas utilizando o ensaio pentaplex desenvolvido (n=73).

o — —
o 10 19 3 N Y
Q@ = c < £ =
< @ ® ® 2 2
290 0,007 0,041
292 0,349
294 0,158
296 0,425
208 0,007 0,014
300 0,014
302 0,103
304 0,068
306 0,315
308 0,452
310 0,027
312 0,021
345 0,466
347 0,130
349 0,404
380 1,000
428 1,000

Tabela 10. Taxas de heterozigose e numero de alelos de 5 microssatélites utilizados na anélise
de ligacédo para mutacdes no gene F8.

Microssatélite = Heterozigose Numero de alelos identificados.

F8Int25.2 61,6% 3
F8Int25.1 0 1
F8int24.1 0 1
F8Int22 65,8% 8
F8Int21 69,9% 6
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Grafico 1. Relacdo entre a pontuacdo e a heterozigose observada
Tabela 11. Frequéncia dos marcadores SNPs.
rs28890032 rs60186903 rs79260793 rs5987052 rs112922881
Banll (n=22) Cac8l(n=14) Sau3Al(n=16) Fatl(n=10) Faul(n=19)
Homozigoto (GG) 1,000 0,286 1,000
Heterozigoto(GA) 0,500
Homozigoto (AA) 0,214

Homozigoto(CC) 1,000 1,000
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5. DISCUSSAO

Observa-se que ha um numero limitado de trabalhos de apenas quatro artigos
que descrevem marcadores SNPSTRs utilizados para andlise de ligacdo (Mountain
et al., 2002; Ramakrishnan et al., 2004; Agrafioti et al., 2007; Odriozola et al., 2009).

Na primeira parte deste estudo foram encontradas evidéncias de 14 locos
SNPSTRs no gene F8. Dos 14 marcadores, cinco foram testados como critério para
escolha dos locos SNP e STR préximos, com distancia menor que 0,01 cM, para
nao haver risco de recombinacdo. A chance de erros em diagnostico indireto
utilizando os marcadores identificados neste estudo esta relacionada a taxa de
recombinacdo que é esperada entre os marcadores mais distantes, ou seja, de
0,01%. Pelos marcadores SNP estarem préximos fisicamente aos marcadores STR,
segregam em haplétipos.

Os marcadores STR F8Int25.2, F8Int22 e F8Int21 exibiram polimorfismo, ao
contrario dos marcadores F8Int25.1 e F8Int24.1 que foram monomorficos. As taxas
de heterozigose observadas para esses trés STR foram comparaveis as relatadas
na literatura (Machado, Alves et al.,, 2009; Machado et al.,, 2009). Os dados
experimentais confirmaram que o marcador F8Int25.2 exibe baixo numero de alelos
e 0s marcadores F8Int22, F8Int21 apresentaram uma maior nimero de alelos.
Houve uma relacdo direta entre a pontuacdo e a taxa de heterozigose observada
para cada marcador, em que locos com maiores pontuacbes exibem as maiores
taxas de heterozigose observada.

O resultado para os marcadores F8Int25.1 e F8Int24.1 era esperado, pois a
validacdo in silico e a baixa pontuacdo das repeticbes sugeriam que nao
haviapolimorfismo (HEMApSTR) (Medina-Acosta et al., 2008).

Os marcadores SNPs rs28890032, rs112922881, rs5987052, rs79260793
apresentaram apenas um alelo na pequena amostragem testada. Apenas o SNP
rs60186903 apresentou dois alelos, com heterozigose de 0,5, demostrando ser
altamente polimorfico. Interessantemente, esse SNP ja foi tipado em outras
populacdes (Projeto 1000 Genomes (Herz et al.), doSNP (Sherry et al., 2001)) e a
heterozigose observada foi bem menor, variando de 0,011 a 0,066. Embora o
namero de amostras aqui genotipadas seja pequena, essa diferencia na
heterozigose é importante. Contudo, seria necessaria uma amostragem maior de
individuos testados para analisar com mais acuracia esses marcadores. E

importante ressaltar que a restricdo por digestdo € sensivel a impurezas e assim
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necessita de amostras com DNA de alta pureza para serem analisadas, para
eliminar falsos negativos.

Concluindo, F8Int25.2 , F8Int22, F8Int21 e SNP rs60186903 devem ser
considerados o0s principais locos a serem testados por terem apresentado as
maiores taxas de heterozigose, e por isso sdo 0s mais informativos para
aconselhamento genético.

Neste estudo foi possivel a amplificacdo simultdnea dos cinco marcadores
STR selecionados em uma unica reacao, pois 0s cinco se anelarem na temperatura
de 63°C. Ja a analise dos marcadores SNPs, através da digestdo com enzimas de
restricdo foi feita em reagcOes separadas. A utilizacdo dos marcadores em reacgao
multiplex reduz o tempo de entrega do resultado do diagnoéstico indireto.

As portadoras podem ser identificadas por métodos moleculares indiretos
como a analise de ligacdo de marcadores polimérficos em nucleos familiares com
pelo menos um acometido. A inclusédo dos marcadores SNPSTR combinados torna o
diagnéstico indireto para Hemofilia A mais robusto, além de aumentarem o poder de
resolucdo do teste, e facilitar a determinacdo da fase gamética em mulheres
heterozigotas.

Para o uUnico nucleo familiar testado que contém um filho acometido por
Hemofilia A, os marcadores SNPs ndo foram informativos para determinar a fase
gamética. Neste caso, os marcadores STRs foram suficientes para determinar e
para concluir que a irma do acometido ndo era portadora do gene F8 com a mutacao
e por isso ela ndo apresenta chances de ter um filho acometido pela Hemofilia A.

Os resultados mostraram que a genotipagem com locos SNPSTR é um
método rapido e acurado para determinacdo da fase gamética do cromossomo X.
Estaa técnica em diagndstico molecular confere maior resolugcdo para o
aconselhamento genético para investigacado de mulheres com membros familiares

acometidos por Hemofilia A.
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6. CONCLUSOES

A predicdo do polimorfismo in silico foi validada experimentalmente pela
tipagem dos novos marcadores em amostras de DNA, demonstrando o
potencial informativo em diagnaostico indireto por gerarem dados de mais facil

interpretacdo, garantindo uma maior rapidez na entrega dos resultados.

Dos cinco marcadores STR, trés marcadores foram polimérficos F8Int25.2, F8
Int 22 e F8Int21 e informativos para aconselhamento genético, e dois
marcadores F8Int25.1, F8Int24.1 foram considerados monomdérficos nao

sendo considerados marcadores informativos para analise de ligacao.

Dos cinco marcadores SNPs, apenas o rs60186903 foi polimorfico sendo
informativo para a determinacdo da fase gameética. Os demais marcadores

nao apresentaram variacao alélica na amostragem testada.

Os novos marcadores SNPSTR representam um aumento no namero de
marcadores ja descritos, tornando o teste molecular para diagnéstico indireto
de portadoras de Hemofilia A um teste mais robusto além de permitir a

determinacao da fase gamética em mulheres duplo heterozigotas.

A identificacdo de portadoras de mutacdes causadoras da Hemofilia A é
importante para aconselhamento genético. A identificacdo pode ser realizada
por métodos moleculares indiretos como a analise de ligacdo de marcadores

polimoérficos SNPSTR em nucleos familiares com pelo menos um acometido.
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