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1. Em cada eppendorf, adicionar a Mix da reação (20µl):
12,5 µl - Kit Taq
1 µl - Primer F (10 µM)
1 µl - Primer R (10 µM)
5,5 µl - Água  

4. Colocar os eppendorfs no termociclador 
 5 min a 95ºC – 1x 
30 seg. a 95ºC 
40 seg a 63ºC    35x 
30 seg a 72ºC 
5 min a 72ºC – 1x

2. Quantificação e Pureza do DNA (NanoVue + Gel de
Agarose)

1. Em cada eppendorf, adicionar a Mix da Restrição (Vf=30µl):
1 µl - Enzima de Restrição HphI
3 µl - Buffer (10% do volume final)
1 µl - Água

DISCUSSÃO DE RESULTADOS

Frequências Alélicas:
f (C) = f(CC) + ½ f(CT) = 1

f (T) = 0

Fig 2. Dados Mundiais PHARMGKB

Equilíbrio de Hardy-Weinberg: 
f (CC) = p  = 12

f (CT) = 2pq = 0
f (TT) = q  = 02

5. Análise electroforética em gel de agarose a 3%
1. Colocar 3 µl de azul III em cada eppendorf.
2. Aplicar 7 µl de marcador NZYDNA Ladder VI,
12 µl do controlo negativo e 12 µl das amostras
no gel de agarose a 3%, respetivamente.
3. Visualizar à luz UV.

Todas as amostras detetáveis revelaram genótipo
homozigótico CC, associada a um perfil de metabolização
normal.
A população em análise está em Equilíbrio de Hardy-
Weinberg, visto que os resultados observados = esperados. 
A frequência genotípica TT (0%) observada é consistente com
as baixas prevalências reportadas nas populações Europeia e
Americana, de 1,57% e 1,45%, respetivamente.
A ausência da mutação CYP2D6*10 nesta amostra sugere
que, nesta população, é expectável uma metabolização eficaz
dos fármacos habitualmente afetados por esta variante.

RESULTADOS

Observado Esperado

C
C

21 1 x 21 =21

C
T

0 0 x 21 =0

T
T

0 0 x 21 = 0

MARCADOR NZYDNA Ladder VI
CONTROLO -

1 2 3 4 5 6 7 9 12108 14 1513 1611 1817 2019 2221 23

Frequências Genótipicas:
f (CC) = 21/21 = 1
f (CT) = 0/21 = 0
f (TT) = 0/21 = 0

4. Restrição enzimática

1. Extração de DNA da mucosa oral de 23 estudantes
         (Omniswab – Nucleospin Tissue Kit)

Através da análise eletroforética do gene CYP2D6*10
observámos que todas as amostras são homozigóticas
(frequência genotípica CC), uma vez que apresentam 2
bandas de 282 pb e 62 pb.
Os homozigóticos para o alelo T apresentam 3 bandas a 182
pb, 100 pb e 62 pb, o que não ocorreu nos nossos resultados. 
No 2.º poço, correspondente ao controlo negativo, observa-se
uma banda semelhante à de 62 pb, provavelmente resultante
de primers não ligados com tamanho aproximado.
As amostras 8 e 9, não foram contabilizadas por ausência de
banda. O mesmo poderá ter ocorrido devido a uma baixa
concentração de DNA.
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PESQUISA DO GENE CYP2D6*10 ATRAVÉS DE PCR-RFLP
NA TP3 DO MICF 2025

O alelo CYP2D6*10 é uma variante do gene CYP2D6,
caracterizada por uma substituição de uma citosina
por uma timina (100C>T) correspondente ao
polimorfismo rs1065852.
Esta mutação, altera a estrutura da proteína pela
substituíção de uma prolina por uma serina (P34S)
reduzindo significativamente a sua atividade
enzimática. É particularmente prevalente em
populações asiáticas estando associada a um
metabolismo lento de vários fármacos, tais como
antidepressivos e antipsicóticos, entre outros. 
A presença do CYP2D6*10 contribui para a
variabilidade interindividual na atividade da enzima,
influenciando a eficácia e segurança dos tratamentos.
A genotipagem deste alelo permite prever o fenótipo
metabólico e ajustar a terapêutica de forma
personalizada.
 Objetivo        Identificar a presença de polimorfismos no
gene CYP2D6 em amostras de DNA de estudantes do
MICF da Egas Moniz School of Health and Science.

Fig 1. Fotografia do Gel de Agarose a 3% 
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3. Amplificação do DNA por PCR

2.  Para o controlo negativo: + 5 µl de Água
3. Para as amostras: + 5 µl de DNA
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