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INTRODUGAO

O receptor sensor do calcio (CASR) é essencial na regulacao do calcio extracelular no organismo, e esta presente em todos os tecidos relacionados a
homeostase do Ca®, como por exemplo, paratiredides, tiredides e rins. Mutacdes com perda de fungdo do CASR levam a desregulacdo das concentracdes de
Ca“'extracelular, causando a doenca Hipercalcemia Hipocalcitrica Familiar, manifestada em individuos heterozigotos, isto €, com apenas um alelo mutado.
Devido a perda de funcdo do CASR a concentragdo de Ca” extracelular se eleva e inibe a secrecdo do paratorménio pelas paratiredides e aumenta a
reabsorcéo renal de Ca®. Amostras de DNA de dois pacientes foram analisadas para identificar mutacdo. Este método provou ser eficiente em pré-selecionar
potenciais sitios de mutacao.

MATERIAIS E METODOS RESULTADOS

eExtracao de DNA: o DNA gendmico foi extraido do sangue periferico
utilizando o Kit Mo Bio.

e PCR (Reacao de Polimerase em Cadeia): os exons da regiao codificadora
do CASR foram amplificadas usando pares de primers especificos. Os
produtos da amplificacao foram observados em gel de agarose a 1,5%,
corados com brometo de etideo. Foram utilizados 250 ng de DNA genGmico
como molde, 200 ng de cada par de primers, 100 uM de dNTPs, 5 yL de
Buffer 3 10x, para um volume final de 50 yL. Apos um hot start a 98°C por 3
minutos, 1 yL de Taqg polimerase foi adicionada seguido de 30 ciclos de
amplificacao.

eSSCP (Polimorfismo Conformacional de Cadeia Simples): os PCRs
desnaturados dos pacientes foram comparados com o controle sadio,
baseando-se na corrida eletroforetica em gel de poliacrilamida 10% corado  Figura 2: eletroforese em gel de poliacrilamida (exon 2), A e B, controles
com SYBRGold e observado no transiluminador. O perfil de migracao de normais; C, paciente normal, D, paciente alterado.
bandas dos pacientes em estudo foram compara-dos com os controles para
a determinacao de uma alteracao na migracao.
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Flow Diagram of the SS5CP-PCR Technigue
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Figura 1: Esquema da técnica de SSCP, que identifica mutacdoes com

precisao de uma base mutada pacientes.
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