UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
ESCOLA NORMAL SUPERIOR )
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

RICARDO CORDEIRO LYRA JUNIOR

VALIDACAO DE INICIADORES E OTIMIZACAO DA PCR PARA ESTUDO DO
GENE IRS1 DE HUMANOS

Manaus/AM
2017



RICARDO CORDEIRO LYRA JUNIOR

VALIDACAO DE INICIADORES E OTIMIZACAO DA PCR PARA ESTUDO DO
GENE IRS1 DE HUMANOS

Trabalho de concluséo de curso apresentado
como parte dos requisitos para obtencao do
grau de Licenciado em Ciéncias Biologicas da
Universidade do Estado do Amazonas.

Orientadora: M.Sc. Lucivana Prata de Souza
Mourao
Co-orientador: Dr. Adolfo José da Mota

Manaus/AM
2017



Lyra Junior, Ricardo Cordeiro
L992v Validacdo de iniciadores e otimizacdo da PCR para
estudo do gene IRS1 de humanos : / Ricardo Cordeiro
Lyra Junior. 2017
48 f..il. color; 31 cm.

Orientadora: M.Sc. Lucivana Prata de Souza Mourao

Coorientador: Dr. Adolfo José da Mota

TCC de Graduacao (Licenciatura em Ciéncias Biologicas)
Universidade Federal do Amazonas.

1.gene IRS1. 2. iniciadores. 3. PCR. 4. otimizacao. 5.
validacéo. I. Mouréo, M.Sc. Lucivana Prata de Souza Il.
Universidade do Estado do Amazonas lll. Titulo




RICARDO CORDEIRO LYRA JUNIOR

VALIDACAO DE INICIADORES E OTIMIZACAO DA PCR PARA ESTUDO DO
GENE IRS1 DE HUMANOS

Trabalho de concluséo de curso
apresentado como parte dos requisitos
para obtencdo do grau de Licenciado em
Ciéncias Biologicas da Universidade do
Estado do Amazonas.

Manaus, 11 de Novembro de 2017.

BANCA EXAMINADORA

Profa. M.Sc. Lucivana Prata de Souza Mourao
Universidade do Estado do Amazonas

Profa. Dra. leda Horténcio Batista
Universidade do Estado do Amazonas

M.Sc. Lincoln Rayath Lima Fernandes
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazb6nia



Dedico este trabalho a minha mae, a
minha av0 e ao meu irméo, pela
paciéncia, ajuda e amparo durante esta

trajetoria.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me dado salde e perseveranca para a superagao
das dificuldades.

A Universidade do Estado do Amazonas, a dire¢éo da Escola Normal Superior
e ao corpo docente do curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, em especial ao
Prof. Raimundo Sousa, a Profa. leda Batista, a Profa. Larissa Kirsch, & Profa. Astrid
Liberato e a Prof. Maria Clara Forsberg por todo o conhecimento e vivéncias
compartilhados durante estes cinco anos.

A minha mae e a minha avo Sandra que durante toda a minha vida sempre
estiveram ao meu lado, me dando todo o apoio possivel nesta trajetéria, aconselhando
e confortando nas horas dificeis. Ao meu irm&o que posso sempre confiar e me apoiar.

Aos meus tios David e Daniel pelos ensinamentos e incentivos para correr
atrds dos meus sonhos, além da paciéncia de sempre ajudar a minha mae educando
a mim e meu irméo.

Ao meu pai e avls paternos pelos bons momentos de carinho e suporte nos
momentos decisivos.

A minha companheira Gabrielle que h4 mais de dois anos admiro pela
dedicacdo, paciéncia e afeto, sendo essa grande pessoa que pude contar sempre
durante esta caminhada, compartilhando os bons e maus momentos.

A minha orientadora e amiga, a Professora Lucivana Prata de Souza Mour&o
gue € esta pessoa iluminada e paciente, a quem devo todo o meu respeito e carinho,
pois foi a melhor mae-cientifica que eu poderia ter nesta rotina quase que diaria de
laboratério, onde aprendi um pouco mais sobre como ser uma pessoa mais consciente
e responsavel, além do aprendizado sobre como é ser pesquisador e ainda por cima
geneticista.

Ao meu estimado co-orientador, o Prof. Adolfo José da Mota, com quem tive
a chance de conhecer e aprender sobre os mais diversos assuntos em seus
guestionamentos.

As minhas colegas de laboratério, Samara, Claudia, Sabrina, Marjory, Suelen
e Alessandra, pela ajuda mais que necesséaria durante todo esse tempo que as
conheci e pela amizade que ha de ficar para sempre.

Aos meus colegas de turma, Joicyeny, Juliana, Rodrigo, Rebeca, Fabio e

Stephanie, que conheci nestes cinco anos e nunca me abandonaram nos momentos



dificeis que todos enfrentamos, sempre enfrentando as dificuldades como uma
oportunidade de melhorar cada vez mais.

Aos meus dois amigos de longa data, Kleison e Mari, que escutam as minhas
angustias, lamentos e risadas desde 2009, com quem compartilho algumas das
melhores lembrancas.

A todos vocés que me acompanharam em alguma parte desta longa estrada
que sO estd comecando, me faltam palavras além das que ja foram ditas, mas o
sentimento de gratiddo sempre sera eterno!



‘Eu ndo vivo por viver, sou uma locomotiva
hereditéria, transportando a evolug¢do genética dos
meus antepassados, semeando seus genes lendo
e escrevendo um novo capitulo até meu desgaste
e substituicio”

Rogério Apice Pleno



RESUMO

A Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de distarbios metabdlicos caracterizada por
defeitos na secrec¢do e atividade da insulina e suas complicacbes que geralmente
estdo associadas a disfuncao de diferentes 6rgdos como coracao e rins. Dentre 0s
tipos de DM, a tipo 2 é a mais frequente na populacdo, tem padrédo de heranca
poligénica onde também hé& a interacdo de fatores ambientais. Uma das causas
desencadeantes da DM2 pode ser a perturbagao das vias de sinalizagcéo da insulina.
Estudos genéticos em diferentes popula¢des, mostram que alteracfes no gene IRS1
que produz o substrato receptor de insulina 1 e cria sitios de reconhecimento de
moléculas para o transporte intracelular da glicose, pode alterar essa sinalizagdo. A
PCR é uma técnica de biologia molecular que amplifica um fragmento especifico de
DNA e, portanto, possibilita o estudo de genes. Fatores como sequéncia dos
iniciadores, temperatura de anelamento, concentracdo do ion Magnésio e DNA molde
interferem na eficiéncia da PCR. O objetivo deste trabalho foi desenhar e validar
iniciadores, bem como padronizar protocolos de amplificagdo para o estudo do gene
IRS1 em humanos. A construcao dos iniciadores foi feita a partir de uma Sequéncia
Referéncia para o gene em estudo disponivel na plataforma GenBank. Foram
definidos 3 novos pares de iniciadores, analisados pelos programas PrimerQuest e
Oligoanalyser. Para a validacdo e otimizagdo foi realizada a analise das condi¢des
ideais da PCR onde foram adaptados do protocolo inicial a Temperatura de
anelamento (Ta), a enzima Tag DNA polimerase, a concentracdo de MgSO4 e DNA
molde. Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1% em conjunto com
o marcador molecular DNA Ladder 1Kb e visualizados em fotodocumentador. Através
dos resultados obtidos foi possivel constatar que os pares de iniciadores F1/R1, F2/R2
e F3/R3 sao adequados para o estudo do gene IRS1, assim como estabelecer
protocolos de amplificacéo referentes & concentracdo dos reagentes e o termociclo
para cada par de iniciadores. O presente estudo permitira trabalhos posteriores para
amplificagéo e/ou sequenciamento do gene IRS1 em humanos, contribuindo para

melhor compreensédo da genética da DM2.

Palavras-chave: gene IRS1, iniciadores, PCR, otimizacéo, validacao.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a group of metabolic disorders characterized by defects in
insulin secretion and activity and its complications that are usually associated with
dysfunction of different organs such as heart and kidneys. Among types of DM, type 2
is the most frequent in the population, it has polygenic inheritance pattern where there
is also the interaction of environmental factors. One of the triggering causes of DM2
may be the disruption of insulin signaling pathways. Genetic studies in different
populations show that changes in the IRS1 gene that produces the insulin receptor
substrate 1 and creates molecule recognition sites for the intracellular transport of
glucose may alter this signaling. PCR is a technique of molecular biology that amplifies
a specific fragment of DNA and therefore enables the study of genes. Factors such as
primer sequence, annealing temperature, magnesium salt concentration and template
DNA interfere with the efficiency of PCR. The objective of this work was to design and
validate primers, as well as to standardize amplification protocols for the study of the
IRS1 gene in humans. The construct of the primers was made from a Reference
Sequence for the gene under study available on the GenBank platform. Three new
pairs of primers were defined, analyzed by the PrimerQuest and Oligoanalyser
programs. For the validation and optimization, the analysis of the ideal conditions of
the PCR was carried out where the annealing temperature (Ta), the Tag DNA
polymerase enzyme, the concentration of MgSO4 and template DNA were adapted
from the initial protocol. PCR products were applied on 1% agarose gel in conjunction
with the molecular marker DNA Ladder 1Kb and visualized on photodocumentator. The
results show that the F1/R1, F2/R2 and F3/R3 pairs of primers are suitable for the
study of the IRS1 gene, as well as to establish amplification protocols for the
concentration of reactants and the thermocycle for each pair of initiators. The present
study will allow further work on amplification and / or sequencing of the IRS1 gene in

humans, contributing to a better understanding of the genetics of DM2.

Key words: IRS1 gene, primers, PCR, optimization, standardization
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1. INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) € um grupo de disturbios metabdlicos cuja
caracteristica € a hiperglicemia proveniente de defeitos na secregéo e/ou atividade da
insulina, um horménio anabdlico responsavel pela homeostase da glicose.
Frequentemente, esta associada com a disfuncdo de diferentes 6&rgaos,
especialmente coracéo e rins (BERNA et al., 2014).

A DM pode ser classificada com base na sua etiologia. A Organizacao Mundial
de Saude (OMS), Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e Sociedade Brasileira
de Diabetes (SBD) divide a DM em quatro classes clinicas: Diabetes Mellitus Tipo 1
(DM1), Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), Diabetes Mellitus gestacional e outros tipos
especificos de Diabetes Mellitus. A Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é o tipo clinico mais
recorrente entre os casos de diabetes entre 90% a 95%. E diagnosticada em média
aos 40 anos, mas nao ha restricdo de idade. O tratamento com insulina exégena pode
ser necessario para haver uma regulacédo do metabolismo. (SBD 2014-2015).

Conforme Maraschin et al. (2009), o desencadeamento da DM2 tem um
padrdao de heranca poligénica, envolvendo fatores ambientais como a obesidade, o
sedentarismo e a alimentac&o excessiva, interagindo com os fatores genéticos.

A insulina € um hormdnio anabdlico secretado pelas células B das ilhotas
pancreaticas em resposta a ingestao da glicose por meio da inducdo de sua absor¢céo
e armazenando seu excedente. Além de agir na manutencdo da homeostase de
glicose sanguinea, esse hormdnio desempenha papel fundamental tanto no
metabolismo lipidico, quanto na diferenciacao e crescimento celular (CARVALHEIRA,
ZECCHIN & SAAD, 2002).

Na Figura 01 de Zecchin, Carvalheira & Saad (2004), observa-se as etapas,
fatores e estruturas envolvidas nas vias de sinalizacao intracelular da insulina. Quando
a insulina, secretada pelas células B-pancreéticas, chega aos tecidos periféricos, €
ativado o receptor de insulina (IRS), uma proteina transmembrana importante para a
entrada de glicose nas células. Na sua ativacéo, o seu papel é fosforilar as proteinas
citoplasmaticas IRS1 e IRS2, que criam sitios de reconhecimento para moléculas
citosdlicas, que ativam a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase), assim estimulando
0 aumento da fosforilagdo em serina da proteina quinase B (Akt) que resulta na
translocacao da proteina GLUT-4 para a membrana da célula por meio de vesiculas,

culminando no transporte intracelular por difuséo facilitada da glicose.
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Figura 1 - Esquema simplificado das etapas de sinalizagdo intracelular desde a liga¢éo da insulina até a ativagéo
do transporte de glicose
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Fonte: ZECCHIN, CARVALHEIRA & SAAD, 2004

De acordo com Carvalheira, Zecchin & Saad (2002), h& dez substratos do
receptor de insulina identificados, destes, quatro séo proteinas da familia dos
substratos do receptor da insulina (IRS). As funcdes fisiolégicas de receptores IRS
foram elucidadas devido a modelos experimentais knockout com camundongos sem
0S genes que as codificam. Em camundongos sem o0 gene IRS1, houve a
manifestagdo da resisténcia a insulina e retardo de crescimento, mas sem a
hiperglicemia. Camundongos sem expressao do IRS2, ha hiperglicemia acentuada,
por razdo das anormalidades na acdo da insulina em tecidos periféricos, a reducéo
significativa da massa e faléncia da atividade secretora das células B pancreaticas.
No entanto, obteve-se crescimento e metabolismo de glicose quase normal nos
camundongos que nao expressao os genes IRS3 e IRS4.

A compreensdo da sinalizacdo metabdlica da insulina é importante para o
entendimento fisiopatologico da DM2, pois um de seus fatores desencadeantes € o
estado metabolico de resisténcia a insulina.

De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2014-2015),
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a resisténcia a insulina (RI) € uma perturbacéo das vias de sinalizacdo, nas quais a
insulina € a mediadora, resultando em uma resposta biolégica subnormal a uma
concentracédo normal do hormonio.

A Rl € um estado patologico prevalente na populacdo humana, e de alta
relevancia capaz de induzir aumento da morbilidade e mortalidade (SANTOS et al.,
2009). O desenvolvimento de resisténcia a insulina, na maioria das pessoas, ocorre
ao longo de um periodo de tempo, com influéncia de fatores ambientais, cuja
contribuicdo e importancia ainda néo foi totalmente esclarecida (SCHOFIELD &
SUTHERLAND, 2012).

As falhas no sistema de sinalizacdo da insulina podem ser melhor
compreendidas a partir de estudos moleculares nos substratos envolvidos no
reconhecimento e resposta a esse hormonio.

De acordo com Ali (2013), em algumas populacbes foram encontrados
polimorfismos em genes que estéo relacionados com a diminuicdo da sensibilidade e
resisténcia a insulina, e o posterior desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 2.
Dentre estes genes estd o gene IRS1, cujo produto € o substrato IRS1. Outros estudos
associam variacfes proOximas a esse gene com a resisténcia a insulina e a
hiperinsulinemia (YOSHIUCHI, 2013; RUNG et al., 2009).

Conforme consulta nas plataformas NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e
e!lEnsembl (http://www.ensembl.org/index.html), o gene IRS1 na espécie Homo
sapiens esta localizado na posi¢cao 2q36 no cromossomo 2 (Figura 02), contendo

74.474 pares de base (pb) e possui éxons com 3.728 pb.

Figura 2 - Localizacao do gene IRS1 humano no cromossomo 2, na posicao 236 (indicada pela seta em
vermelho).

TN NN T IR NE

Fonte: plataforma e!Ensembl.

Estudos em genética humana e clinica mostram que alguns genes sofrem
variacbes conhecidas como polimorfismo génico. Em alguns casos estas variagdes

podem prejudicar a expressao de um gene e assim a producédo e funcionamento de
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uma proteina (FONSECA, 2012; COLLINS et al., 1998).

Um dos polimorfismos mais estudados no gene IRS1 € o Polimorfismo de
Base Unica (SNP) que consiste na variagdo de uma base em um alelo. No estudo
realizado por Rung et al. (2009), foi identificado, em individuos da populacéo francesa,
0 SNP rs2943641 localizado 500.000 pb acima do gene IRS1, na posicédo 226801989,
como um fator genético de risco para a resisténcia a insulina, a hiperinsulinemia e
DM2. Jellema et al. (2003) fizeram um levantamento de 27 trabalhos onde a variante
Gly972Arg (G972R) foi identificada no gene IRS1 e a partir destes dados concluiu que
0s portadores deste SNP tem um risco aumentado em 25% de ter DM2 em
comparacdo com os ndo portadores, também foi observado que os sintomas da
doenca tiveram inicio prematuro e que ndo se pode esquecer da influéncia de outros
genes sobre o fenaotipo.

Para McGettrick, Feeners & Kahn (2004), que estudaram o mecanismo
molecular do polimorfismo G972R a partir da clonagem desta variacdo em um
organismo recombinante, entéo foi possivel estabelecer que a proteina produzida por
este SNP reduziu ou inibiu algumas reagfes culminantes da ativagdo da proteina
IRS1, assim contribuindo para a ocorréncia da resisténcia a insulina.

A analise de polimorfismos em genes é de grande importancia para a
compreensao dos fatores genéticos que contribuem para o desencadeamento de
doencas em humanos. Dentro das técnicas moleculares disponiveis para este fim, a
técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) é essencial para a amplificacdo
seletiva do gene a ser analisado.

De acordo com Haas & Torres (2016), a PCR € uma técnica de biologia
molecular utilizada para amplificar um fragmento especifico de DNA, ou seja, faz-se
um processo de replicagao de DNA “in-vitro”. Os reagentes necessarios para a PCR
sao: H20, DNA molde, as bases nitrogenadas dNTP (dGTP, dATP, dTTP e dCTP),
iniciadores forward e reverse (oligonucleotideos de um determinado fragmento de
DNA), enzima termoestavel Taq DNA polimerase, tampéao de reacdo e composto de
magneésio (cofator para enzima Taq DNA polimerase).

Para a enzima Tag DNA polimerase desencadear a reagdo, € preciso definir
ciclos de temperatura e tempo em alguns passos béasicos, sendo eles: desnaturagéo
(rompimento das pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas da molécula de
DNA), anelamento (estabelecimento das pontes de hidrogénio do DNA alvo

desnaturado com iniciadores) e extensado (sintese da sequéncia do DNA a ser
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amplificada).

Segundo Brent et al. (1994), para o sucesso e eficiéncia da reacdo em cadeia
da polimerase é necessario analisar alguns pontos criticos como: os iniciadores, a
concentracdo do ion composto de magnésio e a temperatura de anelamento durante
o termaciclo (Ta).

Conforme Garibyan & Avashia (2013), os iniciadores ou primers Ssao
oligonucleotideos complementares a uma sequéncia especifica de DNA. Com a
desnaturacdo do DNA molde, esses iniciadores localizam as suas sequéncias
complementares servindo como ponto inicial para a extensao pela enzima Taq DNA
polimerase.

Ao desenhar um iniciador é preciso considerar algumas caracteristicas, como:
o tamanho entre 15 a 30pb, a porcentagem de GC deve estar entre 40 e 60, testar
para dimeros e hairpin, ndo selecionar iniciadores com grande diferenca entre suas
Temperaturas de anelamento. Esta temperatura é definida pelo tamanho e estrutura
do iniciador, sendo a partir dela séo feitos ajustes para obter uma reacéo otimizada
(LORENZ, 2012).

A concentracao de ion Mg2+ presente na reacdo é muito importante para o
funcionamento correto da enzima, pois ele é um cofator da DNA polimerase. A baixa
concentracdo de magnésio durante a reacdo de PCR pode afetar a intensidade do
fragmento amplificado durante a visualizagdo (SILVEIRA NETO, 2010).

As reacOes de PCR com melhor performance sao padronizadas a partir de
modificacdes especificas no seu protocolo que permitiram otimizacdo do produto
obtido e suas posteriores aplicacdes como diagndéstico por corrida em gel de agarose.

A complexidade metabdlica e fisiolégica da Resisténcia a insulina como fator
predisponente para o desencadeamento da DM2 vislumbra a necessidade de estudos
em genes envolvidos na sinalizag&o da insulina e, portanto, a otimizagao de protocolos
moleculares. Conhecimentos destes processos contribuem para melhor compreensao
da fisiopatologia, aplicagdes na pratica clinica com estudos de riscos genéticos e nas

pesquisas farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Validar iniciadores e padronizar um protocolo de amplificacdo do gene IRS1

em humanos.

2.2. Objetivos especificos

. Desenhar iniciadores para amplificacdo por PCR do gene IRS1;

. Validar os iniciadores a partir da padronizacao da concentracéo ideal de
reagentes como magnésio (MgSO4) e DNA molde para a reagdo em cadeia da
polimerase;

. Definir o padrdo da temperatura de anelamento (Ta) para cada par de

iniciadores deste estudo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencéo da amostra controle

Para a padronizacdo das condi¢des 6timas de amplificacdo do gene IRS1,
foram obtidas amostras de sangue venoso de um individuo saudavel. Este foi
esclarecido sobre os objetivos a serem alcancados pelo estudo e assinou 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A presente pesquisa tem parecer
favoravel do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) sob o numero CAAE 40094114.0.0000.5016 (Apéndice A).

Os procedimentos para coleta de amostras biologicas seguiram as
recomendacdes e legislagdes vigentes, as quais asseguram a qualidade da coleta e
os procedimentos de biosseguranca.

Através do uso de seringa e agulha estéril, coletou-se 2 mL de sangue venoso,
divididos em aliquotas em microtubos de 1,5mL, mantidas em baixa temperatura, em
caixa apropriada para coleta de sangue, até o transporte e processamento no
Laboratorio de Diagndstico Molecular Humano do Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal do Amazonas.

3.2. Extracdo, quantificacdo e padronizacdo da amostra

Para controle e organizacao, as amostras foram divididas em denominacdes
diferentes, sendo elas: C001, C002, C003, C004, C005, C006, C007, C008, C009,
C010 e CO011. A extracdo de DNA total foi feita com os reagentes Purilink® Genomic
DNA (InvitrogenTM, Thermo) com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A amostra
de DNA extraido foi visualizada com auxilio de eletroforese em gel de agarose 1% e
guantificada em espectrofotdbmetro NanoDrop2000c (Thermo Fischer Scientific). Para
uso da amostra na PCR, o DNA gendmico extraido foi padronizado em concentragéo
de 10 ng/pL.

3.3. Desenho dos iniciadores

A construcdo dos iniciadores foi feita a partir da analise de uma Sequéncia
Referéncia para o0 gene IRS-1 humano registrada na plataforma GenBank
(NG015830.1, 2017) utlizando a ferramenta PrimerQuest (Integrated DNA
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Tecnologies, Inc.). Devido a extensao deste fragmento, foram definidos 3 pares de
iniciadores, visando-se possibilitar o sequenciamento em estudos posteriores.

Os modelos de iniciadores foram submetidos a testes pela ferramenta
Oligoanalyser (Integrated DNA Technologies, Inc.) para: self-dimer, hetero-dimer,
NCBI Blast, Tm mismatch e hairpin.

Os iniciadores foram definidos como: F1, F2, F3 (forward) e R1, R2 e R3
(reverse). Na Tabela 1 podem ser observados dados como as sequéncias dos
iniciadores e posi¢des dos oligonucleotideos no gene da Sequéncia Referéncia, assim
como a porcentagem de GC do iniciador e a Temperatura de anelamento (Ta)

sugerida pelo fabricante.

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores desenhados para amplificacdo do éxon 1 do gene IRS-1 humano e regides
internas

Iniciador | Sequéncia do iniciador Inicio | Fim GC |Ta |-AG
F1 5 GGTTTCTGCTGCCTCCA 3’ 4934 | 4951 |58.8 |60 |3,14
R1 5 TGAATGTAAGAGTCCCGTGT 3’ | 8920 | 8939 (45 |60 |6,34
F2 5 AAGACCATCAGCTTCGTG 3’ 5620 | 5637 |50 58 | 3,61
R2 5 GAGTAGGAGTCGTCGGA ¥ 8157 | 8174 |58.8 |59 | 3,14
F3 5 AGTTCCTTCCGCAGTGTCA 3’ 6370 |6388 |52.6 |62 |3,14
R3 5 CTAAGAAGGAGAAGGTGGTC 3 | 7468 | 7488 |50 |58 [1,6

Ta = temperatura de anelamento sugerida pelo fabricante (°C), AG = energia livre necessaria para quebrar a
estrutura.

3.4. Validacéo dos iniciadores e protocolo para a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Apds o desenho e sintese dos primers, procedeu-se a validagao,
procedimento que possibilita verificar a eficiéncia de anelamento dos iniciadores.
Convencionou-se para a presente pesquisa a validacao dos seguintes pares:

. F1/R1 — amplificacdo de um segmento de 4020 pb

. F2/R2 — amplificacdo de um segmento de 2520 pb

. F3/R3 — amplificacdo de um segmento de 1098 pb
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Figura 3. Representacdo esquematica dos pares de iniciadores e respectivos tamanhos dos segmentos gerados
na amplificagdo do éxon 1 do gene IRS1 humano.

4020 pb

I 1098 pb [

F1 F2 F3
0 pb fOO pb 1450 pb

I—r | e

R3 R2 R1
2548 pb 3220 pb 4020 pb

2520 pb

Fonte: Ricardo Lyra, 2017.

Junto a validacao, foi realizada a analise das condi¢fes ideais da PCR. Para
estes fins determinou-se um protocolo inicial para o estudo de otimizacdo da PCR
para os trés pares de iniciadores deste estudo (Tabela 2) e a partir deste foram
adaptados os seguintes fatores: a concentracdo de MgSO4, a concentracao de DNA

molde, a Temperatura de anelamento (Ta) e a enzima Taq DNA polimerase.

Tabela 2. Volume e concentragdo final dos reagentes utilizados na PCR inicial.

Reagente Volume (25 uL) Concentracao final
H20 MilliQ 7,45 uL -

Tampéao (10x) 2,5uL 1X

dNTP (10 mM) 0,5 uL 0,2 mM de cada
Iniciador forward (10 uM) | 0,5 uL 0,2 uM

Iniciador reverse (10 uM) | 0,5 uL 0,2 uM

DNA polimerase Pfx 0,3 yL 3U/reagéo

MgSOa (50mM) 0,75 L 1,5 mM

DNA molde (10ng/uL) 10,0 yL 100 ng

Enhancer 2,5 L 1X

Os perfis de termociclo que foram inicialmente utilizados para cada par de
iniciadores na PCR estéo dispostos na Tabela 3. O tempo de extensao foi ajustado de

acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados, considerando que a eficiéncia
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de extensdo da enzima DNA polimerase € de 1000pb por minuto.

Tabela 3. Termociclos utilizados para as rea¢gfes em cadeia da polimerase padrdo para cada par de iniciadores
do éxon 1 do gene IRS1.

F1/R1 F2/R2 F3/R3

Ciclos T (°C) Tempo T(°C) | Tempo T (°C) Tempo

1 95 03:00 95 03:00 95 03:00

95 00:30 95 00:30 95 00:30

30 58 00:30 54 00:30 58 00:30
68 04:00* 68 02:30* 68 01:10*

1 68 10:00 68 10:00 68 10:00

1 4 o0 4 °0 4 °0

T = Temperatura; * Tempo de extensdo de acordo com o tamanho do segmento a ser amplificado.

3.5. Otimizacado do ensaio de PCR

Visando otimizar o protocolo de amplificagcdo foram realizados testes para
MgSOa, concentracdo de DNA, Temperatura de anelamento e DNA Polimerase.

As concentracdes de MgSOas utilizadas para o processo de otimizagdo deste
protocolo variou entre 0,8mM, 1,0mM, 1,5mM, 2,0mM e 2,5mM do ion de Magnésio.
As concentracdes de DNA molde utilizadas para este estudo foram 50ng, 75ng e
100ng. As temperaturas de anelamento (Ta) de cada par de primers utilizadas na
otimizacao foram calculadas a partir da Tm sugerida pelo fabricante. As duas enzimas
utilizadas para otimizar a reacao foram a Platinum™ Pfx DNA Polimerase e a
Platinum® Taq DNA polimerase High Fidelity (FIGURA 4).



24

Figura 4. Processo de otimizacdo da PCR utilizado para os trés iniciadores deste estudo.
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3.6. Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1% (Agarose NA —
Amersham Biosciences) em tamp&o TBE1X e corado utilizando brometo de etidio a
0,1 pg/mL para analisar se houve a amplificacdo dos fragmentos de interesse em
conjunto com o marcador de massa molecular conhecida DNA Ladder 1 Kb
(Invitrogen), que esta representado na Figura 5. Foi aplicado o volume de 5 pL do

produto de PCR e 2 uL de corante de corrida, homogeneizados, em cada poco do gel.

Figura 5. Representagcdo do marcador de massa molecular conhecida DNA Ladder 1 Kb (Invitrogen) em gel de
agarose 1,0%.

DNA Mass Base Pairs

(ng/5pl)
28 —10,000
28 —8,000
28 — 6,000
28 — 5,000
18 — 4,000
92 — 3,000
34 — 2,500
34 —2,000
20 — 1,500
92 — 1,000
23 — 750
30 —500
45 — 250

1 % TAE agarose gel

A documentacao dos resultados foi feita utilizando o fotodocumentador de gel
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(Vilber Lourmat), visualizadas e armazenadas pelo software de processamento de

imagem PhotoCapt (Vilber Lourmat) em arquivos do formato JPG.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizacdo da PCR dos iniciadores F1/R1

Para obter-se amplificacdo do gene IRS1, a partir do protocolo de PCR inicial
para os iniciadores F1/R1 testou-se para o DNA molde as concentragdes de 50 ng e
75 ng, utilizando a concentracdo de MgSO4 de 1,5 mM. Observou-se que essas
concentracfes foram adequadas para o estudo do gene (Figura 6).

O teste para as enzimas de DNA polimerase utilizadas para otimiza¢cao mostrou
que a Platinum® Taqg DNA polimerase High Fidelity teve melhor eficiéncia que a
enzima Platinum™ Pfx DNA Polimerase, na amplificacdo deste fragmento (Figura 6).

Figura 6. Resultado de eletroforese dos produtos amplificados do par de iniciadores F1/R1. 1 = marcador de
massa molecular conhecido 1Kb; 2 = Controle Taq Pfx (1); 3 = Taq Pfx (1) 50 ng de DNA; 4 = Taq Pfx (1) 75 ng
de DNA,; 5 = Controle negativo Taq Pfx (2); 6 = Taq Pfx(2) ) 50 ng de DNA; 7 = Taq Pfx (2) 75 ng de DNA; 8 =
Controle negativo Taqg High Fidelity; 9 = Taq High Fidelity 50 ng de DNA; 10 = Taq High Fidelity 75 ng de DNA.

2 2 % 5 8 T & S 1N

4000 pb EEp

Submeteu-se o par de iniciadores a testes de Temperatura de anelamento
(56°C, 57°C, 58°C, 59°C e 60°C), sendo 60°C a média das Ta dos iniciadores, segundo
os programas de analise de iniciadores. A reacdo com melhor resultado foi a de 58°C
e 59 °C (FIGURA 7).
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Figura 7. Resultado de eletroforese dos produtos amplificados e otimizados com o par de iniciadores F1/R1. 1 =
marcador de massa molecular conhecido 1 Kb; 2 = Controle negativo 57°C; 3 = 57°C com 50 ng de DNA; 4 =
Controle negativo 58°C; 5 = 58°C com 50 ng de DNA,; 6 = Controle negativo 59°C; 7 = 59°C com 50 ng de DNA.

E 23 4 5086 ¥

e . - e e

4000 pb

Nas Tabela 4 e 5 estdo dispostos, respectivamente, a concentracdo final dos
reagentes e o termociclo utilizado na PCR otimizada para os iniciadores F1/R1, onde

foi amplificado um fragmento de 4020 pb referente ao éxon 1 do gene IRS1 humano.

Tabela 4. Concentragéo final dos reagentes utilizados na PCR otimizada para o par de iniciadores F1/R1.

Reagente Concentracgéo final
H20 MilliQ -

Tampéo (10x) 1X

dNTP (10mM) 0,2 mM de cada
Iniciador F1 0,2 uM

Iniciador R1 0,2 uM

Taq polimerase High Fidelity | 1,5 U/reacao
MgSO4 (50mM) 1,5 mM

DNA molde (10ng/uL) 50 ng

Enhancer 1X

Volume final 25ul
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Tabela 5. Termociclo utilizado para a PCR otimizada para o par de iniciadores F1/R1.

F1/R1
Ciclos | Temperatura (°C) | Tempo

1 95 03:00
95 00:30
30 58 00:30
68 04:00
1 68 10:00

1 4 o0

4.2. Otimizacdo da PCR dos iniciadores F2/R2

Com base na amplificacdo dos iniciadores F2/R2, com localizac&o interna no
gene IRS1, a partir do protocolo inicial de reacao, testou-se a concentracdo de DNA,
sendo a melhor 75ng. Com esta concentragéo de DNA foi realizado teste para 1,0; 1,5
e 2,0mM de MgSOs4, sendo os melhores resultados para 1,0 e 1,5 mM (Figura 8),
apesar de fragmentos inespecificos terem sido amplificados, o que pode ocorrer no

caso de uma baixa Ta aplicada na reacéo (54°C).

Figura 8. Resultado de eletroforese dos produtos amplificados do par de iniciadores F2/R2. 1 = marcador de
massa molecular conhecido 1Kb; 2 = Controle negativo; 3 = 1,0 mM de MgSO4; 4 = Controle negativo; 5 = 1,5
mM de MgSO4; 6 = Controle negativo; 7 = 2,0 mM de MgSOA4.

1 2 3 a 5 6 7

2000 pb

No teste de Ta, as temperaturas as quais foram submetidas as reagdes foram
as seguintes: 48°C, 50°C, 52°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 62°C,
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64°C, 65°C, 66°C e 67°C, sendo que a média das Ta dos iniciadores F2/R2 & 58,5°C,
mas a temperatura ideal e onde ndo houve amplificacdo inespecifica foi a 59°C. A
enzima que demonstrou o melhor desempenho na reacdo de amplificagdo do
fragmento de interesse destes iniciadores foi a Platinum® Taq DNA polimerase High
Fidelity (HF) (FIGURA 9).

Figura 9. Resultado de dos produtos amplificados e otimizados com par de iniciadores F2/R2, com a enzima HF.
1 = marcador de massa molecular conhecido 1Kb; 1 = amostra controle; 3 = amplificacdo com os primers F2/R2
59°C; 4 = amostra controle.

1 2 3 B

Na Tabela 6 esta organizada a concentracao final dos reagentes, enquanto
na Tabela 7 esta o termociclo utilizados na PCR otimizada para os iniciadores F2/R2,

onde foi amplificado um fragmento de 2520 pb referente a uma regido interna do éxon
1 do gene IRS1 humano.



Tabela 6. Concentragéo final dos reagentes utilizados na PCR otimizada para o par de iniciadores F2/R2.
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Reagente Concentragéo final
H20 MilliQ -

Tampéao (10x) 1X

dNTP (2,5mM) 0,2 mM de cada
Iniciador F2 0,2 uM

Iniciador R2 0,2 uM

Taq polimerase High Fidelity | 1,5 U/reacgao
MgSO4 (50mM) 1,5 mM

DNA molde (10ng/ul) 75 ng

Enhancer 1X

Volume final 25ul

Tabela 7. Termociclo utilizado para a PCR otimizada para o par de iniciadores F2/R2.

F2/R2

Ciclos | Temperatura (°C) | Tempo
1 95 03:00
95 00:30

30 59 00:30
68 02:30

1 68 10:00

1 4 °0

4.3. Otimizagao da PCR dos iniciadores F3/R3

Adequou-se o protocolo inicial para otimizar a reacao utilizando os iniciadores
F3/R3. Para os ensaios foram estabelecidas concentracées DNA molde para 50 ng,
75 ng e 100 ng. Dentre estes ensaios todas as concentracbes de DNA testadas
apresentaram eficiéncia de amplificacdo (Figura 11), apesar de ter ocorrido
amplificacdes inespecificas cuja presenca pode ser atribuida a varios fatores como Ta

e eficiéncia da enzima.
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Figura 10. Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% com amplificagéo do par de iniciadores F3/R3. 1 =
marcador de massa molecular 1Kb; 2 = Controle negativo; 3 = 1,0 mM de MgSO4 e 50 ng de DNA; 4 = Controle
negativo; 5 = 1,0 mM de MgSO4 e 75 ng de DNA,; 6 = Controle negativo; 7 = 1,0 mM de MgSOa4 e 100 ng de
DNA.

1 2 3 B 5 6 7

1000 pb

As Ta testadas para este par de iniciadores foram as seguintes: 54°C, 55°C,
56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C e 62°C. A Ta média estipulada para este par foi
de 60°C, mas a Ta otimizada foi de 56°C. As concentracdes de MgSO4 testadas foram

de 1,5; 2,0 e 2,5 mM, sendo a reacdo com melhor resultado a de concentragcédo 1,5
mM (Figura 12).

Figura 11. Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% com amplificagdo do par de iniciadores F3/R3. 1 =
marcador de massa molecular conhecido 1Kb; 2 = 1,5 mM de MgS0O4 e 54°C; 3 = Controle negativo; 4 = 1,5 mM
de MgS04 e 55°C; 5 = 1,5 mM de MgSO4 e 56°C; 6 = 2,0 mM de MgSOa e 54°C; 7 = 2,0 mM de MgSQ4 e 55°C;
8 = Controle negativo; 9 = 2,0 mM de MgSOa e 56°C; 10 = 1,5 mM de MgSOQOas e 54°C; 11 = marcador de massa

molecular conhecido 1Kb; 12 = 2,5 mM de MgSOa e 55°C; 13 = 2,5 mM de MgSO4 e 56°C; 14 = Controle
negativo.

123456787910

1000 pb

A enzima Platinum® Taq DNA polimerase High Fidelity foi a que alcangou o

melhor resultado para estas condi¢cées, onde nao ocorreu inibicdo ou amplificagéo
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inespecifica dos fragmentos de interesse (FIGURA 12). Durante o teste com a enzima
Platinum® Taq DNA polimerase High Fidelity a concentracédo de 1,0 mM de MgSOa
foi escolhida pois teve uma amplificagdo satisfatoria em outros ensaios, o que pode

ser atribuido a outros fatores que contribuem para a estrigéncia da PCR.

Figura 12. Resultado de eletroforese dos produtos amplificados e otimizados com o par de iniciadores F3/R3. 1 =

marcador de massa molecular conhecido 1Kb; 2 = Controle negativo enzima Taq polimerase Pfx; 3 = DNA molde

com enzima Taq polimerase Pfx; 4= Controle negativo enzima Tag DNA polimerase High Fidelity; 5 = DNA molde
com enzima Taq DNA polimerase High Fidelity.

1 2 3 4 5

1000 pb

A concentracdo final dos reagentes (Tabela 8) e o termociclo (Tabela 9)
utilizados para a PCR otimizada com os iniciadores F3/R3 cujo fragmento de 1098 pb

obtido é referente a uma regido interna do éxon 1 do gene IRS1.



Tabela 8. Concentragéo final dos reagentes utilizados na PCR otimizada para o par de iniciadores F3/R3.

Reagente Concentragéo final
H20 MilliQ -

Tampéao (10x) 1X

dNTP (10mM) 0,2 mM de cada
Iniciador F3 0,2 uM

Iniciador R3 0,2 uM

Taq polimerase High Fidelity | 1,5 U/reacgao
MgSO4 (50mM) 1,0 mM

DNA molde (10ng/ul) 100 ng
Enhancer 1X

Volume final 25ul

Tabela 9. Termociclo utilizado para a PCR otimizada para o par de iniciadores F3/R3.

F3/R3

Ciclos | Temperatura (°C) | Tempo
1 95 03:00
95 00:30

30 56 00:30
68 01:10

1 68 10:00

1 4 o0
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4.4. Protocolos de PCR otimizados para o gene IRS1 humano

Os resultados obtidos a partir dos experimentos realizados na presente
pesquisa, permitem validar os iniciadores desenhados e obter protocolos de
amplificacdo adequados para o gene IRS1, bem como regides internas deste gene
(FIGURA 13).
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Figura 13. Resultado de eletroforese da reagdo de amplificac@o otimizada com a enzima Tag DNA polimerase
High Fidelity dos 3 pares de iniciadores F1/R1, F2/R2 e F3/R3. 1 = marcador de massa molecular conhecido
1Kb; 2 = iniciadores F1/R1; 3 = iniciadores F3/R3.

1 2 = 4

4000 pb
2500 pb

1000 pb
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5. DISCUSSAO

De acordo com Haas & Torres (2016) as enzimas termoestaveis DNA
polimerases tem como cofator o ion de Mg?*. Na presente pesquisa, foi utilizado
MgSOa por ser mais efetivo em regides ricas em GC. Segundo Persing (1993), existe
um limite para a concentracdo deste ion na reacao, visto que ele contribui para a
estringéncia da mesma e se ha menos magnésio que a reacdo demanda podem
ocorrer bandas inespecificas ou até mesmo a pouca ou ndo formacdo fragmentos
amplificados, sendo assim a enzima ndo pode realizar a reagdo de forma significativa.

Em Fernandes (2005) foi feito um estudo de desenvolvimento e otimizacao de
iniciadores para deteccdo de Tritrichomonas foetus e durante os testes, as
concentracdes de ions magnésio (MgCl2) 2,0 e 3,0 mM foram as ideais para a reacao
otimizada, sendo que a Ultima teve a banda mais intensa.

Na presente pesquisa a padronizacdo das concentracdes de MgSOa4 para 0s
pares de iniciadores F1/R1, F2/R2 foi 1,5 mM e para F3/R3 1,0 mM. A comparacao
dos resultados obtidos em comparagéo com o da literatura mostra a necessidade de
testar a melhor concentracdo de ions Magnésio para uma efetiva amplificacdo na
técnica de PCR.

As temperaturas de anelamento definidas através da otimizacdo da PCR
utilizando os trés pares de iniciadores deste estudo foram: 58°C (F1/R1), 59°C (F2/R2)
e 56°C (F3/R3).

Tanto em Lorenz (2012) quanto em Persing (1993), os produtos com
fragmentos inespecificos amplificados ocorrem quando a estringéncia da PCR esta
baixa, causando um efeito de ladder na visualizagcdo de eletroforese em gel de
agarose.

O aumento da Ta pode diminuir este efeito e aumentar a capacidade
especifica da reacdo de amplificagéo, conforme foi observado durante o processo de
otimizacdo da PCR dos iniciadores F2/R2, enquanto os outros dois pares de primers
foram otimizados com Ta abaixo da Ta recomendada pelo fabricante e obtida por meio
de calculadoras especificas para este fator como o OligoAnalyser. Sendo necessario
considerar que a quantidade de ion magnésio, dNTP, o tamanho e complexidade da
regiao de interesse quando for feito este calculo e ndo somente a quantidade de bases
A+T e C+G.

No estudo de Silveira Neto (2010), os resultados obtidos com Leishmania
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chagasi para os pares de iniciadores LCL1/LCL3 e LCL2/LCL3 ndo conseguiram
eliminar amplificacdes de fragmentos inespecificos apesar do aumento da Ta, mas
para os pares de iniciadores LCL1/LCL4 e LCS1/LCS3 foi otimizada uma reacao em
que ndo houve amplificacbes inespecificas, sendo que neste ultimo foi somente
necessario o aumento em 1°C na Ta.

No trabalho desenvolvido por Fernandes (2005) com o par de iniciadores
TEF/TGR, a Ta do iniciador forward (57°C) e Ta média entre os dois iniciadores (54°C)
obtiveram resultados parecidos em relacdo a amplificacdo do fragmento de interesse
e Ta do iniciador reverse (51°C) nédo foi satisfatoria para obter um fragmento mais
concentrado.

A concentracdo de DNA molde padronizada que deve ser utilizada para obter
um produto de PCR otimizado com estes iniciadores s&o: 50 ng (F1/R1), 75 ng (F2/R2)
e 100 ng (F3/R3).

Para Lorenz (2012) a qualidade de DNA molde utilizado na PCR precisa ter
um alto grau de pureza nas medic¢des, pois contaminantes que podem nao ter sido
removidos durante o processo de extracdo como RNA, proteinas e reagentes do
préprio processo sao inibidores comuns da reacdo em cadeia da polimerase. A
guantidade de DNA molde é importante uma vez que € o principal componente da
PCR e a partir dele sdo gerados os fragmentos de interesse, sendo necesséaria uma
massa de 50 ng/uL. Segundo Roux (2009), caso tenha pouco ou néo tenha produto
de PCR, uma das sugestfes seria aumentar a quantidade de DNA e verificar se existe
a presenca de inibidores.

Conforme os manuais de uso, a enzima Platinum™ Pfx DNA Polimerase
(Thermo Fisher Scientific) possui uma performance média em PCR cujo areas de
interesse sao ricas em GC, sendo este o caso das regides de amplificacdo dos
fragmentos dos trés pares de iniciadores deste estudo. O uso de enhancer desta
enzima é recomendado para as seguintes situacdes: iniciadores com alta
especificidade, para altas concentracdes de magnésio e altos parametros de Ta. Para
sequéncias que possuem tamanhos maiores que 2.000 pb é recomendado que se
aumente a temperatura de extensdo para 1 min/kb e diminua a temperatura de
extensao para 68°C.

Os parametros estabelecidos pelo fabricante da enzima recombinante
Platinum® Taq DNA polimerase High Fidelity para regides ricas em GC sdo: Ta entre

55 a 65°C, concentracdo de magnésio entre 1 e 4 mM (funcionando melhor com
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MgSOa4 do que MgCl2) ao invés de 2 mM sugerido para regiées menos problematicas
como regides ricas em GC. Estes fatores podem esclarecer a razéo de os trés pares
de iniciadores otimizados neste estudo terem obtido um melhor rendimento de reagao
ao ser utilizada esta enzima.

Conforme Lorenz (2012) explanou, a enzima apropriada pode ajudar na
obtencéo do produto de amplificacédo de interesse, neste caso a Taq DNA polimerase
é preferivel & Pfx DNA polimerase pois suas caracteristicas foram as de melhor

resultado para estes iniciadores para o €xon 1 do gene IRS1 humano.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos durante o estudo de otimizacao realizado e
as condicdes em que o trabalho foi desenvolvido, conclui-se que os iniciadores
desenvolvidos para este estudo, F1/R1, F2/R2 e F3/R3, sdo adequados para o estudo

do gene IRS1, assim como os protocolos otimizados para amplificacdo deste gene.
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8. APENDICES

8.1. Apéndice A ]
Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade

Federal do Amazonas.

L UNIVERSIDADE FEDERAL DO = Plobaforma
AMAZONAS - UFAM %wl

PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADDE DD FROJETD DE PEEQUIEA

THulo da Pscquica: FERFIL BICZUBNICO E ANALISE DO POLIMORFIZMO NOE GENEE RE1 E R332

ENVOLVIDGE MA RESISTENCIA A INSULINA EM INDIVIDUSE COM DIABETES
MELLITUS TIPO 2 EM MANALUE.

Pecgulcador: Luchans Mourks

Arsa Temdtoa: E=néboy Humama:
(Trata-se de pesquisa ervoivendo Semttics Humana gus nio precessis de andlise
Eica por parie da CONEP;];

Verclo: I

CRAE: 0172445 2 0000 500

Insittulgdo Froponesnis- UNNERBIDADE OO ESTADD DO AMATONAS
Fatrooinedor Prinoipal: Unhversidade Fedeml do Araronas - LIFAM

DADDE DD PARECER

Hamero do Parsoar: 1.885. 211

Apreceniagdo do Projedo:

Trakta-se de resposia do projeto apresentado por Lechana MourSo, douforanda no Programa de Béds-
E-rad.la;-ll:l em Bicdrersdads = Blobecmoiogla - REDE BEORORETE, Universidads Federal do Amazonas. O
projess Tol Classiicado na Grands= Area 2. Cl&nclas Blologicas = na Ar=y Tematica Especial Genttca
Humaina: (Trata-se de pesguisa spvcivendo Ganttoy Humana gus nlo necessEa de andlse &8ca por parbs
da SOMEF; L

Crbjathvia da Pacquica:

Crbjefivo Primario:

Detectar iIndviducs gue apresentem condgles de risco gue jusSficam o rastreamemo do Diabetes Meilbas
tipo Z, is como hipengicemia, dislipidemias, s¥Cesso de peso, =nire gutms & anallsar o pollmorfismo nos
genes IKE1 & IRSEZ epvolvidos na resistqncks & insulna =m individuss com Clabebes Mellius Tipo 2 &m
karaus.

Cibjaiivo Secundarioc

Caracfierdzar o perill clinice & confecer possivels faiores ambientals predisponsntes em paclent=s com
Clabetes KMellis Tipo 2.

Enderegn: Mus [ eresrm, 40550

Halire. Adimrdpcs CEFM S~
UF: AN Msnbcipe:  BANSLES
Telwione: (g Ias-8130 Fax: [EF3HES-2130 E-mall: copiufam s

g Irl 2 L
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Rejacionar a exisi®ncia de polimorfismos de base onica ou oufros tipos de mutapbes pos genes IRST e

IRE22, que compromistarm a expressio desses genes.

Avallapdo doe Rleooc & Banafloloc:

Mestk resposta, a pesqulsadora atualzou a redaclo de riscos no projeto compieto:

= fscos que emvolvem dor, fTormagio hematomas, punclio em local erado serfio reduzidos o eviados
peia execuglo cometa dos procedimentos de coleta, que sempre serd realizada por profissional capacEada,
que fard fodos o5 procsdimenios oom muits cagisls & seguindo-sE corelamenis odas & =iapas. O Asoos
redacionados a aguisipho de Infeoglio no momento da coleta serfo evitados pela cormeta assep sk do local,
gue serd realizado ublizandio-se stanol ou Isopropanol @ TO%. As shuaplies constrangedoras serfio
mink=iEadas araves de orientacles que visem tranquiltzsr o padenis. Gamrimos gue todos 05 SEUS dados
sempre serlo mantidos em sigilo & renhuma publcacho deoomente do projebs ferd sua den@ficaclo. Fam
garartir o sighc, os dados obfidos por guesHordrio, assim como =sie documento, serdo guardados =m
armario com chawe, com acesso =xclusivo pela pesguisadora responsavel pelo projeto, & as amostas
blcldgicas Idepiificadas por um oSdigo numErioo.

Comentirios & Conclderagldec cobre a Pecgulca:

Oc padentes mduldos na pesguisa serfo avallados a partir de guestionarios SIMplas para anamness &
Tatores predisponeni=s assockados a OE, ks como: IMC, pakoioglas assocladas, uso de medicamentos
para controls da patologla, afvidades fisicas = recorndncia na familla. Os dados obbidos serfo anallsados a
partr da esiatistics desoritaa.

A amosira previsia @ de 200 parfkipanies, serd compesia por individucs prevamends dagnosticsdos com
Dilabetes Melitus Hpo 2 (DM2L O ndkvidecss serfo recnatados pela médica sndocrinclogista KETTYLUSCIA
CLIVERA ([CRM — AM 43030) gue atende ma POLICLINICA RABIUMDS FRAMCO DE SA, na ddade de
Manaus.

A colets de materal dios Individwss participanies & 3 aplicagio do guestionsno serfo reallzados nio proprio
local da consulia, e, portando, ndc Baverd pecessidade de deslooamends do pacleniz para parficipar da
pesquisa. O Individuos Indicadics pela medica, serfo conyidados @ participar da pesgulss, que s& %ard apsds

esclarecimenio & acefacio devidamente documeniadas com assinabara do Termo de Consentimenio Lhre e
Esclanscido.

Enderegn.  hus [ orewr, 4050

Balire. Sdreropos CEPF! SuR/A00
UF: AN Munbsiges. BARALTS
Telefione: (oo EEE-L180 Fax. [MSpISe-21 E-mall: cepfufam sdo iy
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& I:-:-mnl:l-sln;!n ds amosira ooomerd no pericds de feversdro 3 dezembro de 2017 podemds esbe s 25bendido
de acordo com @ necessidade. Os dados serfio mantidos =m sigllo = nemhuma nl..l:-l:a-;!-:- decormenbs do
projeto berd dentficaclc dos parficipanies da pesquisa. Fara garardir o siglio, os dados obfidos par
quesbonaro serfo guardados am armdrio com chave, com acesso EROUShHD pely pEsguisadors responsivel
pElo projetc, & a5 amosiras bicldgicas coktsdas sarfo IderSficadas porum codigo numérico.

Az amosiras bioldgicas serio cbtidys de paciemies participanbes e emio serfo processadas para realzagio
de =pames bloguimicos & estudo gendfico. Os procedmenios para colets de amostras biokgicas seguirio
as recomendarles = i=gisiacles vigentes, as guals o assegurar a guailldade da oolets, sendo execubdos
procedimienios de blosseguranps durante fodo procediments de coleta, tals como a higenizacic das mios
do responsdvel pelas coleias, anbssepsha do local de nun;Eu.'l:-uI:h. usa d= EPls (Eguipame=nios de
Frofeclo Indvidual), tals como uvas, jseco, gorro, sapados fechados, mascars, sic. O Hpo de amostra que
preiende-s& coletar dos pacientes

COTESHORIE a0 SANQUS vEnoss, qus oE fard através do uso de serngas & spulha =chinl, gue possibiitar
obber 10ml de sangue, que serfip disrbuldos em hibos de coleta para obtenclo de som sanguineo (ubos
de EFipa armarela o vermelha) & sangues ol fubos de mpa rons, oorends EOTA) destnados & andlise
bloquimica & microfubos para andlls: gEnétca.

A ardlse blogulmica serd realizads parm Flages dos parbicipantes, que possiblitsr confirmar ou detectsr
alteragles que Indiguem tatores de risco assoclado & Diabetes Melitus, @ls coma hipsrglicemila e
dislipldem ks,

ANALIZE GENETICA: Para a andlise de polimorisme em genes enwohidos na sinalizagdo celular da
insulina, serd exiraldo OEA fo@l a partir de sl de sangue vernos0 periférico ooletado com sisb=ma de
saringa & agulha eshirels. Para a E!‘I:r.‘.b;!-:-dl: s serd utizsdo K Purlink@® Genomic DELS (invimogen T,
Therma), seguindo as recomendagles do fabricant=. Para a andlse, os Axons de cada gens serfo
ampilficados com inicladores estabelecidos com & ferramenta Primer3weh, versio 400 Fara a reaglo de
ampificagdo serd usado 0 conjunto de reagentes Taq DMA polmerase pfy ou sisbema compabivel para
reduzir o5 &rros insrentes 30 processe In vitro, Os amplicons serfo sequencladeos com o conjunto de
rezgeni=s Eighyel Terminaior v3.1 Cycle Seguancing (Applied Blosysiems TR, Thermo] & a5 sequdnCiss
serlo determinadas em um analsador genétdoo aufomatico A1 3S00XL (Appled Elosysterms T, Tharmial.

Endenegn: Mus [ eresrm, 40520

Balirz. Adrerdpcis CEPF SR/
UF: Al Munkcsc:  RARALS
Felwlone: (Lo Eas-5130 Fax: [EC7Is{E-£130 E-mall: copiEufam st
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A Crittrio de inclusSo: individuos previaments disgnosticsdos com Diabstes Melllus Hpo 2 (D3] ou
agueles que apresentarem condigles de fsco gue Justfique o Astreamento 3o D82 Hpo 2, malkores de 18
anos. Critkrio de Exclusio: Individuos previamense disgnostcado oomo portador de outras Diabetes Mellbus
gue nio a D2 ow gue ndo apresentarem condiphes de rsco gue justfigue o rastreamento do DM2 serfo
exclaldos da composipio da amostma.

A pesguissdomn informou gue MAC havers retencio d= amostas para armazenaments & banco.

Cronogramac Adequads. A stxpa de Colsfa = processamenbs das amosiras =B previsia pars Inkclo =m
01022017 a Z9M22017.

O apolo fisanceiro indicado & da Universidade Federal do Amazonas. & orpamento =st defalhadio & no
wvalor de B§ §3.000,00 = %l Informado gue [4 =xisie =guipamenios = maberial de consumo destinados a
presense pEsqulsa.

Concideragdss cobre op Termos de aprecentagdo obrigetdria:
Folia 3= Rosio: ADEQUADA. FolFa_de_rosto pdf, 01122016 16:42:18. Fol assinada pela pesquisadors
responsavel & psio Coondenador Reglonal da REDE BIGMORTE.

Termo de Anuincia: ADEQUADD. Foram apressniadas as anuindas da Direora da Policlinics & da rmsdica
recnugiadora (Anuercla_Paliclinicagpd®, 0111220168 16:58:59); Anusncla dio Laboratirio de Diagrdstco
Molecular da UFAM, sssinado pelo Or. Bpartscs Flho (Aseencla_ | aboratoro pdf, 0122016 16:5228) &
Anuimda da BEMEA (Anuencla_BEMEA pdT, 01122016 18:59:2)

Instrumants de colsta de dados: ADEQUADOD. O guestiondric Tol apressntsdo em QuesHonario pdf,
0fMz2016 1707211, nesta resposhs.

TCLE — ADEQUALD. O modelo comigido fol apresentads em TCLE_padente_ooarigido.pdf, 011272016
16==0:33,

Conolucdss ou Perdinolac & Licta de Inadequapies:
O profocoio afendeu as pendénclas aponadys po panscer ankerior.

Enderegn: Mus | eresrm, 4020

Halirz, Adraropos LEP: S a0
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Concideragdes Finalc a oritério do CEP:

Ects parsoer fol slaborado bacsado noc dosumantos abalxe relaclonados:

2

Tipo Dooarmerio Arqulio Fostagem Aufor Bhsagio
informagfes Basicas| FE_NFORMAGOSES_BASICAS_DO_FP | 01HMZZDM6 Areiin
do Projed RGJETD _TOS561E.pad 1ri7=3
Catros GuesHon ario g 0122016 | Lucivana Mowrdo Areiin

17:07:-11
Projety DetaFiado /| Projeto_Comigkdo_CEF.pdff 0122016 | Lucivana Mowrdo Areiin
Brochura 170811
Inyesigador
Cutros Carta_esclarsciments_resposta.pdf 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
170345
Cutros Angenda_BEMIA pd! 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
16:5521
Cutros Ansenda_Folidinkca.pd! 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
16:58:59
Cutros Ansncla_Labsoraborio.pdf 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
16:5828
TCLE f Termos de | TCLE paciente_comigkdo.pdf 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
Azsenimenio J 165033
Jusificativa de
Ausdncia
Cutros Cumiculo_LaSes_Ricando_Lyra paff 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
16:4351
Folha de Rosio Folha_de_rosto pdf 0122016 |Lucivana Mowrdo Areiio
16:43-18
Cutros Cumiculo_Lafes_Vanda_Santana_Quedr] 25/082016 |Lucivana Mowrdo Areiio
oz, [¥inl.pd 13:3045
Cutros Cumiculo_Lafes_Luchana_Mowao.pd | 25082016 |Lucvana Mowrdo Areiio
133008
Cutros Cumiculo_Lafes_Ana Fauls_Miranda_B| 25082016 |Lucivana Mowrdo Areiio
arroes. pof! 13:18:40
Cutros Cumiculo_Lafes_Adoifo_Jose_da_Mota.| 25/D82016 |Lucivana Mowrdo Areiio
g 1314558
ERuagdo do Pareser:
Aprovado
Heoscclia Apreclagdo da COHEP:
MEo
Enderegn:  Mus | eresna, 4550
Balitec Adrrdpcks CEP: &0 R0
UF: &l Munkchpc:  BARALE
Tellone:  [02]3308-2130 Fax: [ICTAS0E-5130 E-mall: cop@ufem et
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