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RESUMO: Nesta revisédo, foram discutidos os procedimentos para obtengdo, manuseio e
armazenamento de amostras bioldgicas Uteis em testes moleculares. Métodos para triagem e
deteccao direta de mutagBes e polimorfismos genéticos foram apresentados. Os principios,
estratégias, aplicaces e limitacdes de variagfes da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),
tais como eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo (DGGE), polimorfismo de confor-
macao de fita simples (SSCP), polimorfismo de tamanhos de fragmentos de restricdo (RFLP),
amplificacdo alelo oligonucleotideo-especifica (PCR-ASO), PCR em tempo real PCR, arranjos
de DNA e outras técnicas moleculares, foram comentados.

Descritores: Farmacogenética. Reacao em Cadeia da Polimerase. Polimorfismo Conforma-
cional de Simples Fita. Polimorfismo de Fragmento de Restricdo. DNA- Arranjos. Eletroforese
em Gradiente em Gel Desnaturante.

ABREVIATURAS 1- INTRODUCAO

PCR, reagéo em cadeia pela polimerase A procura pela terapéutica individualizada e
Southern blat técnica de transferéncia de DNA com o menor risco de efeitos indesejaveis ou colate-
RFLP, polimorfismo de tamanhos de frag-rais sempre foi uma meta dos médicos, farmacologis-

mentos de restricdo tas, farmacéuticos. Para isso tém sido pesquisadas

SDS, duodecil sulfato de sédio novas formas e formulac6es farmacéuticas procuran-
DEPC, dietilpirocarbonato do aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade dos me-
DGGE, eletroforese em gel com gradiente dadicamentos. No entanto, até recentemente, 0s estu-
desnaturacao dos dirigidos com abordagem genética de pacientes

SSCP, polimorfismo de conformagéo de fitaforam pouco explorados. A descri¢cdo da sequéncia
simples completa do genoma humano trouxe perspectivas de

HDA, analise de heteroduplex aplicagbes potenciais das informagdes do genoma,
CCM, método da clivagem quimica transcriptoma e proteoma para o estudo de novos al-
PTT, teste da proteina truncada vos terapéuticos e da possibilidade, em um futuro bre-

PCR-ASO, amplificacao alelo oligonucleotideo- ve, de uso da medicacao individualizada.
especifica A abordagem de métodos utilizados no estudo
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da farmacogenética serd realizada de forma sucintalas no criostato do micrétomo e imediatamente pro-
clara para facilitar a compreenséo e estimular o leitor@essadas e transferidas para tubos termo-resistentes,
ampliar seu conhecimento procurando textos mais estantidos em gelo seco, se possivel com conservante
pecificos e aprofundados em cada tema apresentagara RNA. A seguir, os tubos devem ser armazena-
Os assuntos estao divididos em tépicos que abrangelos a -80C. Caso a amostra tiver que ser emblocada
procedimentos de obtencdo de amostras, métodos exn parafina para estudos anatomo-patolégicos, o ma-
trac@o de acidos nucléicos e métodos de triagem tirial bioldgico deve ser mergulhado em formol (de
mutacdes e de estudo de polimorfismos genéticos. boa procedéncia) tamponado com tampéo fosfato em
pH=7,0 a 7,4, recém preparado. Ressalta-se a impor-
2- PROCEDIMENTOS DE OBTENCAO DE tancia da averiguagéo da pureza do fo_rmol, pois quan-
AMOSTRAS do se encontra armazenado de forma inadequada, pode
conter excesso de 4cido formico que degrada os aci-
Os procedimentos de obtencéo de amostras lgos nuclécos. Ao se utilizar a solu¢édo de formol, deve-
olégicas sdo parte da fase pré-analitica dos estudss vaporizar nitrogénio dentro do frasco e fechar her-
farmacogenéticos. Nessa fase, sdo obtidas informareticamente para aumentar a estabilidade do formol.
cOes sobre individuo que esta participando do estudo  As amostras de células em cultura podem ser
gue incluem o tipo de material biolégico a ser coletad@rmazenadas para analise futura, em tubos termo-re-
horario de coleta, procedimento de coleta do materiaistente, com uma prévia lavagem das células em tam-
forma de transporte e armazenamento da amostra, alpéo fosfato pH 7,4 e, posteriormente em tampao Tris-
de dados pessoais como sexo, idade, etnia, dieta, SOTA, pH 8,0.
de medicamentos e outras caracteristicas necessarias Amostras de orgdos como figado, rins, cora-
para andlise dos resultados. Estas informacgdes diigio, entre outros que retém volume de sangue relati-
cionardo a maneira que deve ser obtida e conservastamente grande devem ser rapidamente limpos por
para que ao proceder a analise ndo se tenha duvidapgwfusdo com salina tamponada gelada e o0 excesso
resultado que possa ser gerado nos processo analitide.salina e membranas aderidas devem ser rapida-
Na fase pré-analitica, € primordial que se verifimente retiradas. As amostras devem ser congeladas
guem ogipos testes a serem realizados e o 4cido nimediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas
cléico a ser isolado para utilizar os procedimentos magsn congelador -72C.
adequados de conservacao e armazenamento para Amostras de sangue periférico podem ser co-
manter a integridade da amostra biologi€aimpor- lhidas com o anticoagulante EDTA ou citrato. Para
tante ter em mente que os cuidados no processameatdracdo de DNA a amostra pode ser conservada
de amostras para obtencdo de DNA séo distintos dapenas em temperatura d&a 10°C. Amostras de
utilizados para a extragéo de RNA. Para o isolamentmagulo também podem ser utilizadas para extracao
de DNA, as amostras biolégicas podem ser refrigerale DNA, mas devem ser armazenadas &C2intes
das em temperaturas que variam entre 4 a 10°C. Riw processamento.
outro lado, para a andlise de RNA as amostras devem
ser imediatamente conservadas em temperatura ultig- METODOS DE EXTRACAO DE ACIDOS
balx_a (-70 a -8QC), exceto se a extracao do RNA fpr NUCLEICOS
realizada imediatamente. Recomenda-se também a
adicdo de um conservante de RNA na amostra a ser  Os estudos genéticos requerem acidos nucléicos
armazenada, geralmente fornecido comercialmenteintegros e isento de contaminantes e interferentes que
Uma outra observacdo importante nesta etag@ssam prejudicar os testes moleculares. Métodos
€ a escolha do material descartavel a ser utilizado paramo a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), a
a conservacao da amostra, se for conservada em téienica de transferéncia de DNAduthern bl e
trogénio liquido, ou em congelador de ultra-baixa temsutros utilizados no estudo de polimorfismo de tama-
peratura, os tubos a serem utilizados devem ser resios de fragmentos de restricdo (RFLP) podem so-
tentes nessa temperatura e ter tampa de rosca cber interferéncias significativas se a obtencado do DNA
anel de vedacgéo, de boa procedéncia, e isentos eltiver comprometida.
RNAse e DNAses. Os métodos de isolamento e purificacdo dos
As amostras de tecidos a serem utilizadas pa&idos nucléicos consistem de trés etapas: (1) lise das
estudos histolégicos din situ” devem ser congela- células e solubilizagdo do DNA ou RNA; (2) método
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enzimético ou quimico para remover as proteingsoteinas celulares, seguidas de digestdo com RNase
contaminantes e outras macromoléculas; e (3) preg@ara remover a maioria do RNA celular. O isolamen-
pitacdo alcodlica para isolamento do DIN®s pro- to do DNA segue basicamente o principio anterior.
tocolos béasicos geralmente sdo aplicaveis a uma alste método é adequado para extrair DNA gendmico
pla variedade de materiais. para andlise de DNA p@outhern blobu constru-

¢ao de bibliotecas gendmicas. Porém néao é adequado
para extrair DNA de tecidos, pois ndo ha etapa de

A extragdo de DNA dos leucdcitos humanoguptura do tecido conjuntivo.
tornou-se uma realidade nos laboratérios que estudam . )
doencas genéticas. Os métodos atualmente disporiis~ EXtracdao de RNA de células ou de amostras
veis possibilitam recuperar o DNA de alto peso mole- ~ Diologicas
cular, sendo simples, rapidos e econdmicos com ren- A maioria dos métodos de extracdo de RNA é
dimentos adequados para uso rotineiro. semelhante aos utilizados na obtencdo de DNA, exceto

O protocolo mais adequado a rotina laboratoriadue 2,5 volumes de etanol devem ser usados rotineira-
para avaliacdo de polimorfismos e mutagdes genétinente para precipitacio do RNA. E essencial que toda
cas compreende a lise celular com detergentes, remégua usada diretamente ou nos tampdes seja tratada com
¢ao das proteinas por precipitacdo com cloreto de sdietilpirocarbonato (DEPC) para inativar as RNases.
dio concentrados@lting-ou} e isolamento do DNA O método mais adequado para preparar RNA
gendmico por precipitagdo etan6fica utilizacdo de de boa qualidade envolve a solubilizagdo simultanea
detergentes, como Triton X-100 e duodecil sulfato ddo tecido ou células e inativacdo de RNases enddge-
sédio (SDS), evita o uso de solventes organicos penias na presenca de isotiocianato de guanidina, com
gosos e o alto custo e demorada digestéo da proteinasbsequente isolamento do RNA por centrifuga¢éo em
K. O rendimento e a integridade do DNA extraido sagradiente de cloreto de césio. Dois outros métodos
excelentes quando comparados com os de outros ngge ndo requerem ultracentrifugacéo podem ser utili-
todos de extragdo. O DNA é apropriado para as tézados: (1) lise com detergente ndo-ibnico para pro-
nicas moleculares como a PCR e RFLP. Atualmenfgorcionar um método rapido para preparacdo de amos-
sdo utilizados produtos comerciais disponiveis no metras de RNA citoplasmatico e (2) lise celular com
cado que minimizam erros de procedimentos resultaisotiocianato de guanidina, remog¢éao das proteinas pela
tes de reagentes produzidos no laboratério. extracao fendlica em pH éacido, seguida de precipita-

N L , ¢do do RNA. O segundo método é freqlientemente
3.2- Extracdo de DNA genomico de tecidos € jjizado para isolamento de genoma dos virus RNA a
células partir de amostras biolégicas.

O método basico compreende a ruptura do te- A analise e quantificacdo de RNA total é parti-
cido com um homogeinizador, a lise celular com o desularmente importante para os estudos com RNAm.
tergente ibnico SDS, extragdo fendlica das protein&srecomendavel que se obtenha RNA com alto indice
(atualmente se substitui por cromatografia de afinidate pureza, ou seja razéo QPOD,, igual ou maior
de) e precipitacdo etanolica do DNA. Este método gue 1,9 e sem contaminacado por DN@s métodos
uatil para preparacdo de DNA gendmico de muitade extracdo de RNA que utilizam colunas de afinida-
amostras de tecido ou de linhagens celulares, com wie para RNA e tratamento da amostra com DNase
minimo de consumo de tempo e trabalho. O DNA gasenta de atividade RNase fornecem RNA total com
némico produzido é adequado para amplificacédo pekdto grau de pureza. O RNAm pode ser purificado a
PCR ou para a digestdao com enzimas de restricaqartir de preparacdes de RNA total por cromatogra-
analise de transferéncia de DNA. Uma quantidadia com oligo-dT celulose.
substancial de RNA acompanha o DNA genémico, o
que dificulta a quantificag&o por espectroscopia no U\ﬁ_ METODOS DE TRIAGEM DE MUTACOES
Para eliminar o RNA residual, a preparacdo deve ser
tratada com RNase isenta de DNAse que esta pre-  Varios métodos para a triagem de mutacGes de
sente na maioria dos reagentes comerciais. ponto, pequenas dele¢des ou inser¢des foram descritos.

Outro método compreende a solubilizagéo doPara a escolha de um destes métodos, algumas conside-
tecidos ou células com SDS que inativa as DNAsaa¢deslievem ser observadas, tais como: o tipo de &ci-
endogenas. A proteinase K é usada para digerir ds nucléico a ser utilizado, o tipo de material biologico

3.1- Extracdo de DNA gendmico de leucdcitos
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(sangue periférico, medula 6ssea, tecidos, secrected- Eletroforese em gel com gradiente de des-
ou excrecdes), o conhecimento ou ndo da mutacéo a ser naturacédo (DGGE)
pesquisada, a confiabilidade do método a ser utilizado
e que método € mais rapido e economicamente viavel. A triagem de mutacdes por DGGBghaturing

Um dos métodos moleculares mais utilizados n&radient Gel Electrophoresi® um método no qual
triagem de mutacdes é a PCR, reacdo que possibildadupla fita de DNA é submetida a eletroforese em
produzir milhares de cépias de segmentos de acidgsl de poliacrilamida em que utiliza um gradiente de
nucléicosn vitro utilizando uma enzima DNA polime- agente desnaturante (uréia ou formamida) ou de tem-
rase termoestavelA Tag DNA polimerase apresen- peraturd Nestas condicdes, ocorre a separacdo das
tandoindice de erro de incorporacéo que varia deal0 moléculas de DNA de acordo com sua temperatura
10° por nucleotideo, sendo amplamente afetada pelds desnaturacdo amelting temperaturgT ), em
condicbes da reacao (concentracdo do cloreto de maggmentos denominados dominios. A dissociacao das
nésio, dNTPs, pH e temperatura). Dependendo dias de DNA em tais dominios resulta em diminui¢cao
método a ser utilizado, os erros da DNA polimerasda mobilidade eletroforética (Figura 1). A diferenca
podem reduzir a especificidade da PCR, particulade 1 par de bases entre as fitas de DN#Ar(oduplex
mente nos casos em que a frequiéncia de alelos rapzxie alterar a temperatura de desnaturagdo em 1 °C
é baixd. Embora a probabilidade seja baixa, os errosu mais. A falta de complementaridade de bases en-
podem ser interpretados como mutac¢des quando s as fitas de DNAheteroduplekleva a significan-
andlises sao realizadas com pequeno numero inicial e desestabilizacdo desses dominios, resultando em
moléculas de DNA molde (< 100 molécufas) diferencas na T entrehomoe heteroduplexacima

E importante ressaltar que os resultados dade 6 °C. Por esta raz&wgteroduplexformadas en-
métodos de triagem de mutacdes devem ser confire fragmentos de alelos comuns e mutantes séo ge-
mados por seqiienciamento de DNA, pois é um métoealmente utilizados para a triagem de mutacdes de
do definitivo para a detecgdo de mutaédes ponto (Figura 2).

Fragmentos
Mutado - amplificados pela PCR

Selvagem !
A

Selvagem

+ + + Moléculas heteroduplex |
P

Mutante i jl

Selvagem Mutante Heteroduplex

/ \A Eletroforese
T
—

Gel com gradiente de desnatura ¢éao

Figura 1. Esquema da triagem de mutagdes por eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo (DGGE).
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Para deteccdo no DGGE, os produtos da P
sdo marcados com substancias radiodtivasalmen-
te, esse sistema foi substituido por coloracdo dos p
dutos com brometo de etideo ou nitrato de prata.

No método DGGE, podem ser feitas modificaf
¢bes para aumentar o numero de dominios a ser
analisados. Uma estratégia é o acoplamento sequj
cias ricas em GC em um dos oligonucleotideos na P(
(GC clamp), conseqgiientemente, mais mutacdes s
detectadas por DGGE para diferentes finalidaties

O tamanho do produto da PCR submetido 3
DGGE ¢é de aproximadamente 1000 pares de baj
(pb). Com 0 aumento do numero de dominios, a molj
lidade diminui, por isto, a fragdo de muta¢Oes detect
das diminui com o0 aumento do tamanho do fragme
to. O limite de deteccdo do DGGE parece néo S
influenciado pela baixa freqiiéncia de alelos mutante

B

- . G———
S W

1 2 3

na presenca de alta frequencia de alelos comuns.

1 Selvagem, 2- Heteroduplex, 3- Mutante

. . N . . Figura 2. Autorradiograma de produtos da PCR separados por
4.2- Polimorfismo de conformacéo de fita Sim- DGGE para a triagem de mutagges.

ples (SSCP)

O SSCP gingle-Strand Conformation Poly- dos nucléicos formam estruturas secundarias em so-
morphisn) é um método de triagem de mutagdes quiicdo que dependem da composicao/seqiiéncia de ba-
permite detectar alteracdes na mobilidade eletroforées e do tamanho da fita simples. Mudanca em uma
tica de fitas simples de &cidos nuclécos em condicg8se na sequéncia do acido nucléico amplificado pela
nao-desnaturant®§Figura 3). As fitas simples de &ci- PCR pode ser detectada por SSCP. Os perfis de SSCP

Selvagem ' Mutante ' |

rrrrrrrrrrrrrorunri rrrrrrrrororuri
G G

2

rrrrrrrrrrrorornouaid IIIIIIIIIIII
e

Eletroforese

g ——

(S

2

Figura 3. Esquema de triagem de mutagdes por polimorfismo de conformacéo de fita simples (SSCP).
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podem ser detectados por autorradiografia marcan-
do-se os produtos da PCR com substancias radiativas.
Atualmente sédo utilizados os sistemas de deteccao por
coloragéo dos géis de eletroforese com nitrato de pra-
ta (Figura 4).
O SSCP foi inicialmente descrito para analisar
DNA, entretanto, a analise do RNA também é possi-
vel'l. Estruturas secundarias distintas sdo formadas
com maior freqiéncia pelo RNA do que por molécu-
las de DNA e fragmentos maiores podem ser analisa-
dos. As mutacbes detectadas por SSCP devem ser
confirmadas por sequenciamento de DN®ém dis-
S0, em Vérias aplicacdes, sistemas eletroforéticos com
géis de tamanhos menores sao utilizados em substitui- 1- MUTANTE 3- NORMAL
¢ao aos sistemas eletroforéticos padronizados para 2- MUTANTE 4- NORMAL
sequienciamento de DNA
A sensibilidade de detecgéo de mutag(”)es p(ﬁgura 4. Perfis de SSCI_D dg prpdutos da PCR ;eparados por
SSCP é maior quando os tamanhos dos produtos edf—*ﬁroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata.
PCR sédo de 150 a 200'abO nimero de mutacdes
detectaveis diminui quando fragmentos maiores sderentes migragées eletroforéticas (Figura 5). A de-
analisados. A triagem de mutag¢des de produtos maiteccdo desses produtos pode ser realizada por colora-
res sem prejudicar significativamente a sensibilidadgdo com brometo de etideo ou nitrato de prata.
do método pode ser alcangada utilizando-se RNA- A resolucdo de HDA pode ser aumentada uti-
SSCPL lizando-se géis especiais (MDE® gel) que estéo dis-
A eletroforese é realizada em gel de poliacrilaponiveis comercialmerite Melhor definicdo das ban-
mida ndo-desnaturante. Dependendo da concentragis pode ser obtida pela separacdo das mesmas na
da poliacrilamida, do tamanho do fragmento e da prgpresenca de uréia (15%). O tamanho do produto de
senca de glicerol no gel, o tempo de separacéo vafCR detectado por HDA varia entre 200 a 600 pb,
de 2 a 6 horas. A resolucdo é maior em sistemas datretanto, a deteccéo de mutagées para produtos com
géis especiais comercialmente disponieSanali- tamanho acima de 900 pb tem sido realiada
se de um fragmento sob diferentes condigbes pode O limite de deteccdo de mutacdes por HDA
aumentar o indice de deteccdo de mutagdes, sendiependente principalmente da posicéo e do tipo de base
que as condic¢des ideais devem ser determinadas egflue ndo apresenta complementaridade. Foram des-
piricamente. O limite de detec¢do depende do tamaritas diferentes mutagGes através da aplicacdo desta
nho do produto da PCR (< 200 pb) e da execucéo taetodologia, com o poder de deteccdo variando em
eletroforese em pelo menos duas temperaturas ou dtgsno de 80%F. O limite de deteccdo depende da in-
tampdes de eletrodos no sistema eletroforético. Netensidade do sinal e da separacéotadasroduplex
sas condigfes 80 a 90% de mutacdes sdo detectaweisomoduplex
por SSCP. O tempo de eletroforese em gel de poliacrila-
. mida ndo-desnaturante pode variar entre 14 a 30 ho-
4.3- Andlise de heteroduplex (HDA) ras, dependendo do tamanho do produto da PCR. O
A HDA (Heteroduplex Analysjsse funda- tempo pode ser reduzido utilizando-se eletroforese em
menta na separacéo de fitas hibridas de DNA por sisapilar®,
tema eletroforético ndo-desnaturdhtds fitas du- ] , o
plas de DNA (produtos da PCR) de amostras cofr4- Método da clivagem quimica (CCM)
mutacéo sdo desnaturadas por aquecimento e, a se- O método CCMChemical Cleavage Methpd
guir, sdo hibridizadas com amostras sem mutagéo, fage fundamenta na clivagem de seqiiéncias especifi-
mando-se hibridoomoduplexe heteroduplexAs cas de DNAheteroduplexpor agentes quimicos. Os
moléculas hibridas sdo separadas por eletroforese @nodutos da PCR erneterodupleXormados entre
gel poliacrilamida ndo-desnaturante, sendo que as mamostras com e sem mutacdo apresentam desparea-
léculashomoduplexe heteroduplexapresentam di- mento no ponto da mutagéo que é vulneravel a modi-

527



Hirata MH, TavaresV, Hirata RDC

-

Selvagem (wild-type) Mutante

+ * C Heteroduplex

Homoduplex

Desnaturagdo

>

Hibridizacéo

L ____FeR ]

Eletroforese

Figura 5. Esquema de triagem de mutagdes por andlise de heteroduplex (HET).

ficacBes quimicas (por exemplo, hidroxilamina modisensee antisensesdo analisadas. As desvantagens
fica citosina ndo pareada). Os hibridos DNA:DNAs&o a utilizacdo de substancias toxicas para fazer a
formados séo clivados pela piperidina em sitios delivagem e a limitacao do potencial de automacao.
modificagdo quimica (Figura 6). Os pontos de muta- i
cdo geram fragmentos de clivagem s&o analisados gbP~ 1€Ste da proteina truncada (PTT)
eletroforesé& 20 O seqlienciamento do genoma humano desper-
Originalmente o método foi descrito para analitou grande interesse na area da prote6mica. Sistemas
se de DNA:DNA heteroduple porém, pode tam- de expressédo livre das células podem ser utilizados
bém ser aplicado para a analise de DNA:RNAomo ligacdo entre genémica e protedmica pela con-
(heteroduple}®. A CCM permite analisar produtos versdo de sequéncias de acidos nucléicos em protei-
com tamanho superior a 2 kb. Utilizando-se substamas. A aplicacédo destes sistemas de expréssao
cias fluorescentes, uma célula mutante pode ser dee para a detecgéo de mutacdes é referida como PTT
tectada em dez células norm&i®© sistema de de- (Protein Truncation Teyt’. Este método é Util para
teccdo inicialmente proposto era por marcacao d@sdeteccdo de mutacdes que alteram a fase de leitura
fragmentos cor’?P ou®*S. Quando pequenas quanti-(reading framé da proteina expressa e que gera um
dades de alelos mutantes sédo analisadas na presepigaiuto protéico menor.
de grandes quantidades de alelos comuns, a sensibili- O método PTT envolve a transcrigcdo reversa
dade pode ser aumentada pela separacao e detedg@b) onde o RNA é utilizado para produzir cDNA
de fragmentos marcados com substancias fluorescNA complementar). A seguir, utilizando-se da PCR
tes e detectados num aparelho para seqiienciamenton um oligonucleotidesensejue inclui sinal apro-
automaticé®. priado para transcricdo e traducgdo, € produzido um
A vantagem do método CCM é que todos oproduto que codifica uma proteina funcional. Acoplan-
pontos de mutacdo sdo detectados quando as fitésos produtos da PCR com um sistema transcricao e
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Figura 6. Esquema de triagem de mutacdes por Clivagem Quimica.

:
v G
+

traducgéaan vitro, que inclui RNA polimerase, amino- se conhece qual a relacdo entre alelos mutantes e
acidos marcados por radiativos, ribossomos e tRNAaprmais que pode ser analisada.
sdo produzidos peptideos marcados a partir dos pro-  Neste sistema poderdo aparecer bandas adici-
dutos da PCR moldes (Figura 7). Os peptideos masnais, provavelmente devido a isoformas que podem
cados sdo separados por sistema de eletroforese enmplicar a interpretacdo dos resultados. Portanto,
gel de poliacrilamida com desnaturante (SDS). A daiferencas na mobilidade eletroforética de proteinas
teccéo de uma banda, na eletroforese, com menor pésmcadas e ndo truncadas podem ser analisadas visu-
molecular que a proteina natural indica a presenca démente. Desde que PTT envolve certo nimero de
um polipeptidio truncado que corresponde a uma mpassos (RT-PCR, transcricdo e tradugéwitro e
tacdo de fase de leitura que introduziu um cédon dsetroforese), um controle positivo interno deve ser
parada na sequéncia de DNA. A mutacdo podera secluido.
confirmada por sequenciamento de DNA.

O meétodo pode iniciar com a transcricéo reversg_ METODOS DE ESTUDOS DE POLIMOR-
do RNAmM e o cDNA resultante amplificado pela FISMOS GENETICOS
PCR. Rearranjos grosseiros e mutacfes que afetam
o processamento do RNA também podem ser detec- A deteccéo direta de mutagGes e polimorfis-
tados pela andlise dos produtos da RT-PCB ta- mos genéticos de nucleotideo Gnico (SNPs) é realiza-
manho do produto de PCR pode variar entre 4 e 5 kla por métodos que permitem a identificacdo da se-
com bom desempenho nas reagfes subsequentegjtiéncia de DNA alterada. Esses métodos sdo tam-
transcricdo e traduc&o bém utilizados para confirmacdo de mutacdes detec-

O método PTT é particularmente adequado patadas por métodos de triagem. Algumas das estraté-
genes nos quais a maioria das mutagoes (> 80%) Kkfias mais utilizadas nos estudos de polimorfismos ge-
sulta em proteinas truncadasAté o momento, Nndo néticos sdo descritas neste topico.
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RNA » CDNA
Transcri ¢cao reversa

PCR

MOLDE - transcri ¢éo/tradu ¢&o

Transcri ¢ao/tradu ¢éo in vitro

Produtos protéicos

Separacdao das proteinas — SDS-PAGE

“ | €— Selvagem

p— | — Mutado

Autorradiografia

Figura 7. Esquema de triagem de mutagdes por Teste da Proteina Truncada (PTT).

5.1- Polimorfismo de tamanhos de fragmentos de Com o advento da PCR e do conhecimento e
restricdo (RFLP) disponibilidade das seqiiéncias de DNA em bancos ge-
némicos, o método passou a ser utilizado no formato de
O RFLP Restriction Fragment Lenght PCR-RFLP (Figura 8) que permite analisar fragmentos
Polymorphysmé um método que utiliza enzimas dede tamanhos menofésQuando as mutacgdes ou poli-
restricdo para detecgdo de mutacdes e polimorfismasorfismos ndo estdo presentes em sitios de restri¢ao,
genético%’. As enzimas de restricdo reconhecem sitipodem ser criados sitios artificiais utilizando-se oligonu-
os especificos na sequéncia do DNA que é clivaddeotideosnodificados na PCR. Esta estratégia é de-
somente quando o sitio esta presente, gerando fraggminadanutagenese sitio-dirigida mediada pela PCR
mentos de varios tamanhos que séo separados e ana- Os fragmentos gerados no RFLP podem ser
lisados por eletroforese. detectados por eletroforese e transferéncia de DNA
Os tamanhos de fragmentos gerados sdo muitmmo é oSouthern blatNo caso da PCR-RFLP, os
variaveis. Originalmente este método foi utilizado ndragmentos séo separados por eletroforese em gel de
Southern Blopara deteccdo de grandes fragmentoagarose ou acrilamida e detectados diretamente pela
de DNA. Nesta aplicagdo, o DNA gendmico é fragcoloragdo com brometo de etideo ou outro corante
mentado utilizando-se enzimas de restricdo e os fraffuorescente como o SYBR Galdbu ainda por colo-
mentos sdo separados por eletroforese em gel de agagzdo com nitrato de prata. O limite de deteccdo da
rose de alta resolucao. Posteriormente os fragmentB€R-RFLP é de uma célula mutante pode ser detec-
de DNA sao transferidos a uma membrana de nylontada entre cinglienta a cem células norfhais
hibridizados com sondas marcadas que contem seqiién- A especificidade do método é de 100% quando
cias complementares ao loco génico a ser estuda@oenzima de restricdo apropriada é utilizada. Para o
Os fragmentos hibridizados séo identificados pogontrole de qualidade, amostras de DNA contendo
autorradiografia ou outro sistema de deteccdo.  alelos mutantes e comuns devem ser incluidos na ana-

530



Métodos moleculares em farmacogenética

lise. O método também deve ser ajustado para condi-
¢Bes que ndo permitam que resultados falsos positi-
vos sejam obtidos quando quantidade variavel e dife-

rentes propor¢cdes de DNA mutante e selvagem este-
jam sendo analisadas. Resultados questionaveis de-
verdo ser confirmados por repeticdo dos testes e se-
guenciamento de DNA.

5.2- Amplificacdo Alelo Oligonucleotideo-Espe-
cifica (PCR-ASO)
<«—303

A PCR-ASO Allele Specific Oligonucleotide - <«—199
Amplification) € um método de detecc¢do direta de _ iy, [ 11
mutacdes, também conhecido como ARMS i <+—104
(Amplification Refractory Mutation SystgniNes-
te sistema, é utilizado um par de oligonucleotideos com
sequéncia especifica na extremidade 3" para cada alelo
presente no loécus génia® As reacdes séo realiza- — : :
das separadamente para cada par de oligonucledis & e e K o P AR o7 85
deos (|n|C|adores da PCR) € apenas o0s iniciadores Qi&ridos com a enzima Nia lll. Produto de PCR (coluna 2).
contem a seqiéncia 100% complementar ao alef@notipos: CC (coluna 3); CT (coluna4) e TT (coluna 5). Marcador
mutante ou comum possibilitam gerar o produto d&® Pares de bases de DNA de 50 bp (coluna 1).

PCR especifico. A deteccdo dos produtos da PCR é

realizada por eletroforese em gel de agarose. Heteagéo e nimero de cicfésA adi¢éo de formamida
zigotos e homozigotos podem ser discriminados epde reduzir a geragéo de produtos inespecificos. Condi-
um Unico ensaio da PCR quando diferentes alelos sg@es debaixa estringéncia na PCR propiciam a hibri-
amplificados utilizando-se marcados com diferentedlizacdo e extenséo dos iniciadores nas sequéncias de
fluorocromos como é o caso da PCR em tempé&’realambos os alelos que levam a geragéo de resultados

A especificidade da reac&o é influenciada poincorretos. A especificidade € critica quando a fre-
variacBes nas concentracBes dos reagentes (magﬁ@éncia do alelo mutante € baixa ou desconhecida.
sio, oligonucleotideos, desoxirribonucleotideos, DNA A possibilidade de resultados falso-positivo ou
e DNA polimerase), temperatura e tempo de hibridifalso-negativo é a principal limitagéo do método. Fal-

Amplificacédo

Alelo “A”

Oligonucleotideo comum

Oligonucleotideo especifico para o alelo “A”

— 1 — Oligonucleotideo especifico para o
alelo “M”

Alelo “B” _ ; o
2 - Oligonucleotideo especifico para o
pr— alelo “N”

Ponto de mutagdo Grupo sanguineo MN

Figura 9. Esquema de deteccéo de mutacBes pela PCR Alelo Oligonucleotideo-Especifico (PCR-ASO).
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so-positivo pode resultar de contaminacdo ou de e%-3- Arranjos de DNA
tensao incorreta pela DNA polimerase. Para a exclu-
sdo de resultados falsos, as condicdes de reacdo de- Os arranjos de DNAONA Array9 foram con-
vem ser otimizadas e a concentracdo do DNA de icebidos para ampliar e agilizar as analises gendmicas.
teresse deve ser definida e precisamente controlada.microarray € a forma miniaturizada de arranjos
A utilizacdo de controles deve ser realizada para erm que os fragmentos de genes estdo fixos em uma
cluir resultados indesejados. A utilizacdo de controldmina de vidré*. Também é conhecido corbmship
interno na PCR-ASO é importante para excluir resulbushipbiolégico®.
tados falsos negativos principalmente para a identifi- As analises das atividades génicas e a identifi-
cacao de heterozigotos. cacgao de mutacdes e polimorfismos sao realizadas de
forma sistematizada usando o principio da hibridiza-
¢ao de DNA. As seqléncias de genes que contem
Na PCR em tempo re@Real-time PCRyd0 mutacdes conhecidas sao fixadas na matriz de vidro
utilizadas pequenas sondas de DNA marcadas nas ¢sendas de captura). Produtos da PCR séo gerados
tremidades 5' e 3‘com compostos fluorescentes detilizando-se iniciadores especificos marcados com
nominadosreporter (marcador) equencher fluor6foros. A seguir os produtos da PCR séo hibridi-
(bloqueador), respectivamefté® As sondas sdo zados com as sondas capturadas na matriz de vidro e
construidas de maneira a hibridizar perfeitamente coos arranjos de sinais fluorescentes sdo medidos utili-
um alelo especifico em um determinado l6cus, porérmando-se um sistema ultra-rapido de deteccgéao de fluo-
de forma incompleta com outro alelo. rescéncia e a intensidade de cada ponto é determina-
No sistema TAgMal, o fluoroforo bloquea- da. A localizagdo do ponto associado com a sua inten-
dor esta proximo do marcador, bloqueando a emiss8a@ade determina a seqiiéncia e a quantidade de ma-
do sinal fluorescenté Na fase de extensédo da PCRterial presente na amostra. Estes dados s&o processa-
a atividade exonuclase 5’ e 3' da DNA polimerase éos por programas sofisticados de computadores que
responsavel pela digestéo da sonda, o marcador égbssibilitardo a analise refinada dos resultados.
berado distanciando-se do bloqueador e a fluorescén- A possibilidade de se colocar milhares de se-
cia € emitida (Figura 10). As sequéncias de iniciadauéncias em uma Unica lamina de arranjo possibilita a
res e sondas, assim como as condi¢des de PCR détenc¢do de informacdes do genoma inteiro em um
vem ser muito bem estabelecidas para evitar pare@ico ensaio, identificando milh6es mutagées e poli-
mentos incorretos durante as etapas de hibridizacadon®rfismos simultaneamerdteComercialmente ja es-
extensdo na PCR em tempo real. tao disponiveis, emioships conjuntos de polimorfis-

5.2- PCR em tempo real

® )
5 —> —)

3 (., =

Alelo “A” Alelo “A”
5 —s -
3 (., >

Alelo “B” Alelo “B”

Figura 10. Esquema de detecgdo de mutagdes pela PCR em tempo real.
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mos e ou mutacdes para fins de estudos farmacoggie tornou-se uma ciéncia imprescindivel no desen-
néticos do sistema citocromo P450 para cada grupolvimento da tecnologia molecular com a integracéo
de farmacos potencialmente importantes, assim conaas ciéncias da saude, biolégicas e da computagéo.
para diagnéstico de alteracBes genéticas de utilidadesimulacao “in silico” é uma ferramenta potencial-
terapéutica na clinica médi€a mente importante na formulacdo de reacdes e de
interacdes medicamento-proteina, proteina-DNA, me-
dicamento-DNA e outras possibilidades que estao
envolvidas na eficicia e na seguranca terapéutica dos
Nesta revisédo foram abordados métodos molenedicamentos.
culares que podem ser utilizados nos estudos farma-  Com 0s avangos crescentes da tecnologia mo-
cogenéticos. Foram apresentados os métodos utilizaeular e bioinformatica tem sido possivel aplicar os
dos na obtencdo de acidos nucléicos e na detecg@nhecimentos gerados pelos estudos farmacogeno6-
mutacdes e polimorfismos genéticos, indicando suasicos, transcriptdmicos e protedmicos na investiga-
especificagdes, aplicagdes e limitagoes. ¢éo de novos alvos terapéuticos. Esses conhecimen-
Alguns desses meétodos podem ser aplicaddss permitirdo, em futuro préximo, aplicacéo da tera-
para estudos de alteragBes genéticas em larga escpla.individualizada que melhoraréo significativamente
A analise do enorme conjunto de resultados geradasatencao meédica e farmacéutica e, conseqiientemen-
por esses métodos é dependente da Bioinforméatite, a qualidade de vida das pessoas.

6- CONSIDERACOES FINAIS

Hirata MH, Tavares V, Hirata RDC. From Molecular Biology to Medicine: methods commonly used in
pharmacogenetics. Medicina (Ribeirdo Preto) 2006; 39 (4): 522-34.

ABSTRACT: In this review, we discussed the procedures for obtaining, handling and storage
of biological samples useful in molecular tests. Methods for screening and direct detection of
mutations and gene polymorphisms were presented. Principles, strategies, applications and
limitations of polymerase chain reaction (PCR) variations, such as denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE), single strain conformational polymorphism (SSCP), restriction fragment
length polymorphism (RFLP), allele oligonuleotide-specific amplification (PCR-ASO), Real time
PCR, DNA arrays and other molecular techniques, were commented.
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