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INTRODUGAO:

O gene ABCB1 (ATP-binding cassette subfamily B member1), também conhecido como MDR1
(multidrug-resistance gene 1) ou gene de resisténcia a multiplas drogas, esta localizado no braco
longo do cromossomo 7 (7921.12) (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2022; BODOR et
al., 2005) e é responsavel pela codificagdo da Glicoproteina P (P-gp), uma bomba de efluxo
transmembrana dependente de ATP (Adenosina Trifosfato) que transporta diversos farmacos e
substancias endogenas para fora das células, reduzindo a penetragao intracelular destas. A P-gp pode
ser encontrada em 6rgaos como figado, rins, adrenal, intestino delgado, pulmé&o, células endoteliais da
barreira hematoencefalica (BHE), placenta e linfécitos (CORDON-CARDO et al., 1990). Sua fungédo em
enterocitos, por exemplo, é o transporte de substancias para o lumen intestinal; nas células renais,
realiza o transporte para o tubulo proximal e posterior excregao urinaria, € na BHE, participa do
transporte de substancias no Sistema Nervoso Central, como antidepressivos por exemplo. Desta
forma, a P-gp desempenha um papel importante na absorgao, distribuicdo, metabolismo e excrecao de
diversas substancias. Polimorfismos no gene ABCB1 tém sido extensivamente investigados e descritos
na literatura, sendo muitas vezes correlacionados com alteragdes na biodisponibilidade de farmacos,
devido a sua estreita relagdo com os mecanismos de metabolizacdo dos mesmos (FUNG e
Gottesman, 2009).

Os polimorfismos C1236T (rs1128503) e C3435T (rs1045642) estao localizados na regiao
codificadora do gene (exon 13 e 27, respectivamente) e sdo SNPs silenciosos, ou seja, a mudancga de
nucleotideos ndo altera a sequéncia do aminoacido codificado (HOFFMEYER et al.,1999), porém,
podem estar associados com o desenvolvimento de eventos adversos aos medicamentos, sendo
bastante estudados em pacientes que utilizam antidepressivos.

Os métodos de genotipagem foram responsaveis pela determinagédo de mais de 7 milhdes de
variantes comumente encontradas na populagdo mundial (MAMOTTE, 2006). Existe hoje uma grande
variedade de técnicas moleculares utilizadas para a genotipagem dos SNPs, praticamente todas
baseadas na Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR). Técnicas classicas baseadas na
genotipagem por PCR, como o PCR oligonucleotideo alelo-especifico (PCR-AE, ou do inglés
ASO-PCR) ou a técnica de analise de polimorfismo de fragmentos de restrigdo por PCR (PCR-RFLP)
sdo amplamente utilizadas, principalmente pelos seus baixos custos (MARTINO et al.,, 2010), mas
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apresentam limitagdes quanto a sensibilidade do método e maior complexidade de execugao técnica.
Um dos métodos mais amplamente utilizados atualmente na genotipagem de SNPs & o método
TagMan, que utiliza duas sondas fluorescentes capazes de discriminar os diferentes alelos. A presenca
destas duas sondas fluorescentes garante uma altissima especificidade metodoldgica, além de
simplificar a execugao técnica, diminuindo as etapas de trabalho de bancada. A desvantagem deste
método, em comparagdo aos outros, € o alto custo dos ensaios (MARTINO ET AL., 2010). Com o
intuito de tentar diminuir os custos das analises de genotipagem e ainda assim garantir a alta
sensibilidade e especificidade apresentadas no ensaio TagMan, Ririe et al.(1997), desenvolveram um
método de analise que utiliza como principio a temperatura de melting do produto da amplificagdo por
PCR em tempo real. A temperatura de melting (Tm), ou temperatura de pareamento, pode ser definida
como a temperatura necessaria para que metade do DNA esteja em conformacgao dupla fita e metade
na conformacédo desnaturada (fita simples). Intercalantes de DNA, também chamados de Dye, sdo
utilizados na reacao de PCR para que seja possivel determinar a Tm do produto de amplificacdo.
Atualmente, novos intercalantes de DNA, como EvaGreen ou LCGreen e o desenvolvimento de novas
plataformas para realizagdo do PCR, como o Rotor-Gene Q (Qiagen), associados ainda aos softwares
de analise dos resultados, propiciaram um aumento significativo da utilizacdo desta técnica para o
estudo dos SNPs (SLOMKA et al., 2017).

Porém, existem algumas limitagbes para a utilizacdo da técnica de analise por HRM, como o
tipo de polimorfismo, qualidade do DNA utilizado e problemas com reprodutibilidade decorrente de
pipetagem. Essas limitagdes estdo sendo estudadas na literatura cientifica e exemplos de sucesso na
genotipagem de SNPs sao cada vez mais publicados (SLOMKA et al., 2017). Diante das vantagens e
limitagbes apresentadas por ambos os métodos (TagMan e HRM), ha necessidade de padronizagdo
laboratorial para cada SNP que se pretende avaliar em um estudo cientifico e, portanto, justifica-se o
desenvolvimento deste projeto, que pretende avaliar qual método pode ser padronizado para a
detecgao de polimorfismos do gene ABCB1.

METODOLOGIA:

Foram utilizados DNA de 96 participantes de um estudo maior, intitulado “Avaliacdo da
influéncia de polimorfismos nos genes do citocromo P450 e no gene ABCB1 na farmacocinética de
Cloridrato de Trazodona”, que prevé a determinagao dos polimorfismos do gene ABCB1. Este estudo
maior foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (CAAE:39774320.0.0000.5404).

O projeto inicial previa o desenho dos primers especificos para os polimorfismos do gene
ABCB1 (rs1128503 e rs1045642), porém, com o intuito de otimizar o tempo e diminuir os gastos do
projeto, utilizamos o desenho de primers ja publicados na literatura cientifica, exemplificado no Quadro
1 (Vaclavikova et al., 2012).

Alvo Primers (5°-3") Tamanho (bp)

rs1128503 | Forward:TGTGTCTGTGAATTGCCTTG 181
Reverse:CATCTCACCATCCCCTCTGT

rs1045642 | Forward: TCCTGAAGTTGATCTGTGAAC 233
Reverse: AGTGACTCGATGAAGGCA

Quadro 1— Desenho dos primers para amplificagcao dos polimorfismos do gene ABCB1 (rs1128503 e rs1045642).

A preparagéao inicial para a amplificagdo dos polimorfismos por HRM foram: 5 uL de Type-it
HRM PCR Kit (Qiagen), 0,7 uL de primer foward (10 uM), 0,7 uL de primer reverse (10 uM), 2,1 mL de
agua livre de DNAse e 1,5 uL de DNA (20 ng/uL). E as condi¢des para analise por HRM foram:1 ciclo
de ativagdo da DNA polimerase a 95°C por 5 minutos; 45 ciclos de 95°C por 10 segundos
(desnaturagéao da dupla fita de DNA) e 55°C por 32 segundos (anelamento e extenséo). Apds os 40
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ciclos, foi realizada uma Curva de Melting para analise de HRM de 65 a 95°C com incremento de
0,1°C/2 segundos. As reagdes foram realizadas no equipamento Rotor-Gene 5® (Qiagen) e a analise
dos resultados foi realizada pelo software Rotor-Gene Q Pure Detection (versao 2.3.5.).

A pesquisa dos polimorfismos do gene ABCB1 realizada por RT-PCR foi realizada utilizando-se
sondas de hidrélise TagMan® Genotyping (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City, Califérnia, EUA).
A reacado de RT-PCR foi realizada em um aparelho Rotor-Gene 5® (Qiagen) utilizando um volume final
de reacgao de 10 pL, consistindo em 5 yL de TagMan® Master Mix, 0,5 pL de sonda, 2,5 uL de agua
livre de DNAse e 2,0 yL de DNA (20 ng/uL). As condi¢des do RT-PCR foram: 1 ciclo inicial de 60°C por
2 minutos, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, seguida de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos
a 60°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram determinados os gendtipos de 96 amostras para os polimorfismos rs1128503 e
rs1045642 do gene ABCB1. Os gendtipos foram determinados por RT-PCR utilizando-se sondas
TagMan e analise por HRM e os resultados foram correlacionados, considerando-se a genotipagem
por sondas TagMan como referéncia.

Os gendtipos das amostras analisadas por HRM foram identificados pela avaliagao grafica da
curva de melting (Figura 1A) e de normalizagdo pelo gendtipo heterozigoto (Figura 1B). Em todas as
reacdes de RT-PCR foram utilizados controles positivos para os genétipos homozigoto referéncia,
heterozigoto e homozigoto variante e controles negativos (branco), substituindo-se o DNA por agua
livre de nucleases.

o

Figura 1A - Gréfico de analise da curva de melting do polimorfismo rs1045642. As amostras com
genotipo homozigoto referéncia (AA) apresentam uma temperatura de melting em torno de 85,4°C; as
amostras com genétipo heterozigoto apresentam uma temperatura de melting de 85,6°C e as amostras

com genotipo homozigoto variante (GG) apresentam uma temperatura de melting de 85,8°C.

Figura 1B - Gréafico de analise da curva de melting do polimorfismo rs1045642 normalizado pelo gendtipo
Heterozigoto (AG). As linhas acima de linha central representam o genétipo homozigoto referéncia (AA) e
as linhas abaixo representam o genétipo homozigoto variante (GG).

As genotipagens por sondas Tagman foram determinadas utilizando-se o software Rotor-Gene
Q series por meio da interpretacao grafica das fluorescéncias emitidas pelas sondas marcadas com os
fluoréforos VIC e FAM (Figura 3). Nesta técnica, o gendtipo homozigoto referéncia (AA) para o
polimorfismo rs1045642 é amplificado por uma sonda que emite fluorescéncia amarela (VIC) e é
traduzida por uma curva sigméide. Neste gendtipo, a sonda marcada com fluorescéncia verde (FAM)
nao é amplificada e apresenta uma linha reta (ndo sigmoidal). O gendtipo AG é identificado quando a
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sonda VIC e a outra sonda FAN sao amplificadas e o gendétipo homozigoto variante GG é identificado
quando aparece uma curva amplificada com a sonda FAN e a sonda VIC ndo apresenta amplificagao
(Figura 3).
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Cyeling A.Yelow - Circles
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Figura 3 - Representagéo gréfica da amplificagéo do polimorfismo ABCB1 rs1045642 por sondas TagMan. As
linhas identificadas com circulos representam a sonda marcada com fluoréforo amarelo (VIC) e as linhas

sem circulos identificam as sondas marcadas com o fluoréforo verde (FAM).

Apos as determinagdes dos gendtipos por ambas as técnicas, as mesmas foram
correlacionadas utilizando-se o calculo de Spearman, Kappa e o calculo de sensibilidade, utilizando-se
as determinagdes por TagMan como referéncia.

Das 96 determinagdes, apenas 3 nao foram coincidentes entre os métodos, para ambos os
polimorfismos estudados.

Estes resultados demonstram que a sensibilidade da determinagdo por HRM foi de 0,97 para
ambos os polimorfismos em comparacido com os resultados obtidos pela TagMan. A correlacdo de
Spearman foi de 0,940 (p-valor <0,001) para ambos os polimorfismos e o teste kappa indicou que
ambos os polimorfismos apresentaram 97% de concordancia e um kappa de 0,95 (p-valor <0,001) .
Estes resultados indicam uma alta correlagao entre os dois testes (HRM versus TagMan).

Posteriormente foram realizadas analises de custos comparativos entre os métodos. Os custos
de equipamento (Rotor-Gene Q5, centrifuga, capela, fluorimetro, pipetas, etc.), energia, coleta do
sangue, extracdo e quantificacdo do DNA sado valores iguais para os dois métodos e, portanto, nao
foram adicionados na planilha de valores. O Quadro 2 mostra os valores para a realizagcao de uma
reacao de cada método.

Ensaio Reagentes Custo (R$) N° de reacgdes Custo por reagio (R$)
Primers (foward e reverse) 170,00 2.860 0,06

HRM Master Mix 2.860,00 2.000 1,43
Total 1,49
Sondas 2.584,00 750 3,45

TagMan Master Mix 744,00 200 3,72
Total 7,17

Quadro 2 — Custos comparativos entre as duas metodologias para genotipagem de um polimorfismo do gene ABCB1.

Em relagdo a sensibilidade metodolédgica, foram realizadas as genotipagens de uma amostra
de DNA de 20 ng/uL, diluida nas proporgbes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32. Foi possivel identificar
corretamente o gendtipo da amostra em todas as diluigdes, em ambos os métodos (HRM e TagMan),
ou seja, foi possivel identificar corretamente o gendtipo em concentragdes de DNA de 0,625 ng/uL em
ambos os testes.

CONCLUSOES:
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No desenvolvimento do projeto, algumas mudangas foram necessarias, como o desenho dos
primers, que foi feito através de uma reviséao bibliografica e nao por softwares, por conta da facilidade e
rapidez do processo. Entretanto, essa alteragdo ndo impediu o desenvolvimento do estudo.

Os resultados obtidos neste projeto indicaram que a genotipagem dos polimorfismos rs1045642
e rs1128503 do ABCB1 obtida por RT-PCR e analise por HRM sao altamente sensiveis e se
correlacionam de forma significativa com a técnica de RT-PCR utilizando-se sondas de hidrélise
TagMan.

Os custos da genotipagem por HRM sdo 481% mais baratos quando comparados com a
utilizacao das sondas TagMan.

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a analise dos polimorfismos rs1045642 e
rs1128503 do ABCB171 por HRM pode ser uma alternativa metodolégica altamente sensivel e
concordante com o padrao ouro, que é a determinagao por RT-PCR utilizando-se sondas TagMan.
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