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RESUMO

O impacto pré-analitico da atividade DNase existente no sangue sob o DNA
livre de célula (cfDNA) ndo esta claro e nem foi bem estudado. Como o cfDNA fetal
(cffDNA) se origina da placenta, o aporte termina quando o sangue materno é
colhido e a sua quantidade ndo aumenta na amostra ex-vivo, ao contrario do que
pode ocorrer com o cfDNA genémico. Portanto, o cffDNA € uma ferramenta sensivel
para avaliar a atividade e o impacto ex-vivo destas enzimas que degradam DNA,
sendo este o0 objetivo do presente estudo.

O plasma-EDTA e o soro de mulheres gravidas de fetos masculinos foram
submetidas a diferentes condicbes de temperaturas, de modo a investigar a
estabilidade do cffDNA. Em seguida, a acdo de uma DNase exdgena sobre o cffDNA
foi avaliada tratando ou ndo as amostras com DNAse |. Em todas as situacgdes, o
cffDNA foi quantificado utilizando sequéncias-alvo especificas do cromossomo Y
(DYS-14). Além disso, desenvolveu-se um ensaio baseado na degradacédo de uma
sonda de hidrolise para qPCR com a finalidade de medir a atividade DNase
enddégena diretamente em amostras primarias. Por fim, uma diluicdo seriada de
EDTA foi adicionada ao plasma fresco (ndo-anticoagulado) e ao soro antes do
ensaio para medir a atividade DNase enddgena com afinalidade de pesquisar a
inibicdo das DNases sanguineas mediada por este anticoagulante.

Observou-se uma menor quantidade de cffDNA no soro em relacdo ao
plasma. Além disso, uma maior diminuicdo do cfDNA mediada pela temperatura foi
observada no soro quando comparada ao plasma-EDTA. O tratamento com a
DNAse | n&o alterou o cffDNA no plasma, mas causou a sua degradacéao total no
soro. Adicionalmente, a atividade DNase endogena foi de 14,9 vezes maior no soro
quando comparada ao plasma-EDTA. Por fim, a adigdo de doses crescentes de
EDTA ao plasma fresco e ao soro resultaram em uma inibicdo dose-depedente da
atividade DNase enddgena nestas amostras.

Em conclusdo, cffDNA esta protegido de degradagcdo mediada pela
temperatura no plasma-EDTA. DNases enddgenas e exdgenas estdo mais ativas no
soro e o anticoagulante EDTA inibe as DNases do sangue conferindo protegao ex-
vivo ao cffDNA.

Palavras-chave: DNA livre de células; DNA fetal livre de células; Plasma materno;
Soro maternal; DNases; Dnases sanguineas



ABSTRACT

The preanalytical impact of the blood's nuclease activity over the cell-free DNA in
clinical samples is neither clear nor well studied. Since cell-free fetal DNA (cfDNA)
originates from placenta, the supply is lost after maternal blood draw and its quantity
does not increase in the ex-vivo sample, as the genomic DNA. Thus, cfDNA is a
sensitive tool to evaluate the activity and the impact of the DNA degrading enzymes
present in the blood and it was the aim of the present study. We develop a DNase
activity assay based on a qPCR hydrolysis probe degradation in order to investigate
the endogenous DNA degrading activity of the crude specimens. EDTA-plasma and
serum from women bearing a male fetus were submitted to this assay. Morever, the
action of an exogenous DNase over cfDNA was investigated by samples treatment
with DNase |. A serial dilution of EDTA was added to a fresh plasma
(nonanticoagulated) and serum before the endogenous DNase activity assay to
investigate the EDTA-mediated inhibition of blood's DNases. Furthermore, EDTA-
plasma and serum were exposed to different temperature conditions to investigate
the cfDNA stability. In all instances, the male cfDNA quantities were measured by
gPCR targeting the Y chromosome-specific sequences (DYS-14). The endogenous
nuclease activity was 14.9-fold higher in serum compared to EDTA-plasma. The
DNAse | treatment did not alter the cfDNA yields in EDTA-plasma, but degrades it
extremely low levels in serum. Increasing doses of EDTA to fresh plasma and serum
resulted in a stepwise inhibition of their DNase activities. Additionally, there was
lower cfDNA vyields in serum compared to the paired EDTA-plasma. Moreover, we
observed a much more pronounced temperature-mediated decrease on the cfDNA
amount in serum compared to EDTA-plasma. The cfDNA is protected from a
temperature-triggered degradation in EDTA-plasma. Exogenous and endogenous
nucleases were more active in serum and the anticoagulant EDTA inhibits blood
nucleases conferring an ex-vivo protection to cfDNA.

Key words: Cell-free DNA; Cell-free fetal DNA; Maternal plasma; Maternal serum;
DNase; blood’s DNase
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PREFACIO

Este estudo é uma prova de que dados secundarios podem originar conhecimento
relevante. O presente trabalho contém os resultados preliminares do projeto principal
e maior desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Investigacdo de vinculo
genético pela analise do sangue materno), organizados de forma a contar uma

historia l6gica e interessante.

O objetivo da “Investigacdo de vinculo genético pela analise do sangue materno” &
identificar marcadores genéticos fetais em uma amostra materna, ja que existem
sequéncias de DNA do bebé na circulagdo da mae (DNA fetal livre de células -
cffDNA), e compara-los com o do pai alegado com a intencdo de se desenvolver

uma alternativa ndo-invasiva para o teste de paternidade pré-natal.

Idealmente, os marcadores genéticos fetais a serem identificados sdo os STRs
autossdmicos, alternativamente tem-se os SNPs e os indels. Entretanto, a detecgao
destes marcadores sofre supressdo pelo DNA materno presente em maior
quantidade na amostra. Assim, € necessario enriquecer sua quantidade por meio de

tratamentos ex-vivos.

No inicio da pesquisa, ndo se sabia qual a melhor espécime a ser utilizada para
enriquecimento dos STR fetais: soro ou plasma-EDTA? Ao se comparar a
quantidade de cfDNA fetal nestas espécimes, observou-se que seus niveis iniciais
no plasma-EDTA eram insistentemente maiores que na amostra pareada de soro,

contrariando a descricdo na literatura de que sao idénticas.

Ademais, existe uma patente descrevendo que o tratamento da amostra materna
com DNAse | diminui os niveis de DNA materno enriquecendo assim as sequéncias
de DNA fetais, por este supostamente estar protegido por vesiculas apoptoticas. Ao
se executar tal procedimento, observou-se que a DNase | elimina todo o DNA no
soro, tanto o materno quanto o fetal, mas ndo os afeta no plasma- EDTA.
Resultados semelhantes foram observados ao se aproveitar das DNases presente
nas proprias amostras (enddégenas) para eliminagdo do DNA materno.

Tais inconsisténcias com a literatura motivou a investigagdo das suas causas, pois

influenciaram diretamente os resultados do trabalho principal. De fato, identificou-se
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um efeito pré-analitico presente no soro e ausente no plasma-EDTA que pode
alterar a quantidade de DNA fetal livre na amostra e que na realidade trata-se de
uma lacuna de conhecimento na area do diagndstico molecular - DNases, ubiquoas

de toda amostra bioldgica exerce sua fung&o bioldgica na amostra ex-vivo.

A revisao da literatura revelou que nenhum trabalho anterior a este fez a conexao
entre os assuntos: quantidade de cffDNA, atividade DNase nas amostras biologicas

e seu efeito ex-vivo sobre as analises moleculares.

Ao se perceber esta lacuna no conhecimento resolveu-se, como dito anteriormente,
organizar estes resultados preliminares em uma historia l6gica e interessante que
resultou nesta dissertacdo, em um artigo no prélo e em um prémio de melhor
trabalho apresentado no congresso da Associagdo Americana de Quimica Clinica
(AACC) em 2013. Prémio concedido pela divisdo de patologia molecular na
categoria estudante.
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1 INTRODUGAO
1.1 O DNA LIVRE DE CELULAS E SUAS APLICACOES

O DNA livre de células (cfDNA) circulante é definido como DNA extracelular
presente no sangue [1]. E um marcador com crescente interesse devido as suas
aplicagdes clinicas, principalmente, no diagnéstico pré-natal ndo-invasivo e no

diagnostico em oncologia.

A analise do cfDNA na circulagdo sanguinea materna € a metodologia de
escolha para investigagdo ndo-invasiva das caracteristicas genéticas do feto e a
deteccdo especifica do cfDNA derivado de tumores em pacientes com cancer pode
fornecer informacgdes diagndsticas e progndsticas [2].

Alguns exemplos das analises n&o-invasivas das carateristicas genéticas fetais
sao: determinagdo do sexo [3], determinacdo o fator RH [4], detec¢do de
aneuploidias [5] e teste de paternidade [6].

Em oncologia, o cfDNA pode ser utilizado para monitoramento da carga
tumoral [7, 8], deteccao de doencga residual minima apds cirurgia ou terapia com
intengao curativa [9, 10], monitorar resisténcias a drogas e sua heterogeneidade [11,
12].

Maiores detalhes sobre os assunto podem ser encontrados nas varias revisoes

disponiveis atualmente [1, 13-16].
1.2 ESTUDO DE VINCULO GENETICO PELA ANALISE DO SANGUE MATERNO

O projeto principal de nosso grupo de pesquisa tem como objetivo estabelecer
vinculo genético de paternidade ainda durante a gestagdo a partir do sangue
materno usando metodologias tradicionais de identificagdo humana. O projeto tém
duas vertentes, uma patrilinear e outra autossbmica e os marcadores de DNA
analisados sao STRs do cromossomo Y e STRs autossémicos, respectivamente.

A vertente patrilinear aproveita-se da auséncia do cromossomo Y na mée para
evitar que a detecgado das sequéncias fetais figuem em desvantagem em relagédo ao
materno devido a maior quantidade deste ultimo no sangue. Por outro lado, s6
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funciona nos fetos do sexo masculino e a conclusdo é se pai alegado e bebé
pertencem a mesma linhagem patrilinear. Apds dois anos de pesquisa, foi obtido
sucesso nesta vertente o que resultou em um artigo aceito pela revista “Foresic

Science Internatinal:Genetics” em Novembro de 2014 [17].

Na vertente autossbmica € necessario enriquecer as sequéncias fetais para
evitar tal supressdo. Na literatura, encontram-se descri¢des de tratamentos ex-vivo
para a amostra com a finalidade de se obter o enriquecimento das sequéncias fetais
(vide item 1.4). Além disso, uma amostra primaria materna com a maior quantidade

possivel de cffDNA era altamente desejavel.

Apesar dos esforcos, ainda nio foi obtido sucesso na vertente autossémica. No
entanto, dados secundarios gerados pela pesquisa preenchem uma lacuna de
conhecimento importante para as analises envolvendo o cffDNA, sendo este o tema
desta dissertagéo.

1.3 QUANTIDADE DE CFFDNA FETAL NO SORO E NO PLASMA-EDTA

Por desconhecer a melhor espécime e anticoagulante a ser usado para o
enriquecimento do cfDNA fetal e obtencao de perfis STRs, decidiu-se utilizar o soro
e plasma-EDTA, pois o cffDNA fetal esta presente [18], em quantidades similares

[19], nestes dois tipos de subprodutos do sangue.

No inicio da gravidez, a quantidade de cffDNA varia de 1,65 a 34,7 GE/mL no
plasma-EDTA e de 2,0 a 29,0 GE/mL no soro. No final da gestacéo varia de 38,45 a
384,5 GE/mL no plasma-EDTA e de 16,9 a 450 GE/mL no soro [19].

Estes resultados sugerem que ao se comparar a quantidade de cffDNA em
amostra de sangue colhido por pun¢do venosa da mée, os niveis deste analito s&o
equivalentes independente do tipo de tubo usando na coleta. Porque as células da
placenta (trofoblastos) s&o sua fonte primaria [20] e o aporte se perde apés a coleta.

Em outras palavras, espera-se que a quantidade de cffDNA ndo aumente na
amostra ex-vivo. E, caso diminua, tal descréscimo seja semelhante

independentemente da amostra ser soro ou plasma-EDTA.
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Contrariando esta teoria, nas analises preliminares do projeto “Investigacéo de
vinculo genético pela analise do sangue materno”, mesmo utilizando amostras
pareadas, observou-se que a quantidade de cffDNA era insistentemente maior no
plasma-EDTA do que no soro (mediana de 27.40 versus 18.57 GE/mL, p=0.001).

1.4 CONSIDERACOES PRE-ANALITICAS DO PROJETO “INVESTIGAGCAO DE
VINCULO GENETICO PELA ANALISE DO SANGUE MATERNO”

Durante o estudo as amostras maternas eram colhidas com 12, 24 e 36
semanas de gestacéo para a execugéo do projeto piloto (estudo de vinculo genético
pela analise do sangue materno) e para conveniéncia das voluntarias elas poderiam
realizar o procedimento de coleta na unidade do laboratério Sabin mais proxima de
sua residéncia. Em seguida, a amostra era transportada para a unidade de biologia

molecular a 22 + 4°C em um tempo de transporte que poderia variar de 2-6 horas.

1.5 TRATAMENTOS PARA ENRIQUECER O DNA FETAL NA AMOSTRA
MATERNA

Para a vertente autossémica do estudo “Investigacdo de vinculo genético pela
analise do sangue materno”, com o intuito de enriquecer a quantidade de DNA fetal,
buscou-se na literatura qual seria a forma de tratar a amostra para este se

sobressair em relacédo ao DNA materno.

Bischoff e colaboradores descrevem na patente US2011/0183338 A1 entitulada
“Two stage enrichment of cell-free fetal DNA in maternal plasma” que o tratamento
da amostra biolégica materna com a enzima DNase |, seguido ou ndo de uma
reacao de amplificacdo global do genoma, enriquece as sequéncias de DNA fetal
pela eliminagdo do cfDNA materno [21].

Em teoria, uma porcdo do DNA fetal esta envolvida por membranas
apoptdticas e isso o protegeria da agdo enzimatica, que degradaria apenas o DNA
“contaminante”, no caso, o materno. De fato, os resultados de Bischoff mostraram
que o DNA fetal livre de célula se manteve resistente a degradagéo e as sequéncias
maternas por sua vez, foram removidas. O anticoagulante utilizado foi o citrato acido

dextrose [21].
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Ao se executar a primeira etapa do protocolo supracitado nas amostras do
presente estudo observou-se a completa degradagdo do cfDNA fetal no soro (n&o-
tratado 10.23 versus tratado 0.00 GE/mL, p=0.0039), e nenhuma diminuicdo no
plasma-EDTA (n&o-tratado 17.86 versus tratado 19.68 GE/mL, p=0.35).

Contrariando a descricdo da patente, o mesmo padrédo foi observado para o
DNA materno o que resultou na auséncia de enriquecimento das sequéncias fetais
em ambas espécimes. No entanto, a diferenca no comportamento do cfDNA fetal em

relagdo ao tratamento com DNase | era no minimo intrigante.
1.6 HIPOTESE

Diante das observagdes nos itens 1.3 (menor quantidade de cfDNA fetal no
soro versus plasma-EDTA), 1.4 (transporte até a unidade de processamento) e 1.5
(completa eliminacdo do cffDNA no soro e nenhum efeito sobre ele no plasma-
EDTA), hipotetizou-se que as DNases sanguineas se encontram ativas no tubo de
soro, mas ndo no plasma-EDTA, devido a presenga do EDTA, um agente quelante
de ions divalentes (Ca*?, Mg*?, Mn*?), que além de inibir a coagulacdo inibe também
as DNases presente no sangue, o que faz com que o cfDNA fetal permaneca
protegido da ag¢ao destas enzimas.

1.7 DNASES SANGUINEAS

DNases sao enzimas capazes de hidrolisar a ponte fosfodiester, a mais estavel
ligacdo quimica encontrada em moléculas bioldgicas [22]. A principal DNase
encontrada no sangue é a DNase | [23], caracterizada por um pH &étimo neutro,
necessidade de ions metalicos bivalentes para sua atividade catalitica e o produtos
de sua agado sdo oligonuotideos e nucleotideos com na extremidade 5’ fosfato e 3’
hidroxila [24].

A DNase | é codificada por um unico gene (DNASE1), localizado no
cromossomo 16 na regido p13.3 [25]. Este gene de 3200 pares de base possui nove
exons e oito introns [26]. Seis alelos variantes, caracterizados por mutagdes

pontuais na sua regiao codificante ja foram identificadas [24].

O produto génico é uma proteina monomeérica com 260 aminoacidos e peso
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molecular calculado de 30 kD [27]. Dois sitios com alta afinidade pelo calcio ajudam
na manutencao da estrutura e funcido. Além disso, o polipeptideo consiste em dois
dominios estruturalmente similares, formados pelos residuos 1-123 e 123-260,
respectivamente. Tais dominios se sobrepde muito bem, o que sugere a ocorréncia

de uma duplicagdo de um gene ancestral precursor [28].

Ademais, trata-se de uma enzima secretada; confirmados pela presenca de um
peptideo de sinal no seu n-terminal e altos niveis de glicosilagdo. Sua localizagao
celular corresponde as rotas de secretodrias tradicionais: reticulo endoplasmatico

rugoso, complexo de golgi e granulos secretorios [24].

Estudos comparativos revelaram que a DNase | isolada de varios 6rgao e
liquidos biologicos compartiiham caracteristicas fisicoquimicas e propriedades
cataliticas similares [23, 29]. Dentre os liquidos extracelulares, os niveis encontrados
na urina, sangue e saliva sdo 6000 + 2200, 65 + 27 e 2.4 + 0.94 x 10° unidades/g de
proteina, respectivamente [30]. A presenga de um inibidor natural (actina) faz com

que a forma ativa seja encontrada em uma proporgao menor [31].

A maior parte da DNase | presente no sangue € secretada pelo pancreas, e os
niveis da enzima ativa estao correlacionado a saude do 6rgéo [23, 32]. Outra fonte
de DNases sanguineas € a hipdfise intermediaria, e sua secrec¢ao é influénciada por
hormonios hipotalamicos [33].

A DNAse | é 100-500 vezes mais ativa na hidrélise do DNA dupla fita do que o
DNA fita simples; isto é atribuido a interagdo da enzima com ambas as fitas da
molécula substrato [34]. Ademais, ndo exibe preferéncias por certas sequéncias
nucleotidicas; no entanto, ela é sensivel a conformagdes da dupla hélice [35, 36]. A
taxa de hidrélise depende fortemente de parametros como comprimento e
profundidade da fenda menor do DNA, e também da rigidez da estrutura [24].

1.8 FUNCOES BIOLOGICAS DAS DNASES SANGUINEAS

As DNases desempenham um importante papel no metabolismo de acidos
nucléicos e manutengdo da concentragao fisiolégica do DNA no corpo humano. Por
exemplo, o aumento da concentragdo de DNA no sangue pode resultar na
acumulagao de complexos DNA-proteina, inducao e elaboragao de anticorpos anti-
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DNA, e desenvolvimento de varias doengas autoimunes [24], principalmente, lupus
eritematoso sistémico [37]. DNases também desempenham certo papel na protegao
do organismo contra acidos nucléicos xenobioticos [38].

1.9 DNASES DO SANGUE E ESTADOS PATOLOGICOS

Existe correlagcdo entre a atividade DNase do sangue e alguns estados
patolégicos. Por exemplo, um aumento significante da atividade DNAse no sangue
foi encontrada durante o desenvolvimento do cancer de mama [39]. Em pacientes
com pancreatite cronica [40], cancer de estdmago [41] e lupus eritrematoso [42, 43]
a atividade DNase do sangue estava abaixo dos valores normais.

1.10 APLICACOES CLINICAS DA DNASE |

Recentemente, a DNase | humana recombinante foi empregada para a
melhora do funcionamento do trato respiratério em pacientes com fibrose cistica; o
efeito positivo é devido a hidrélise do DNA de alto peso molecular e diminuicdo da
viscosidade das secre¢des mucosas [44-47]. Uma forma mutante da DNase |
humana recombinante, insensivel a inibicdo pela actina (e muito mais ativa na
hidrolise do DNA que a enzima selvagem), € a mais promissora para 0 uso na

pratica clinica [48, 49].
1.11 ENSAIOS PARA DETECTAR DNASE EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Ensaios fluorométricos, eletroquimicos e imunoldgicos foram desenvolvidos
para deteccdo das DNases, maiores detalhes podem ser encontrados na reviséo de
Sato S e Takenaka S [50]. Os ensaios fluorométricos, que € o tipo utilizado no
presente estudo, podem ser divididos em 3 classes: A) Os baseados na diminui¢gao
da fluorescéncia de corantes de DNA nao-covalentes; B) Os baseados na
recuperacédo da fluorescéncia de ligantes de DNA covalentes auto-atenuados; C)
Deatenuagdo das sondas de transferéncia de energia fluorescente ressonante
(FRET).

1.11.1 Ensaio para DNases baseado na diminuicdo da fluorescéncia de
corantes de DNA nao-covalentes.



19

Este tipo de ensaio baseia-se no fato de ligantes de DNA nao-covalentes
como PicoGreen, Sybr Green ou Brometo de etidio fluorescerem quando ligados a
moléculas de DNA dupla fita. A degradagado deste DNA dupla fita pela atividade
DNase provoca uma diminuicdo da fluorescéncia diretamente proporcional a

atividade nucleolitica [51].

1.11.2 Ensaio para DNases baseado na recuperagcao da fluorescéncia de

ligantes de DNA covalentes auto-atenuados.

Este ensaio basea-se no uso de um corante covalentemente conjugado a
uma molécula de DNA. A proximidade entre as moleculas de corante fazem com que
sua fluorescéncia se atenue. Com a clivagem do DNA pela atividade DNase, ocorre
o0 aumento na fluorescéncia que € utilizada como medida da atividade nucleolitica
[52].

1.11.3 Ensaio para DNases baseado na deatenuacdo das sondas de

transferéncia de energia fluorescente ressonante (FRET).

Este ensaio baseia-se no uso de oligonulceotideos fita simples marcados com
um fluordfilo e um atenuador. A clivagem do oligo pela atividade nucleolitica
deatenua a fluorescéncia e sua intensidade representa a atividade nucleolitica [53,
54]. Para este estudo foi desenvolvido de forma independente um ensaio
semelhante a este para detectar a atividade DNase no soro e no plasma-EDTA.
Apoés revisdo da literatura, percebeu-se que sua descricdo ja havia ocorrido,
existindo inclusive um kit comercial para tal propdsito [55]. Para maiores detalhes
sobre o ensaio vide material e métodos item 3.4.

1.11.4 Ensaios imunolégicos para deteccao de DNAses

Anticorpos contra DNase | foram produzidos em usados na metologia de ELISA
para deteccdo imunoldgica destas enzimas [56]. Sendo este um ensaio conveniente
e sensivel para o propédsito, entretanto, o conteudo de DNase pode nao refletir a
atividade DNase nas amostras biolégicas devido a presencga inibidores enddgenos,
como acontece no soro, por exemplo [57].
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Figura 1 — Ensaios fluorométricos para detecg¢ao de atividade DNAse: A) Ensaio
para DNases baseado na diminuigdo da fluorescéncia de corantes de DNA n&o-
covalentes. B) Ensaio para DNases baseado na recuperagao da fluorescéncia de
ligantes de DNA covalentes auto-atenuados C) Ensaio para DNases baseado na
deatenuagcdo das sondas de transferéncia de energia fluorescente ressonante
(FRET).

1.12 IMPACTO DAS DNASES SANGUINEAS SOBRE A QUANTIDADE DE DNA
FETAL LIVRE DE CELULAS
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Apesar do conhecimento a respeito da atividade que degrada o DNA no
sangue [7], o impacto como uma variavel pré-analitica na analise do cffDNA e outros

testes moleculares ndo estdo muito claros e nem muito bem estudados [6].

Um estudo que investigou o clearence do cffDNA da circulagdo sanguinea nos
deu uma pista indireta sobre estes efeitos. A incubacgao in-vitro por 2h a 37°C de dez
amostras de plasma fresco (ndo-anticoagulado) colhidos antes do parto resultaram
na incompleta remogado do cfDNA em todas as circustancias. Como resultados,
amostras de trés pacientes tiveram concentragbes > 90% dos valores antes da
incubacao. As sete amostras restantes apresentaram concentragdes entre 31%-74%
dos valores antes da incubagdo. Ao contrario disso, amostras de sangue colhidas 2h
apdés o parto revelaram o clearence completo do cffDNA circulante em 9 de 10
amostras [8].

Estes dados mostraram que a atividade DNase presente no sangue
desempenham um papel parcial na remogao do cffDNA circulante in-vivo, mas a
atividade degradante do DNA existe e pode desenvolver um papel ex-vivo sendo

uma fonte de variagéo pré-analitica.
1.13 A IMPORTANCIA DESTE TRABALHO

A revisao da literatura revelou que nenhum trabalho anterior a este fez a
conexao “especifica” entre os assuntos: quantidade de cffDNA, atividade DNase nas

amostras bioldgicas e seu efeito ex-vivo sobre as analises moleculares.

Esta consideracdo motivou a avaliagdo do impacto das DNases sanguineas
sobre o cfDNA fetal em amostras de soro e plasma-EDTA, sendo esta a questao de
pesquisa respondida pelo dados preliminares apresentados nesta dissertacao.
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2 OBJETIVO
21 GERAL

Investigar o impacto ex-vivo das DNases sanguineas sobre a quantidade de cfDNA
fetal em amostras clinicas.

2.2 ESPECIFICOS

A) Determinar a atividade DNase enddgena no soro e plasma-EDTA;
B) Investigar a agdo de DNase exdgena no soro e plasma-EDTA;

C) Conhecer o efeito da adigao de doses crescentes de EDTA sobre a atividade
DNase do soro e do plasma fresco (ndo-anticoagulado).

D) Medir a quantidade inicial de cffDNA em amostras pareadas de soro e plasma-
EDTA;

E) Estabelecer o efeito da exposi¢ao a diferentes temperaturas sobre o cfDNA fetal
no soro e no plasma-EDTA;



23

3 METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental

3.2 AMOSTRAS, COLETA DE SANGUE, PROCESSAMENTO E TRANSPORTE

Este estudo foi desenvolvido com 34 amostras de mulheres gravidas de feto do
sexo masculino (média de idade gestacional 12 + 4 semanas). As amostras de
sangue foram colhidas simultaneamente em dois tubos de 4mL cada contendo uma
barreira de gel separador; Vacuette K2 EDTA Sep e Vacuette Z soro com ativador
de coagulo (ambos da Greiner Bio-one). Apos a pungdo venosa, os tubos foram
centrifugados a 2.000g por 10min a temperatura ambiente na unidade de coleta,
transportados ao centro de analise a 22 + 4°C e armazenados a —-20°C até o seu
uso. Apds descongelamento, 1000mL do sobrenadante foi transferido para tubos de
microcentrifuga, centrifugados a 14.000g por 10min a temperatura ambiente, e cada
experimento subsequente foi realizado com 9-11 sobrenadantes pareados.

3.3 DETECGAO DA ATIVIDADE DNASE ENDOGENA NO SORO E NO PLASMA-
EDTA

Um ensaio de fluorescéncia para investigar a atividade das DNases enddgenas
em amotras biolégicas foi idealizado e desenvolvido. Resumidamente, o ensaio
consiste em 20uL de plasma—EDTA ou soro, 2ul de PrimeTime qPCR DYS-14 10X
(0o mesmo descrito posteriormente) e 10ul do 2X Maxima Probe gPCR Master Mix.
As reagdes foram incubadas isotermicamente a 37°C por 24 h no Step-One qPCR
System e a fluorescéncia foi medida no inicio da reagao e, posteriormente, a cada
30 minutos. O maxima Probe qPCR master mix foi usado como fonte de
fluorescéncia passiva (ROX) e o PrimeTime como fonte da molécula de DNA fita
simples capaz de fluorescer quando clivada. Os dados foram apresentados em
deltaRN, o qual é a fluorescéncia de FAM dividido pela fluorescéncia de ROX apds
subtracdo do baseline da reacdo. Neste ensaio, o baseline da reacdo foi
estabelecido como a primeira leitura das fluorescéncias (figura 2). Assim, este
ensaio investiga a agdo das Dnases na amostra sob uma molécula de DNA fita

simples.
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Figura 2. Representagcdao esquematica do ensaio para medir a atividade Dnase
endogenas. O substrato para Dnase utilizado foi uma sonda de hidrolise para
gPCR. Quando a sonda esta intacta, o atenuador (Q) e fluorecéncia FAM ficam
proximos o suficiente para que sua fluorescéncia seja atenuada. A fluorescéncia
FAM aumenta a medida em que a sonda de hidrdlise € clivada pela atividade DNase
da amostra. B) Uma tipica representacdo grafica do resultado do ensaio para
atividade das DNases endogenas em amostras pareadas de plasma-EDTA e soro;
um grafico deltaRN versus tempo (hr). O deltaRN é extraido dos dados brutos da
reacdao de fluorescéncia e €& igual a (sinal FAM normalizado pelo sinal da
fluorescéncia passiva - ROX) menos a baseline; FAM — Fluorescéncia da sonda de
hidrélise ativa; ROX — Fluorescéncia passive presente na reagao; Baseline —
Fluorescéncia basal (primeira leitura). Dados brutos das fluorescéncias FAM e ROX
em um ensaio para deteccdo da atividade DNase enddgenas em uma amostra de
plasma-EDTA (C) e de soro (D) pareadas.

3.4 TRATAMENTOS
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3.4.1 Temperatura

As amostras de soro e plasma-EDTA foram submetidas a 37°C por 24 h e 48
h e a —20°C, 4°C, 22°C por 24 h antes da extracdo de DNA a fim de investigar o
efeito da temperatura sob o cfDNA.

3.4.2 DNase exogena

Além disso, as amostras de soro e plasma-EDTA foram tratadas com 25U de
DNAse | (Fermentas) por 1h a 37°C antes da extracdo de DNA para avaliar a agao
de uma Dnase exdgenas sobre sequéncias de DNA fetal.

3.5 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de 500 yL de soro ou plasma-EDTA usando o
protocolo genérico 2.0.1 do extrator automatizado de DNA
NucliSens easyMAG system (bioMerieux), 50 yL da suspensdo de particulas de
silica magnéticas e eluidas em 25 pL.

3.6 QUANTIFICACAO DO CFDNA FETAL

O cfDNA fetal masculino foi quantificado amplificando as bem-descritas
sequéncias do cromossomo Y DYS-14 [6] no sistema de qPCR StepOne (Life
Technologies) usando o Maxima Probe qPCR Master Mix (Fermentas) e o ensaio
PrimeTime gPCR (Integrated DNA Technologies) que consistia dos primers DYS14-
F (5'-CCATGACCCCAGAGTCTGC-3') e DYS14-R (5'-
CTTCCTGGCTTGGGCATTAAC-3') e a sonda de hidrolise (5'-6-FAM-
CTCCAGCTC/ZEN/CACCTGAACGGCC-IABFQ-3'), todos foram utilizados como
recomendado pelos respectivos fabricantes. As condigbes de termociclagem foram
as seguintes: pré-incubagéo por 10min a 95 °C, seguida por 60 ciclos de 15s a 95°C,
60s a 60°C.

O volume da reacéo foi de 24pL, incluindo 10uL de DNA eluido. A equagao que
descrevia a curva de calibragdo para o DYS-14 foi Y = -3.26X + 29.75 (eficiéncia =
102.45% and R?=0.998). Todas as amostras foram analisadas em duplicata e em
cada corrida foram incluidos um controle negativo

(DNA Feminino) e um positivo (DNA Masculino). A quantidade de DNA masculino
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em equivalentes genbmicos (GE) por reacdo de PCR foi determinada pela
comparagao de uma diluicdo seriadas de 5 vezes do controle gendbmico masculino
(life technologies), 151, 30.2, 6.02, 1.21 e 0.24 GE. O fator de conversao de 6.6pg
de DNA por genoma foi usado e a concentragao de DYS-14 em GE/mL foi calculada
como descrito na literatura [5]. Os experimentos de qPCR e a descricdo seguem a
diretriz: informagao minima para experimentos de qPCR (MIQE) [10].

3.7 ACAO DO EDTA SOBRE AS DNASES SANGUINEAS.

Uma diluicdo seriada de EDTA (Disodium Salt, Dihydrate, USB) foi adicionada
a amostras pareadas de plasma fresco (ndo-anticoagulado) e de soro antes do
ensaio para deteccao da atividade DNase enddgena para investigar a inibicdo da
degradagao da sonda de hidrélise mediada por este quelante de ions divalentes. O
plasma fresco foi preparado através de coleta de sangue em tubo seco (Vacuette
serum tubes 4 ml, Greiner Bio-one), seguido por centrifugagéo a 2.000g por 5min a
temperatura ambiente imediatamente apos a puncio, o sobrenadante foi transferido
para tubo de microcentrifuga e centrifugados a 14.000g por 10min a temperatura
ambiente. As amostras de soro foram preparadas como descritas na secdo 3.2
(Amostras, coleta de sangue, processamento e transporte). Depois, uma diluigao
seriada (1:10) de EDTA de 5 x 10° a 5 x 102 M foi adicionada as amostras e o
ensaio da atividade DNase endogenas realizado como descrito anteriormente. Os
experimentos foram repetidos duas vezes e os dados da curva dose-resposta foram
analisados usando a fungdo “log-dose versus response” do Software Prism 6.0
(GraphPad).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

O meétodo estatistico utilizado foi o teste de Wilcoxon para amostras
emparelhadas. Todos os graficos e analises estatisticas foram realizados no
software Prism 6.0 (GraphPad).

3.9 ASPECTOS ETICOS

O comité de ética em pesquisa da faculdade de ciéncias e saude da
Universidade de Brasilia aprovou este estudo (IRB protocolo # 188/12) e o termo de
consentimento livre esclarecido foi obtido de cada participante.
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4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE DNASE ENDOGENAS NO SORO E NO PLASMA-EDTA

No ensaio para detecgao das DNases enddgenas foi observado um aumento
constante e continuo da degradagéo da sonda de hidrdlise (deltaRN) sob o tempo de
experimento (24h) no soro e que nao foi observado no plasma-EDTA (Figura 3). No
plasma-EDTA, o deltaRN atingiu um platé em 1 - 3h de reagdo. O controle negativo
(H20) apresentou valores para deltaRN insignificantes e préximo de zero. Por outro
lado, o controle positivo (1U of DNase |) apresentou uma cinética de degradagao
diferente da observada nas amostras de soro. Considerando o deltaRNs relativo a
ultima leitura de fluorescéncia da reacdo, a degradagao da sonda de hidrdlise foi de
14,9 vezes maior no soro quando comparado ao plasma-EDTA em amostras
pareadas [mediana de 1,64 deltaRN versus 0,11 deltaRN, p=0,0156] (Figura 4).
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Figura 3 - Resultado do ensaio para atividade DNase endégena em amostras
de soro e plasma-EDTA pareadas. Em 24 horas, a degradacdo da sonda de
hidrolise foi maior no soro (circulo aberto) quando comparado ao plasma-EDTA
(circulo fechado) sugerindo que a atividade DNase esta inibida nesta ultima
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espécime. O controle negativo (quadrado fechado) apresentou niveis
negligenciaveis de deltaRN e o controle positivo (quadrado aberto) apresentou uma
cinética de degradacédo que nao foi continua como a observada nas amostras de
soro. Nao se pode distinguir se este efeito € secundario a maior quantidade de
DNases no soro e a presenca de inibidores que liberam a acdo enzimatica
progressivamente ou se € decorrente de uma composigdo complexa de enzimas
degradantes de DNA.
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Figura 4. Comparacao entre o ultimo ponto de leitura (deltaRN) do ensaio para
atividade DNase endégenas em amostras pareadas de soro e plasma-EDTA;
n=9. A atividade DNAse é 14.9 vezes maior no soro. Cada ponto representa um

individuo avaliado, a linha preta representa a mediana da distribuicao.

4.2 EFEITO DA ADICAO DE DNASE | EXOGENA SOBRE O CFDNA FETAL
LIVRE DE CELULAS

As amostras de soro e plasma-EDTA foram tratadas ou ndo com 25U de
DNAse | (Fermentas) por 1h a 37°C para avaliar a acdo de uma DNAses exdgenas

sobre cfDNA fetal. Nao foi observada diferenca na mediana da concentragdo de
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DYS-14 no plasma-EDTA (ndo-tratado 17,86 GE/mL versus tratado 19,68 GE/mL,
p=0,35) (Figura 5 A), mas o degradada a niveis extremamente baixos no soro (n&o-
tratado 10,23 GE/mL versus tratado 0,00 GE/mL, p=0,0039) (Figura 5 B).
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Figura 5. Efeito do tratamento com uma DNase exégena (DNAse |) sobre o
cfDNA fetal no plasma-EDTA e soro. A e B — as amostras foram tratadas com
DNAse | por 1h a 37°C antes da quantificacdo do cffDNA. Cada ponto representa um
individuo avaliado e a linha representa a mediana. O cffDNA nao foi degradado no
plasma-EDTA, mas completamente destruido no soro. Este resultado sugere que a

DNase exdgena estava inibida na primeira espécime.

4.3 EFEITO DOSE-DEPENDENTE DO EDTA SOBRE AS DNASE DO SORO E
PLASMA FRESCO

A adicdo de uma diluicdo seriada de 10 vezes (5 x 10° a 5 x 10 M) de EDTA
ao plasma fresco (Figura 6) e ao soro (Figura 7) antes do ensaio para Dnases
enddgenas, revelou uma inibicdo dose-dependente da degradacdo da sonda de
hidrélise em ambos tipos de amostras. O ICs foi 6.7 x 10 (Fig. 7, inserto) e 5 x 10
(Fig. 8, inserto) para o plasma fresco e soro, respectivamente. O deltaRN final
observado no plasma fresco com baixa concentragdo de EDTA (por exemplo 5 x 10°
%) foi 1.71 vezes maior do que o observado no soro na mesma condi¢do (mediana do
deltaRN 1.44 versus 0.84 deltaRN).
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Figura 6. Inibicdo dose-resposta mediada pelo EDTA da atividade Dnase
endogena no plasma fresco. A adicdo de uma diluicdo seriada de 10 vezes do
EDTA (5 x 10° a 5 x 102 M) ao plasma fresco antes do ensaio para atividade DNase
endogenas. O grafico inserido (menor) representa a analise dose versus resposta
dos valores para o ultimo ponto de leitura de fluorescéncia do ensaio (deltaRN em
24h) para as concentragdes de EDTA avaliadas.
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Inibicao dose-resposta mediada pelo EDTA da atividade Dnase

enddogena no soro. A adigdo de uma diluigao seriada de 10 vezes do EDTA (5 x 10°

®a 5 x 102 M) ao soro antes do ensaio para atividade DNase endégenas. O grafico

inserido (menor) representa a analise dose versus resposta dos valores para o

ultimo ponto de leitura de fluorescéncia do ensaio (deltaRN em 24h) para as

concentracdes de EDTA avaliadas. Este experimento foi repetido duas vezes.

4.4 A QUANTIDADE DE DNA FETAL LIVRE DE CELULAS E MAIOR NO
PLASMA-EDTA QUANDO COMPARADO COM O SORO

Como dito na introdugao, observou-se que em nossas amostras a quantidade

de cfDNA fetal era maior no plasma-EDTA do que no soro (mediana de 27,40

GE/mL versus 18,57 GE/mL, p=0,001), contrariando a descrigdo da literatura (Vide

figura 8 A versus 8 B no tempo 0Oh).
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4.5 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O DNA FETAL LIVRE DE CELULAS

Nas primeiras 24 horas, a exposicao das especimes a 37°C resultou em um
decréscimo da concentragcao de cfDNA de 1,07 vezes no plasma-EDTA (mediana de
27,40 GE/mL versus 25,55 GE/mL, p=0,07) e 3.52 vezes no soro (mediana de 18,57
GE/mL versus 5,26 GE/mL, p=0,001). Nas 24 horas seguintes, esta reducéo foi de
1,02 (mediana de 25,55 GE/mL versus 24,83 GE/mL, p=0,24) e 1,68 (mediana de
526 GE/mL versus 3,13 GE/mL, p=0,001) vezes para plasma-EDTA e soro,
respectivamente. Considerando o tempo total de experimento (48h), a degradagao
do cfDNA foi de 1,10 vezes no plasma EDTA (mediana de 27,40 GE/mL versus
24,83 GE/mL, p=0,001) e de 5,9 vezes no soro (mediana de 18,57 GE/mL versus
3.13 GE/mL, p=0,001) (figuras 8 A e 8 B).

Em seguida, as amostras foram submetidas as condigbes pragmaticas de
transporte e temperatura de um laboratorio clinico por 24h. A mediana da
concentracdo de cffDNA no plasma-EDTA foi similar durante o periodo de tempo
avaliado, 40,27 GE/mL a -20°C, 42,25 GE/mL a 4°C e 41,45 GE/mL a 22°C (Figura 8
C). No soro, o mesmo resultado foi observado a -20°C (20,72 GE/mL) e 4°C (19,89
GE/mL), ou seja, concentragdes similares. Por outro lado, a 22°C (12,88 GE/mL) foi
observada diminuicdo de 1,6 vezes e 1,54 vezes quando comparada a -20°C e 4°C,
respectivamente (p=0.0039 para ambos) (Figura 8 D).
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Figura 8. Graficos de dispersdo mostrando o efeito da temperatura sob o cfDNA
fetal no soro e no plasma-EDTA. A e B) Basal (Oh) e apds exposigao a 37°C por 24 e
48h; n=11. C e D) Amostras expostas a -20°C, 4°C e 22°C por 24h; n=9. Cada ponto
representa um individuos avaliado. A linha preta representada mediana da
distribuicdo. Estes resultados sugerem que esta atividade € um mecanismo
desencadeado pela temperatura (como a maioria das reagdes enzimaticas).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, comparou-se a atividade DNase em amostras pareadas de
plasma-EDTA e soro maternos e investigou-se seu efeito ex-vivo sobre a quantidade
de cfDNA. Como resultado, viu-se que: a) as DNases estavam mais ativas no soro,
b) o EDTA inibe a atividade DNase em subprodutos do sangue (soro e plasma
fresco), c) cfDNA foi protegido de degradagdo ex-vivo desencadeda pela
temperatura no plasma-EDTA.

O primeiro achado, de que DNases estavam mais ativas no soro, foi evidenciado
pela degracdo continua e constante da sonda de hidrélise no ensaio para DNases
enddgenas. Fato que néo foi observado no plasma-EDTA, onde houve um aumento
discreto do deltaRN, que atingiu um platd no inicio da reacdo e nenhum outro
aumento de fluorescéncia foi observado nas 21-23 horas subsequentes. De fato, a
atividade DNase do soro mostrou-se aproximadamente 15 vezes maior que no
plasma-EDTA. Além disso, o tratamento com um excesso de DNAse | degradou o
cffDNA no soro, mas n&o no plasma-EDTA. Juntos estes resultados sugerem que a
atividade DNase das amostras € uma variavel pré-analitica que pode alterar a
quantidade de cfDNA no soro mais extensivamente que no plasma-EDTA.

Diante destes resultados hipotetizou-se que o EDTA usado como anticoagulante
para obtecao do plasma-EDTA poderia atuar também como um inibidor indireto das
atividades DNasicas enddgena ou exogena supracitadas, pois o EDTA & um
quelante de ions divalentes (Ca*?, Mg*® e Mn*?), os quais sdo essenciais para a sua
estrutura e a atividade enzimatica das DNAses [58, 59].

Curiosamente, o cinética de degradac&o do controle positive (1U de DNase ) foi
diferente da observada nas amostras de soro. Este fato pode ser secundario a
complexa combinagdo entre maior concentracdo e diferente composicdo das
enzimas degradantes de DNA presente no soro e, além disso, sua interagdo com
fatores desconhecidos que influenciam sua atividade como, por exemplo, inibidores
[60].

O segundo achado foi a evidéncia direta de que o EDTA inibe as DNases em
subprodutos do sangue. A adigcdo de doses crescentes de EDTA no soro e no

plasma fresco resultou na inibicdo gradual da atividade enzimatica em ambas
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especimes comprovando, assim, uma relagdo dose-efeito dentre os dois. No
entanto, trata-se inibicdo indireta, pois o EDTA n&o interage diretamente com a
DNase.

A concentracdo de KoEDTA nos tubos utilizados neste estudo é de 1,8 miligrama
por mililitro de sangue (4,5 x 10> M) e a quantidade deste anticoagulante presente
nos tubos para plasma-EDTA disponiveis no mercado variam entre 1,5 - 2,0
miligramas por mililitro de sangue [61]. Nestas concentracdes (5 x 10> M) foi
observado um inibicdo importante, mas ndo completa, da atividade DNase nas
curvas dose-resposta do plasma fresco e do soro. Conclusao similar pode ser obtida
da pequena, mas ainda detectavel, atividade DNase encontrada nas amostras de
plasma-EDTA. Juntas, estas observacdes sugerem que os testes moleculares
baseados na analise de cfDNA podem se beneficiar do aumento de 10 vezes na
concentracdo de EDTA no tubo de coleta primario, pois nenhuma atividade, ou uma
atividade negligenciavel, foi observada a 5 x 10% M na curva dose-resposta.

O ICso para o EDTA no plasma fresco ou soro foram similares sugerindo que
concentragbes semelhantes deste anticoagulante exibem os mesmos efeitos
inibitérios em ambas espécimes [62], no entanto, foi observado uma maior atividade
degradante de DNA no plasma fresco quando comparado ao soro. A atividade
observada no plasma fresco deve ser similar a observada no sangue in vivo e a
menor atividade do soro pode ser secundaria ruptura de leucocitos e liberacdo de
inibidores que ocorre durante o processo de coagulagao [63]. O principal inibidor
identificado foi a actina [64].

O terceiro achado do presente estudo foi que o cffDNA esta protegido da
degradagdo desencadeada pela temperatura no plasma-EDTA, ou seja, das
atividade degradante de DNA enddgena. Esta observacdo é suportada pelos
experimentos de exposicdo a diferentes temperaturas. A 37°C, a quantidade de
cfDNA apresentou um maior diminuigdo no soro comparada ao plasma-EDTA
provavelmente por que o EDTA indiretamente inibiu a atividade DNase esta ultima
espécime. Estas observagdes confirmam que a atividade DNase presente no sangue
pode seus efeitos na amostras ex-vivo and pode diminuir a quantidade de cfDNA
nas amostras bioldgicas.
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Entretanto, apesar da inibicdo mediada pelo EDTA a pequena, mas ainda
detectavel, atividade nucleasica encontrada nas amostras de plasma-EDTA
ocasionou uma redugdo da quantidade de cfDNA proxima a significancia (p=0,07)
nas primeiras 24 horas, e uma redugao significante apds 48 horas. A eliminagao
desta atividade enzimatica residual pode aumentar a estabilidade do cffDNA no
plasma-EDTA.

Considerando a exposigdo as temperaturas pragmaticas de transporte e
armazenamento de um laboratério clinico por 24 horas, nenhuma diferengca foi
observada na quantidade de cfDNA a -20°C e 4°C, ao passo que a 22°C uma
diminuicdo foi observada no soro, mas nado no plasma-EDTA. Estas evidéncias
sugerem que a atividade DNase das amostras é desencadeada pela temperatura
sendo uma variavel pré-analitica mais impactante para as amostras de soro. Neste
sentido, a quantidade de cfDNA insistentemente menor no soro comparada ao
plasma-EDTA presente nas amostras pareados do estudo “investigagdo de vinculo
genético pela analise do sangue materno” pode ser secundaria ao transporte a 22+
4°C para centro de processamento. Entdo, nos ensaios envolvendo o cfDNA, um
controle rigoroso de temperatura de transporte e armazenamento deve ser aplicado
se a amostras biologica for o soro. Por outro lado, este controle pode ser mais
flexivel se a amostra for plasma-EDTA.

Atualmente, diversas consideracdes pré-analiticas referentes a analise de cfDNA
foram estudadas e o plasma-EDTA é a matriz de escolha, pois garante a
estabilidade do analito e também evita a contaminagcdo com DNA genémico de
leucdcitos liberado no soro em decorréncia da coagulagdo [63]. Diversos estudos
demonstraram que o cfDNA permanece estavel por 24 horas apos a flebotomia no
plasma-EDTA e concluiram que ele pode ser medido em laboratérios de referéncia
através de envio “overnight” por servigos de postagem comerciais [65, 66]. Outros
autores descreveram melhores resultados utilizando o plasma-EDTA em
comparagao com o soro [67, 68]. Todas estas evidéncias suportam a conclusao de
que o EDTA inibe a atividade DNase da amostra e proteje o cfDNA ex-vivo no
plasma-EDTA, fato demostrado pela primeira vez no presente estudo.

Por fim, a protecdo conferida pelo EDTA pode ser extrapolada para outros DNA
alvos e o uso deste anticoagulante pode mitigar os efeitos pré-analiticos da DNases
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sanguineas. Em conclus&o, estas evidéncias mostraram que as DNases do sangue
estdo ativas no soro e o EDTA, anticoagulante amplamente utilizado para analises
de biologia molecular, também funciona como um inibidor indireto das DNases do
sangue que evita a degradacao ex-vivo do DNA.



6 CONCLUSOES

[0 As DNases sanguineas podem impactar na quantidade de DNA fetal livre de
células no sangue materno mais intensamente na amostra soro do que no
plasma-EDTA.

[ O EDTA inibe as DNases sanguineas no plasma-EDTA conferindo protegéo
ex-vivo ao DNA fetal livre de células, provavelmente por quelar ions
divalentes (Ca+2, Mg+2 e Mn+2), 0s quais sdo essenciais para sua completa

atividade enzimatica.

[] Preferir o uso do plasma-EDTA no projeto "Investigagao de vinculo genético

pela analise do plasma materno”.
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Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 188/12

Titulo do Projeto: “Investigagio do vinculo genético fetal pela andlise do sangue
materno™.

Pesquisadora Responsavel: Gustavo Barcelos Barra

Data de Entrada: 23/11/12

Com base na Resolugdo 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apos andlise dos aspectos
éticos e do contexto téenico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 188/12 com o
titulo: “Investigagdo do vinculo genético fetal pela anilise do sangue materno™,
analisado na 11* Reunido Ordindria, realizada no dia 11 dezembro de 2012.

O pesquisador responsavel fica, desde ja, notificado da obrigatoriedade da
apresentagio de um relatorio semestral e relatério final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de | (um) ano a contar da presente data (item
VII.13 da Resolugio 196/96).

Brasilia, 19 de fevereiro de 2013.

Prof. Nal nsores
Coordenador do €EP-FS/UnB
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