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INTRODUCAO

O alelo CYP2D6*10 € uma variante do gene CYP2DG6,
caracterizada por uma substituicdo de uma citosina
por uma timina (100C>T) correspondente ao
polimorfismo rs1065852.
Esta mutacdo, altera a estrutura da proteina pela
substituicdo de uma prolina por uma serina (P34S)
reduzindo significativamente a sua atividade
enzimdtica. E particularmente prevalente em
populacdes asidticas estando associada a um
metabolismo lento de vdrios farmacos, tais como
antidepressivos e antipsicoticos, entre outros.
A presenca do CYP2D6*I0 contribui para o
variabilidade interindividual na atividade da enzima,
influenciando a eficAcia e seguranca dos tratamentos.
A genotipagem deste alelo permite prever o fendtipo
metabdlico e ajustar a terapéutica de forma
personalizada.

— |dentificar a presenca de polimorfismos no
gene CYP2D6 em amostras de DNA de estudantes do
MICF da Egas Moniz School of Health and Science.

METODOLOGIA

1. Extracdao de DNA da mucosa oral de 23 estudantes

W

» (Omniswab — Nucleospin Tissue Kit)

\ ¢

2. Quantificacéo e Pureza do DNA (NanoVue + Gel de

Agarose)

3. Amplificagéo do DNA por PCR
1

2. Para o controlo negativo: + 5 pl de Agua

4

Em cada eppendorf, adicionar a Mix da reagéio (20ul):
e 12,5 yl - Kit Taqg

e 1ul-PrimerF (10 uM)
e 1ul-PrimerR (10 uM)
e 5,5 ul- Agua

3. Para as amostras: + 5 pl de DNA Q
4

4. Colocar os eppendorfs no termociclador

4. Restrigdio enzimatica

1.

5. Andlise electroforética em gel de agarose a 3%

]

. Colocar 3 yl de azul lll em cada eppendort.

2. Aplicar 7 gl de marcador NZYDNA Ladder VI,
12 pyl do controlo negativo e 12 pl das amostras
no gel de agarose a 3%, respetivamente. - (G)
3. Visualizar a luz UV.

e 5min d 95°C - IXx
e 30 seg.a 95°C
e 40 seg a 63°C ; 35x
* 30sega /72°C |

e bMina 72°C — 1Ix

¢

Em cada eppendorf, adicionar a Mix da Restrigcéo (V=30pl):
e 1 ul - Enzima de Restricdo Hphl
e 3 ul - Buffer (10% do volume final)

e 1ul- Agua ‘
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RESULTADOS
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Fig 1. Fotografia do Gel de Agarose a 3%

DISCUSSAO DE RESULTADOS

e Através

da andlise eletroforética do gene CYP2D6*10

observdmos que todas as amostras sdo homozigéticas
(frequéncia genotipica CC), uma vez que apresentam 2

bandas de 282 pb e 62 pb.

e Os homozigdticos para o alelo T apresentam 3 bandas a 182

pb, 100 pb e 62 pb, o que ndo ocorreu Nos nossos resultados.

e NO 2.° pogo, correspondente ao controlo negativo, observa-se
uma banda semelhante a de 62 pb, provavelmente resultante
de primers ndo ligados com tamanho aproximado.

e As amostras 8 e 9, ndo foram contabilizadas por auséncia de
banda. O mesmo poderd ter ocorrido devido a uma baixa

concentracdo de DNA.

f(CC)=21/21=1
f(CT)=0/21=0
f(TT) =0/21=0

Frequéncias Genétipicas:

Frequéncias Alélicas:
f(C)=f(cC)+®nf(CT)=1
f(T) =0

POPULATION @ CYP2D6x10 OBSERVED #*

African American/Afro-Caribbean 1026
American 152
Central/South Asian 1092
East Asian 18784
European 4658
Latino 491
Near Eastern 441

Oceanian 114

Sub-Saharan African 847

Equilibrio de Hardy-Weinberg:

f(CC)=p?=1
f (CT) =2pg=0
f(TT) =g*=0

ALLELES
TOTAL ¢

26878

10486

14442

43842

296422

18694

6508

1998

17424

FREQUENCY #
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7.56%

42.84%
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CONCLUSAO

e TOdas as

amostras

detetdveis

revelaram  gendtipo

homozigético CC, associada a um perfil de metabolizagéo

normal.

e A populacdo em andlise estd em Equilibrio de Hardy-

Weinberg, visto que os resultados observados = esperados.

e A frequéncia genotipica TT (0%) observada é consistente com
as baixas prevaléncias reportadas nas populagdes Europeia e

dos farmacos habitualmente afetados por esta variante. j

Americanaq, de 1,57% e 1,45%, respetivamente.
e A auséncia da mutacdo CYP2D6*10 nesta amostra sugere
que, nesta populacdo, € expectdvel uma metabolizacéo eficaz
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