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RESUMO

A deficiéncia da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) ¢ uma
anormalidade genética de alta prevaléncia populacional que resulta em uma menor
reatividade do sistema de 6xido-reducdo eritrocitario, geralmente sem repercussoes clinicas;
estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas sdo portadoras dessa alteracao. A enzima ¢
expressa em todos os tecidos e catalisa a primeira etapa da Via das Pentoses. Nas hemacias,
essa via € de fundamental importancia na manuteng¢do do equilibrio de seu estado redox e a
deficiéncia dessa enzima pode favorecer eventos hemoliticos agudos e cronicos; e em recém

nascidos, pode contribuir para o agravamento da ictericia neonatal.

O diagnostico da deficiéncia baseia-se na atividade enzimatica, identificada através
de testes quantitativos e qualitativos. Os testes qualitativos limitam-se a agrupar individuos
em “deficientes” e “ndo deficientes”, ja4 os métodos quantitativos sdo mais precisos na
inferéncia dessa atividade. Estas técnicas podem necessitar de repeticdes dos testes para
confirmagdo de resultados incongruentes. Por outro lado, a variante genética responsavel pela

deficiéncia pode ser precisamente reconhecida através de testes de diagndstico molecular.

O presente projeto tem como objetivo desenvolver uma metodologia de identificacao
molecular da variante G202A, frequentemente encontrada na populacdo brasileira, e realizar
uma comparacao do custo-beneficio com a metodologia de sequenciamento de Sanger. Ao
todo, foram analisadas 107 amostras de sangue periférico coletado em papel filtro. Apds a
extracdo de DNA, foram realizados amplificagdo e sequenciamento do éxon 4 do gene G6PD,
onde a mutacdo se encontra. A ferramenta on line “Primer1” foi utilizada para sintetizar os
oligonucleotideo alelo-especificos para a reacdo de genotipagem TETRA-ARMS. Foram
identificados 22 individuos homozigotos para a variante deficiente, 84 individuos
homozigotos para o alelo selvagem e 1 individuo heterozigoto, resultados conformados pelo
sequenciamento direto das amostras. O custo por reagdo da TETRA-ARMS foi trés vezes
menor em comparagdo ao sequenciamento Sanger. Concluimos que TETRA-ARMS ¢ um

protocolo adequado para detec¢do da G202A em humanos.

Palavras-chave: G6PD, genotipagem, TETRA-ARMS-PCR, Sequenciamento Sanger.



ABSTRACT

Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency is a metabolic enzymatic defect
affecting 300 million people worldwide. The enzyme is present in all tissues and catalyses
the first reaction in the Pentose Phosphate pathway responsible for maintaining the redox
equilibrium in red blood cell. Deficient enzyme may lead to acute and chronic haemolytic

anaemia and neonatal jaundice.

Diagnosis for G6PD deficiency is based on biochemical quantitative or qualitative
tests. Qualitative tests only classifies subjects as “deficient” or “non-deficient”, while
quantitative tests are more precise, however both biochemical approches need a
confirmative assay to confirm ambiguous results. On the other hand molecular

identification for the molecular variants are more accurate and precise.

We developed a new molecular assay to identify the G202A molecular variant
present at high frequency on Brazilian population and comparer it to Sanger sequencing.
One hundred and seven peripheral blood sample were collected on filter paper. DNA
extraction were performed followed by G6PD exon 4 amplification and sequencing. On-
line tool “Primer1” generated allele-specific primers for TETRA-ARMS genotyping.
Twenty two subjects were deficient homozygote, eighty four wild homozygote and one
heterozygote. All subjects genotype were confirmed by Sanger sequencing. TETRA-ARMS
costs per reaction is three times lower than Sanger sequencing. We conclude that TETRA-

ARMS is a suitable protocol to detect G202A mutation on humans.

Keywords: G6PD, genotyping, TETRA-ARMS-PCR, Sanger sequencing.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a via das pentoses

A Glicose-6-fosfato desidrogenase (E.C.1.1.1.49) é uma enzima citoplasmatica
envolvida na Via das Pentoses, com fun¢do fundamental na sintese de NADPH, além de

fornecer precursores para sintese de acidos nucleicos (Cappellini, 2008; Howes et al., 2013).

A via inicia-se com a conversio da Glicose-6-fosfato (G6P) em Acido-6-
fosfoglicogénico lactona pela enzima Glicose-6-fostato desidrogenase (G6PD), em seguida,
a enzima lactonase hidrolisa a lactona a Acido-6-fosfogliconato, que por sua vez é convertido
a Ribulose-5-fosfato pela 6-fosfogliconato desidrogenase (6PGDH). Nessa etapa, a Ribulose
pode ser convertida em seu isdmero, Ribose-5-fosfato, pela Fosfopentose isomerase e
encaminhada para a sintese de acidos nucleicos, ATP e coenzimas, ou ser interconvertida a
G6P pelas enzimas Trancetolase e Transaldolase, realimentando a via (Cappellini, 2008;
Luzzatto e Poggi, 2009; Howes et al., 2013). Os intermediarios da via das Pentoses ainda

podem ser utilizados na via glicolitica (Figura 1).

A enzima G6PD ¢ essencial na regeneragao da forma reduzida da glutationa (GSH).
A enzima Glutationa peroxidase atua oxidando a GSH a glutationa oxidada (GSSG), e
reduzindo o peroxido de hidrogénio. A restauracdo da GSSG a sua forma reduzida ¢
catalisada pela enzima Glutationa redutase, dependente de NADPH, metabolizada pela
G6PD. Em condi¢des metabolicas basais, a concentracao celular de GSH, em relacao a sua
forma oxidada, encontra-se em uma razao maior que 500:1 (Cappellini e Fiorelli, 2008; Arese

etal.,2012).

Células com rapida divisao celular, como as da medula 6ssea, da pele e da mucosa
intestinal, utilizam a Ribose-5-fosfato para sintese de DNA, RNA, ATP e coenzimas
necessarias aos processos de divisao celular. Em outros tecidos, o produto essencial da via
das pentoses ndo ¢ a pentose, mas sim o doador de prétons NADPH, necessario para a

manuten¢do do equilibrio redox da célula (Cappellini, 2008; Luzzatto e Poggi, 2009).
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Figura 1: Ciclo das Pentose fosfato. Principais enzimas da via estéo representadas em azul italico. Sdo
destacados os principais produtos da Via, Ribose-5-fosfato e NADPH.

A importancia do NADPH na manuten¢do do estado redox pode ser exemplificada
nos eritrocitos de mamiferos que, por serem desprovidos de nucleo e mitocondrias, estao
constantemente expostos aos efeitos danosos dos radicais livres. As hemacias de portadores
de deficiéncia G6PD deixam de regenerar quantidades suficientes de GSH (Figura 2),
resultando na oxidagdo da hemoglobina em metahemoglobina. Com a precipitacdo da
metahemoglobina ocorre a formacao dos corpos de Heinz que se ligam a membrana celular,
enrijecendo e deformando a hemacia (Bayenes, 2011; Prchal e Gregg, 2005; Beutler, 2008).
Uma vez perdidas sua estrutura e func¢do, os eritrocitos sdo fagocitados pelos macrofagos,
podendo resultar em quadros de anemia hemolitica dependendo dos niveis de remog¢ao desses

eritrocitos da circulacao.
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Figura 2: Agdo de agentes oxidantes nos eritrocitos. Principais enzimas da via estdo representadas em azul
italico. Fonte: Luzzatto e Poggi (2009).

1.2 Aspectos Clinicos da deficiéncia
1.2.1 Agentes de estresse oxidativo e Manifestacoes Clinicas

Algumas infecgdes podem desencadear uma resposta imunologica por parte do
organismo infectado e resultar na sintese de agentes oxidativos; por exemplo, os virus da
Hepatite C (HCV) e do Papiloma Humano (HPV), que desencadeiam uma série de respostas
celulares mediadas por espécies reativas de oxigénio (Ke e Chen, 2012; De Marco, 2013).
Os agentes causadores da Hepatite A, B, pneumonia e Febre Tifoide sdo outros exemplos de
infec¢des que também podem desencadear uma crise hemolitica em individuos deficientes

em GOPD (Tugwell, 1973; Agarwal et al., 1985; Hosnut, et al., 2008).

Alguns alimentos também podem desencadear um ataque hemolitico em individuos
deficiente em G6PD. O favismo, por exemplo, constitui evento hemolitico desencadeado pela
ingestdo da Vicia faba, comumente conhecida como feijdo-fava, fava comum ou
simplesmente fava, endémica da regido mediterranea. A vidicina e isouramil sdo os
compostos oxidantes resultantes da digestdo da fava e acredita-se que sejam eles os

responsaveis pela crise hemolitica (Chevion ef al., 1982).
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Uma variedade de drogas foram reportadas como indutoras de crise hemolitica em
individuos deficientes em G6PD, reduzindo a quantidade de glutationa disponivel nos
eritrocitos e, consequentemente, impossibilitando a regeneragdo do NADPH. Apesar das
restri¢des, algumas drogas podem ser administradas em pequenas doses terapéuticas,
enquanto outras somente desencadeiam crise em portadores de variantes mais severas da

deficiéncia (Beutler, 1994; Mason, Bautista e Gilsanz, 2007).

O quadro clinico de Anemia Hemolitica Aguda ¢ geralmente associado a variantes
deficientes mais brandas. Apdés o contato com um agente oxidante, os eritrocitos de
individuos portadores dessas variantes apresentam maior degradacdo da hemoglobina e
outras proteinas estruturais, comprometendo suas fungdes. As hemacias mais afetadas sdo
entdo removidas precocemente da circulagdo sanguinea, levando ao quadro hemolitico

(Arese et al., 2012).

A maioria dos deficientes em G6PD sdo assintomaticos até a exposicao a agentes
indutores oxidativos, no entanto, algumas variantes genéticas raras resultam em fenotipos
com atividade enzimatica residual inferior a 1%. Individuos portadores dessas variantes
apresentam quadro de anemia hemolitica ndo esferocitica cronica, também conhecida como
anemia hemolitica congénita, em que o quadro hemolitico ocorre sem prévia exposi¢ao a
agentes oxidantes (Beutler, 1996). O quadro ¢ marcado por concentragio de NADPH
insuficiente para reduzir os radicais livres sintetizados pelo proprio organismo, mesmo em
condi¢des metabdlicas basais. Outras caracteristicas clinicas sdo a presenca de calculo biliar,
aumento da concentragdo sanguinea de reticulocitos e esplenomegalia. Os mesmos agentes
oxidativos que desencadeiam quadros de anemia hemolitica aguda nos portadores das
variantes brandas da deficiéncia também desencadeiam a hemolise intravascular nos
portadores de variantes severas, sendo detectados os mesmos sintomas clinicos, porém mais

acentuados (Beutler, 1996; Prchal e Gregg, 2005).

Apesar de nao apresentar relagdo de causalidade direta, a deficiéncia de G6PD pode
agravar o quadro de ictericia em neonatos (Kaplan et al., 1998; Carvalho, 2009, Isa et al.,
2017). A ictericia se caracteriza por coloracdo amarelada da pele, escleroticas € membranas

mucosas, consequente do acimulo de bilirrubina nesses tecidos, principal metabdlito
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proveniente da degradacdo das hemoglobinas de eritrdcitos senescentes removidos da
circulagdo sanguinea (Martinelli, 2004; Martelli, 2012). Nos casos de hiperbilirrubinemia
(aumento das concentragdes séricas da bilirrubina) em recém-nascidos pode ocorrer a
passagem de bilirrubina sérica para os tecidos nervosos, podendo causar disturbios auditivos,
visuais, cognitivos, € em casos mais graves, retardo mental e até obito (Bhutani et al., 2004;

Facchini e Assis, 2005).

1.2.2 Classificacao das variantes

A Organizagdo Mundial da Satde publicou em 1989 uma classificagdo das 300
variantes enzimaticas de G6PD descritas até aquele momento. A caracterizagdo enzimatica
era baseada na redugao de atividade enzimatica nos casos de deficiéncia de G6PD, constante

de Michaelis, estabilidade térmica, além da magnitude da manifestagao clinica.

As variantes foram divididas em cinco classes (Tabela 1). A Classe I inclui variantes
severas associadas a anemia hemolitica ndo esferocitica cronica e com atividade enzimatica
residual menor que 1%. Individuos dessa classe apresentam quadros frequentes e severos de
anemia e hemolise, muitas vezes dependendo de transfusdes sanguineas frequentes (Prchal e
Gregg, 2005). O carater deletério dessas variantes mais severas explica, em parte, sua baixa

frequéncia nas populagdes (Mason, Bautista e Gilsanz, 2007).

Variantes da Classe II apresentavam atividade enzimatica residual de até 10%,
enquanto a Classe III reunia aquelas que apresentam atividade entre 10% e 60%. Individuos
de ambas as classes eram assintomaticos em condi¢cdes metabolicas basais, mas quando
expostos a condi¢cdes de estresse oxidativo, podiam desenvolver quadros de anemia
hemolitica aguda, que se agravavam de acordo com a magnitude desse estresse (Prchal e
Gregg, 2005; Luzzatto, 2006). A Classe IV correspondia as variantes com atividade

enzimatica normal, enquanto a Classe V reunia aquelas de atividade aumentada.
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Tabela 1 - Classificag@o das variantes de G6PD segundo critérios estabelecidos pelo OMS.

Gravidade da

Classe oA . Atividade enzimatica
deficiéncia
Atividade inferior a 1%. Anemia hemolitica
I Severa ~ o Ny
nao esferocitica cronica
Inferior a 10%. Quadros de hemolise
II Severa . .
intermitentes
.. o i1
I Moderada Atividade entre 10 a 6Q %. Hemolise na
presenca de estresse oxidativos
.. 0
v Branda ou Nenhuma A'El\{ldade entre 60 a 100%. Sem quadros
clinicos
A% Nenhuma Atividade aumentada. Sem quadros clinicos

Os ensaios para o diagnostico fenotipico baseiam-se na deteccdo da formagao de
NADPH e H+ catabolizados pela enzima G6PD a partir de uma amostra sanguinea (Arese et

al., 2012), sendo classificados em quantitativos e qualitativos.

Os testes qualitativos indicam a atividade enzimatica de uma amostra em relacao a
atividade normal, podendo o individuo ser classificado como deficiente, ndo deficiente ou
com deficiéncia intermediaria. O teste de Brewer (Brewer et al., 1960), também conhecido
como teste de redu¢do da metahemoglobina, ¢ um teste in vitro que se baseia na formacao
artificial de metahemoglobina a partir da hemoglobina através da adi¢ao de nitrato de sodio,

seguida da estimulacdo da via das pentose na amostra com adi¢ao de azul de metileno.

Amostras ndo deficientes sdo capazes de converter a metahemoglobina a
hemoglobina, enquanto amostras G6PD deficientes nao sdo capazes de tal conversao. A baixa
sensibilidade dos testes qualitativos induz resultados ambiguos (Ferreira, 2014), limitando a

classificagdo dos individuos (LaRue et al., 2014; Roca-Felter et al., 2014).

Ja os testes quantitativos medem a atividade enziméatica da G6PD em relagdo a
quantidade de hemoglobina (U/gHb), detectando diretamente a formagdo e concentra¢do do

produto através de técnicas de espectrofotometria (OMS, 1967). Os métodos quantitativos
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sa0 mais sensiveis que os testes qualitativos, porém demandam mais tempo e recursos para
serem realizados; por esse motivo, testes qualitativos sdo utilizados como triagem da
deficiéncia e, em seguida, os testes quantitativos podem ser aplicados a fim de se confirmar

os resultados da triagem.

Além da classificacdo baseada nos pardmetros estabelecidos pela Organizacdo
Mundial de Satde, as variantes também podem ser classificadas de acordo com a frequéncia
em que sao encontradas na populacdo. Variantes polimorficas apresentam frequéncia
populacional entre 1 a 70% em uma determinada area geografica, geralmente correspondem
as classes II e Il e sdo associadas a quadros de anemia hemolitica aguda. Variantes
esporadicas correspondem a mutagdes com frequéncia inferior a 1% na populacdo. (Yoshida

et al., 1971 apud Howes, 2012; WHO, 1989; Mason, Bautista, Gilsanz, 2007).
1.3  Aspectos genéticos da deficiéncia
1.3.1 Heranca genética

O gene G6PD localiza-se na porcao telomérica do brago longo do cromossomo X,
conferindo um padrao de heranca ligada ao sexo e de forma que a deficiéncia ¢ mais
acentuada e frequente na populacdo masculina (Beutler, 1994). Na populacdo feminina, a
deficiéncia pode manifestar-se de forma mais complexa: enquanto em homens a heranga
apresenta carater bindrio no qual um individuo apresenta ou ndo a deficiéncia, em mulheres
heterozigotas, ¢ possivel identificar quadros de mosaicismo devido ao efeito de compensagao
de dose do cromossomo X. Assim, um individuo fémea pode expressar alelos diferentes, seja
selvagem ou mutado, em células diferentes do corpo. Esses quadros de mosaicismo resultam
em fendtipos que variam de selvagem até as formas deficientes (Peters e Van Noorden, 2009;

Howes et al., 2012).
1.3.2 Variantes moleculares

A G6PD ¢ uma das enzimas mais polimorficas conhecidas. Duas formas selvagens
sdo encontradas mundialmente, as isoformas G6PD B e a G6PD A+, sendo esta a mais

abundante no continente africano e aquela, mundialmente. Entre os polimorfismos
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deficientes mais frequentes estao as variantes G6PD A-, predominante no continente africano
e nas Américas, e a variante Mediterranea, predominante nas populagdes do Oriente Médio.
No continente asiatico encontra-se a maior diversidade de variantes polimorficas, sendo as
Orissa, Mandiol, Union e Kaipling as mais abundantes (Beutler, 1996; Howes ef al., 2012;

Luzzatto, 2006).

Levantamento bibliografico de Beutler e colaboradores (2002) identificou 140
mutacoes para o gene G6PD, sendo a maioria SNPs (polimorfismos de nucleotideo tnico)
do tipo missense, em que a alteracdo do nucleotideo resulta em uma troca de residuo de
aminoacido. Atualmente sdo descritas 186 mutacdes para a deficiéncia, das quais 85,4%
foram caracterizadas como SNPs missense, 8% como mutagdes multiplas, nas quais ocorrem
duas ou mais substitui¢des de nucleotideos, 5,3% como delegdes e 1% como mutacdes
intronicas. Constatou-se também que 68 variantes genéticas descritas (42,76%) pertenciam a
Classe I, sendo 32 localizadas no éxon 10, 44 variantes (27,6%) pertenciam a Classe I e 33

variantes (20,7%), a Classe III (Minucci et al., 2012).

1.3.3 Variante Africana e sua distribuicdo geografica

A variante africana G6PD A (rs1050829) e sua forma deficiente, G6PD A-
(rs1050828) sao comumente encontradas nos continentes africano e americano, sendo a
primeira caracterizada bioquimicamente por atividade enzimatica normal e rapida migragao
eletroforética, enquanto a segunda apresenta o0 mesmo padrdo de migra¢do, mas atividade

enzimatica diminuida em torno de 10%.

O sequenciamento genético dessas variantes (Hinoro e Beutler, 1988; Vulliamy et al.,
1988) revelou que a alteracdo da variante africana G6PD A se trata de um SNP do tipo
missense, com substituicdo de uma adenosina por uma guanidina no éxon 5, na posi¢do 376
do ¢cDNA (c.376G>A), resultando na troca de um residuo de asparagina por um acido
aspartico (N126D). A variante deficiente G6PD A- apresenta uma segunda substitui¢do, além
do A376G, na posicao 202, em que uma guanina ¢ substituida por uma adenina (c.202G>A)
no éxon 4 do gene, resultando na alteracao de um residuo de valina por metionina (V68M)

na cadeia de aminoacido.
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Town e colaboradores (1992) estudaram os efeitos da introdugcdo das mutagdes
presentes na variante africana em um sistema de expressdo bacteriano. Quando as mutacdes
eram introduzidas individualmente as sequéncias que codificam enzimas G6PD
recombinantes selvagens ndo era observada queda significativa da atividade enzimatica, mas
ao serem introduzidas concomitantemente as mutagdes reduziam a atividade da enzima
recombinante. Estudos estruturais destas enzimas revelaram que a introduciao das mutagdes
promovia uma instabilidade em suas estruturas secundarias, desestabilizando a a-hélice no
residuo 68 e a dobra B no residuo 126 (Gomez-Gallego et al., 1999). Concluiram que o
comprometimento do dobramento correto da enzima desestabilizava sua estrutura
quaternaria, corroborando com a suposi¢ao levantada por Town e colaboradores (1992) de
que a sinergia entre as mutagdes c.202G>A e c.376A>G promovia uma instabilidade

enzimatica que resultava em decréscimo de sua atividade.

Foi relatado na literatura apenas um Unico caso descrevendo a presenca da mutacao
202A na auséncia da 376G (Hinoro et al., 2002). O paciente apresentava atividade enzimatica
reduzida e o sequenciamento completo do gene G6PD revelou somente a presenca da
alteracdo 202G>A e uma dele¢ao de um nucleotideo na regido intronica do gene. A nova
variante, nomeada Asahi, teria surgido independentemente da mutacdo encontrada no
continente africano e, ao contrario do que foi observado in vitro, os processos de formacao e

dobramento enzimatico dentro da célula podem ocorrer de maneiras ainda ndo conhecidas.

Howes e colaboradores (2013) verificaram a distribui¢do espacial das diferentes
variantes nas regides endémicas de malaria. Nos continentes africano e americano, a
diversidade de variantes levantada foi restrita, sendo encontrada predominantemente a
variante G202A, atingindo frequéncias de até 20% na Nigéria e Costa do Marfim. O niimero
de trabalhos realizados no continente americano foi menor do que o encontrado para as outras
regides. Apenas a variante G6PD A- foi predominante entre os fendtipos deficientes,

correspondendo a 91 % dos individuos pesquisados em todos os trabalhos levantados.

O levantamento bibliografico a respeito das variantes genéticas encontradas na
América Latina e Caribe, realizado por Monteiro e colaboradores (2014), corroborou com o0s

achados descritos por Howes e colaboradores (2013). Ao todo foram conduzidos 30 estudos
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a nivel molecular em 13 comunidades distribuidas por 5 paises (Brasil, Costa Rica, Cuba,
México e Panamad). Foi constatada ampla predominancia do genétipo G6PD A-2°2, seguido
do G6PD A-"%%, G6PD Mediterraneo, Santamaria, Seatle, Belém e Chatham. No Brasil, a
variante G6PD A-?? predominava, estando presente em cerca de 80% dos individuos

portadores da deficiéncia (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuig@o das variantes deficientes da G6PD na América Latina. Fonte: Monteiro ef al., 2014.

1.4 Genotipagem de SNPs

As alteracdes de nucleotideos do tipo SNP podem ser por transi¢do (purina > purina
ou pirimidina >pirimidina) ou transversdao (purina > pirimidina e vise versa) (Vignal et
al.,2002). A alteracdo ¢ considerada um polimorfismo quando a frequéncia populacional do
alelo menos frequente ¢ de, no minimo, 1%; caso seja inferior, a alteracdo ¢ considerada
como uma mutacdo rara. Alteragdes do tipo SNP representam cerca de 90% da variedade

genética na espécie humana (Twyman, 2004) e no ambito da deficiéncia de G6PD, sao
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responsaveis por cerca de 85% das variantes descritas (Minucci ef al., 2012), entre as quais

encontra-se a variante deficiente G6PD Africana, frequentemente encontrada no Brasil.

As técnicas de genotipagem de SNPs consistem em basicamente duas etapas, a
primeira sendo a discriminagdo alélica através da geracdo de produtos alelo especificos,
sendo mais comumente empregadas as técnicas por hibridizacdo, extensdo de
oligonucleotideo, reacao de ligacdo e clivagem enzimadtica. A segunda etapa envolvendo os
mecanismos de deteccao dos produtos alelo especificos gerados, entre os quais estdo a
deteccao por fluorescéncia, fluorescéncia ressonante por transferéncia de energia e

polarizagado fluorescente.

1.4.1 Discriminacao alélica

Hibridizacao

A hibridizagdo utiliza-se da estabilidade térmica do DNA dupla fita para distinguir
uma sonda perfeitamente pareada ao seu DNA alvo de uma sonda imperfeitamente pareada.
Sao sintetizadas duas sondas alelo especificas, cada qual ligando-se perfeitamente em seu
alelo correspondente. As condi¢des de hibridizagao devem ser estringentes o suficiente de
modo a permitir a hibridizag¢do correta entre sonda e template € ao mesmo tempo impedir a

hibridizacdo inespecifica.

A técnica ¢ amplamente utilizada por ser relativamente simples e dispensar reagdes
enzimaticas, no entanto isso torna a reacao demorada, sendo necessarios periodos de
incubagdo de 16 a 24 horas (Kim e Misra, 2007). A manuteng¢ao constante da temperatura de
hibridizacdo e o desenho das sondas alelo especificas sdo etapas essenciais no ensaio de
hibridizacao (Kwok, 2001), além disso outros parametros como a sequéncia do DNA que
flanqueiam o SNP e a estrutura secundaria da sequéncia alvo também podem interferir na

eficiéncia da reacdo (Syvinen, 2001).

Extensao de oligonucleotideo

O processo por extensdo de oligonucleotideo se baseia na capacidade da enzima DNA

Polimerase de incorporar dANTPs complementares a sequéncia alvo, tendo um oligo anelado
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ao DNA como sequéncia iniciadora da polimerizacao. A discriminagdo por extensao pode
seguir a abordagem por mini sequenciamento ou alelo especifica (Kwok, 2001; Vignal ef al.
2002; Kim e Misra, 2007; Twyman, 2009). No mini sequenciamento, o oligonucleotideo se
anela imediatamente antes do SNP, de forma que a identificagdo do primeiro nucleotideo

incorporada ao oligo permite a genotipagem do SNP em questao.

A abordagem alelo especifica se baseia na capacidade da enzima DNA Polimerase de
amplificar uma sequéncia alvo a partir de um oligonucleotideo alelo especifico perfeitamente
complementar ao DNA template (Kwok, 2001; Twyman, 2009). O mismatch resultante entre
um oligo alelo especifico com um alvo inespecifico causa instabilidade no sistema de
amplificacdo suficiente para inibir a extensao pela polimerase. Dessa forma, a amplificacdo
ocorre apenas na presenca do oligonucleotideo alelo especifico com seu alvo correspondente

(Kim e Misra, 2007; Twyman, 2009).
Reacdo de Ligacao

A reagdo de ligacdo pela enzima DNA Ligase ocorre através da formagao da ligacdo
fosfodiester entre dois fragmentos de DNA adjacentes. A ligagdo enzimadtica somente
ocorrera se ambos os fragmentos estiverem perfeitamente anelados ao DNA femplate. Para a
técnica sao sintetizados um oligonucleotideo, comum aos dois alelos, e um segundo alelo
especificos contendo o SNP, de modo que o sitio do polimorfismo esteja localizado entre os
dois oligonucleotideos (Kwok, 2001). Caso ocorra anelamento perfeito entre o oligo alelo
especifico e o oligo comum com o DNA alvo, a enzima DNA Ligase ¢ capaz de unir esses
dois fragmentos de DNA, enquanto um anelamento inespecifico inibe a a¢do da enzima.
Através da detecgao do tamanho dos produtos de ligacao € possivel determinar o gendtipo de

uma amostra.
Clivagem Enzimatica

A técnica de RFLP utiliza-se de enzimas capazes de clivar DNA ao reconhecerem
sitios com uma sequéncia de DNA altamente especifica, denominada sitio de restricdo. E
necessario que o SNP esteja contido em um sitio de restrigdo de modo que um dos alelos

permita o reconhecimento enzimatico enquanto o segundo alelo acabe por destruir o sitio de
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restricao (Kim e Mirsa, 2007). A descriminagdo alélica pode ser determinada através da

identificagdo dos produtos de restri¢ao.
1.4.2 Deteccao alélica
Deteccao por Fluorescéncia

E uma técnica simples e de facil implementagio, podendo ser incorporada por meio
de intercalantes que se ligam a DNA dupla fita. Brometo de etidio e GelRed® sao comumente
utilizados para identificacdo de produtos de restricdo e amplificagdo por sondas alelo

especificas.

A incorporacdo também pode ser alcancada por meio de ddNTPs, sondas de
hibridizacdo ou oligonucleotideos marcados com fluorescéncia. (Vignal, et al., 2002). A
genotipagem por mini sequenciamento utiliza desse tipo de deteccdo para identificar os

ddNTPs incorporados ao oligo iniciador.
Fluorescéncia por transferéncia de energia ressonante (FRET)

O evento de transferéncia de energia ressonante ocorre quando 2 fluordforos
fisicamente proximos na sonda, um doador e um receptor, apresentam seus espectros tal que

o espectro de emissdao do doador se sobrepde ao espectro de excitacao do receptor.

Quando o fluoréforo doador ¢ excitado, a energia proveniente dessa excitagdo ¢
transferida através de interacdo dipolo-dipolo ao receptor, excitando-o. Ao ser excitado, o
doador emite fluorescéncia em seu comprimento de onda especifico (Vignal et al., 2002; Kim
e Mirsa, 2007). De modo geral, qualquer reagdao de genotipagem que venha a separar ou
aproximar o fluoréforo doador do receptor de modo a destr6i ou promove a FRET. Os kits
comerciais TagMan® sdo ensaios de genotipagem que utilizam a atividade exonuclease 5’
da enzima polimerase para distingdo alélica e a FRET como estratégia de identificagdo

genotipica.

O ensaio Tagman®, além das sondas que flanqueiam a regido do SNP de interesse, ¢

constituido por um segundo par de sondas, as sondas Tagman®, cada qual designada para
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um alelo especifico. Ancoram-se as sondas Tagman® um fluor6foro reportador e um
“quencher” com propriedade de capturar sinais de fluorescéncia, promovendo a FRET e
inibindo a emissao de fluorescéncia do reportador. Quando a sonda Tagman® se hibridiza
ao seu alvo alelo especifico, a atividade exonuclease 5’ da polimerase cliva a sonda de modo

a cessar a FRET, permitindo a emissao da fluorescéncia do indicador.

Polarizacao Fluorescente

Quando uma molécula fluorescente ¢ excitada por uma luz plano polarizada, ela pode
emitir uma fluorescéncia polarizada em diferentes graus, detectada por um analisador de
polarizagao fluorescente. O grau de polarizacao da emissao esta relacionado a velocidade de
rotacdo da molécula na solugao, que por sua vez, ¢ inversamente proporcional a sua massa
molecular Kwok, 2001; Twyman, 2009). Moléculas de baixa massa molecular rotacionam
mais rapidamente e em diferentes planos, promovendo maior despolarizagao da luz, enquanto
moléculas de maior massa molecular tendem a rotacionar mais lentamente ¢ em um plano
fixo, de modo a permitir a reflexdo polarizada. Diferentemente das outras técnicas de
detecgdo por fluorescéncia, a fluorescéncia polarizada se baseia na relagdo entre os angulos
de polarizacao da fluorescéncia, independentemente da intensidade da fluorescéncia, desde

que esteja acima do limite de detec¢ao do instrumento.

A técnica pode ser utilizada para detectar produtos de diferentes massas moleculares,
variando de nucleotideos livres até oligonucleotideos de 60 bases (Kwok, 2002), como os
produzidos pelas estratégias de extensao de oligonucleotideo, clivagem enzimatica e ligacao

enzimatica (Chen et al., 1998; Mein et al., 2000; Kwok, 2001).

1.4.3 Sequenciamento Direto

O sequenciamento direto do gene, também conhecido como método de Sanger ou
método de terminacgdo de cadeia (Sanger et al., 1977), ainda vem sendo utilizada como padrao
ouro na identificagdo de mutagdes pontuais na sequéncia do DNA. A reacdo se utiliza dos
desoxinucleotideos (ANTPS) e de didesoxinucleotideos (ddNTPs) que diferem daqueles pela
auséncia do grupamento hidroxila no carbono 3’ da pentose, impossibilitando a continuidade

da polimerizagdo da cadeia, além da presenga de uma fluorescéncia especifica para cada
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didesoxinucleotideo. A razdao dNTP/dANTP na reagdo de sequenciamento ¢ tal que gera
fragmentos de diversos tamanhos que se diferenciam em um nucleotideo. Os diferentes
fragmentos sdo separados por eletroforese, seja por eletroforese em gel de poliacrilamida ou
eletroforese capilar, e a medida que os fragmentos vao migrando ao longo da matriz, o
sequenciador realiza a identificagdo de cada fluorescéncia correspondente ao ddNTP

incorporado ao fragmento (Sanger et al., 1977, Shendure e Ji, 2008) (Figura 4)

TAGGGTACACTCTGACGTACGTACG
TAGGGTACACTCTGACGTACGTAC
TAGGGTACACTCTGACGTACGTAC
TAGGGTACACTCTGACGTACGTA
TAGGGTACACTCTGACGTACG
TAGGGTACACTCTGACGTAC
TAGGGTACACTCTGACGTAC
TAGGGTACACTCTGACGTA
TAGGGTACACTCTGACG
TAGGGTACACTCTGAC
TAGGGTACACTCTGAC
TAGGGTACACTCTGA

. TAGGGTACACTCT e
f TAGGGTACACTCT — P—
‘ TAGGGTACACTC \ \

Laser TAGGGTACAC
TAGGGTACAC Detector B C

Figura 4: Sequenciamento Sanger. Apos a reagdo de sequenciamento os fragmentos sdo separados de acordo
com a massa molecular por eletroforese capilar, a fluorescéncia dos ddNTS incorporados sdo identificados e
traduzidos na sequéncia do DNA alvo.

1.4.4 PASA-PCR e ARMS

As técnicas de PASA-PCR (Polymerase Amplification of Specific Alleles) (Sommer
et al., 1989) e ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (Newton ef al., 1989),
utilizadas na genotipagem de marcadores moleculares do tipo SNPs, sdo métodos baseados
na extensdo de oligonucleotideos alelo especificos com deteccdo por intercalante
fluorescente. Os oligos alelo especificos se hibridizam especificamente a um determinado
alelo. O mismatch entre o oligonucleotideo com o alelo ndo especifico torna a amplificacao
pela DNA polimerase refrataria, ou seja, ineficiente. O design dos oligonucleotideo alelo
especificos de Newton (1989) apenas se diferenciava do proposto por Sommer e
colaboradores (1989) pela presenga do nucleotideo alelo especifico na posi¢ao 3’ terminal,

além de um segundo mismatch na penultima posi¢cdo da por¢do 3’ terminal. Os autores
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constataram que a presenca do mismatch adicional conferia maior especificidade a reagao de
amplificagdo. A tabela 2 elenca as principais caracteristicas das reagdes de PCR-PASA e

ARMS.

Tabela 2: Comparagdo entre TETRA-ARMS e Bi-PASA.

TETRA-ARMS Bi-PASA
Posigao mzsr?aatch 3' terminal 3' terminal
alelo especifico
Mismatch
. presente ausente

adicional

Cauda ausente facultativo

Razao entre oligo 10:1 1:1

interno/externo

Tanto a técnica de PASA quanto a ARMS necessitavam de 2 reagdes de amplificacao
independentes, uma para a amplificagdo do alelo selvagem e uma para o alelo mutado, cada
qual utilizando seu respectivo oligonucleotideo alelo especifico. Lo e colaboradores (1991)
propuseram uma adaptacdo da abordagem proposta por Newton em que a reagdo de
amplificacdo para ambos os alelos ocorria em uma Unica reagdo. A estratégia “double-
ARMS”, ou TETRA-ARMS como viria a ser conhecida mais tarde, era constituida por uma
PCR em que os oligos alelo especificos para os alelos selvagem e mutado, um no sentido

sense e outro no sentido antisense, encontravam-se presentes na mesma reagao (Figura 5).

Liu e colaboradores (1997b) propuseram uma abordagem baseada em PASA andloga
ao TETRA-ARMS, com a amplificagdo bidirecional de alelos especificos (Bi-PASA),
diferenciando do TETRA-ARMS em 2 quesitos: a) a presenga de uma cauda rica em CG na
porcao 5’ dos oligonucleotideos alelo especificos, em detrimento do mismatch adicional da
TETRA-ARMS; e b) a proporgao entre os oligos alelo especificos/oligos externos do sistema
refratario pode ser até 35 vezes mais concentrada, enquanto a Bi-PASA utilizava quantidades

equimolares.
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A primeira abordagem de identificacdo molecular de variante de G6PD baseada na
amplificacdo de alelos especificos foi proposta por Liu e colaboradores (1997a). Através dos
ensaios de PASA, os pesquisadores puderam determinar a frequéncia populacional da
variante C1311T da deficiéncia G6PD em diferentes etnias. Outros autores também
aplicaram a metodologia para identificar a variante africana A- (G202A e A376G) (Liese,
Siddiqi e Spolarics, 2000; Haloui et al., 2016; Laouini et al., 2017), corroborando com os

resultados das analises por RFLP.
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Figura 6 - Representagdo da reagdo TETRA-ARMS PCR para identificacdo da variante deficiente
G202A. A reagdo ¢ constituida por um oligonucleotideo sense externo, denominado F(externo),
oligo antisense externo, R (externo), e pelos oligos internos alelo especificos A, para o alelo
mutado, e C, para o alelo selvagem. A) Na presenga de uma amostra mutada, o oligonucleotideo
interno alelo especifico A se anela ao DNA, enquanto o oligo alelo especifico C torna-se refratario.
B) Na presenca de uma amostra selvagem ocorre o anelamento do alelo especifico C em
detrimento do oligonucleotideo interno A. C) Representagdo dos produtos de PCR formados para
amostras selvagem, mutada e heterozigota. 1: produto dos oligos externos, 2: produto alelo
especifico mutado, 3: produto selvagem.
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Du e colaboradores (1999) sintetizaram oligonucleotideos para ensaios de PASA na
tentativa de genotipar as mutagdes G1388A e G1376T, comumente presentes na populacao
chinesa, no entanto, observaram que esses oligos ndo eram especificos o suficiente para
discriminar os alelos. Somente com a abordagem baseada em ARMS os pesquisadores
conseguiram genotipar as variantes. Os pesquisadores concluiram que alguns mismatches
entre oligos/template, como C/T, A/A e T/T, eram mais refratarios que outros, conforme
observado anteriormente (Newton, 1989). A intensidade de cada tipo de mismatch ¢
apresentada na tabela 3. Os ensaios de ARMS também se mostraram efetivos na genotipagem
das variantes Mediterranea C563T (Maffi et al., 2002; El-Gezeiry et al., 2005; Armaout et
al.,2010; Osman et al., 2014).

Tabela 3: Forca refrataria de mismatch entre oligos e template. Fonte: Little 1995.

Forca refrataria Mismatch
Maxima GA,CT, TT
Forte CC

Média AA, GG
Fraca CA, GT
Nenhuma AT, GC
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2. JUSTIFICATIVA

As metodologias empregadas no diagnostico da deficiéncia de G6PD se baseiam na
inferéncia da atividade enzimatica, seja por meios quantitativos ou qualitativos. Apesar dos
parametros de atividade enzimatica serem estabelecidos pela OMS, alguns autores defendem
a utilizacdo de outros valores de referéncia (Kilicdag et al., 2013; Miao ef al., 2013). Além
disso, alguns aspectos clinicos também podem interferir na atividade enzimatica, por
exemplo, um elevado niimero de reticuldcitos na corrente sanguinea, que pode induzir
resultado falso negativo, uma vez que esse tipo de célula possui atividade enzimatica mais

elevada em relagdo aos eritrocitos maduros.

Além desses fatores intrinsecos a técnica, as condi¢cdoes de armazenamento ¢
transporte das amostras também interferem nos resultados, pois a exposicao a longos
periodos de condi¢des inadequadas de armazenamento promove degradacdo da enzima
presente na amostra (Minucci et al., 2009), induzindo reducdo da atividade enzimatica e,

consequentemente, podendo levar a resultado falso positivo.

Os métodos moleculares para genotipagem eliminam os vieses da abordagem
bioquimica, permitindo um diagnostico mais preciso da deficiéncia. No entanto as
metodologias disponiveis sdo de custos elevados e demandam estrutura laboratorial
especializada, dificultando a implementagao desse tipo de diagnostico. Técnicas alternativas
vém sendo estudadas visando a diminui¢ao desses custos e a facilitacdo da implementacao
do diagnodstico molecular da deficiéncia de G6PD. No presente trabalho, a abordagem por
TETRA-ARMS ¢ apresentada como alternativa ao sequenciamento Sanger para identificar a

variante deficiente ¢.202G>A.
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3. OBJETIVOS

Objetivos

1) Desenvolver uma metodologia de genotipagem para a variante G202A baseada em

PCR alelo especifica;

2) Comparar o método proposto com a metodologia de sequenciamento Sanger,
utilizada para a identificacdo da variante em questao, avaliando o custo-beneficio.
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4. METODOLOGIA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), numero do parecer 2105909, CAAE numero
67052317.6.0000.5411.

Foram analisadas 107 amostras de sangue periférico colhidas em papel filtro de
pacientes atendidos pelo setor de Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) —
UNESP, de faixa etaria entre 0 e 11 anos de idade, apds consentimento dos responsaveis. A
amostragem foi constituida por 27 individuos com suspeita da deficiéncia de G6PD,
recebendo a designacdo GD, e 80 individuos sem qualquer suspeita, designados GE. Gotas
de sangue foram pingadas em um cartdo de coleta contendo papel filtro absorvente. Apds a

secagem do material, os cartdes foram armazenados até o momento da extragao.
4.1 Extracdo de DNA e amplificacdo do éxon 4

A extracdo de DNA foi realizada através do protocolo de extracdo alcalina adaptado
de Klintschar e Neuhuber (1999). Para cada amostra, um pedaco de 3 mm? do papel filtro foi
cortado e incubado com 10 pL. NaOH (0,1M) a 75° C por 15 minutos. Apds incubagdo, foram
adicionados 90 pL de Tris-Hcl (0,02M, pH 8,0).

Os oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do éxon 4, onde encontra-se a
variante G202A, foram desenhados com auxilio da ferramenta “Primer3plus”
(http://www .bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), disponivel em

30/10/2016) (Untergasser et al., 2012). As sequéncias dos oligos encontram-se na tabela 4:

Tabela 4: Oligonucleotideos para amplificagdo da regido do éxon 4 do gene G6PD.

Oligonucleotideo Sequéncia 5'-3' SNP T melt
G6PD _3+4F AGTGCCCAGATCACCAAGGG
G202A  60°C
G6PD _3+4R TGATTGGCGGAGAAAACG
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Foi utilizado kit GoTag®DNA Polymerase (PROMEGA) nas seguintes condigdes:
1X tampao de reacdo GoTaq®DNA Polymerase (200 uM dNTPs, 1,5mM MgCl,, pH 8.,5),
0,15 uM de cada par de oligonucleotideo, 5 uL. de extrato do DNA, em volume final de 20
uL de reagdo. O ciclo de PCR foi constituido por uma desnaturacao inicial de 95° C por 3
minutos seguida por 30 ciclos de 95° C por 30 segundos, 59° C por 30 segundos e extensao
de 72°C por 30 segundos, seguida por extensdo final de 72° C por 5 minutos, realizada em
equipamento VERITI (Applied Biosystems). O amplicon de 571 pb gerado na PCR pode ser

visualizado em gel de agarose 1,5 %.

4.2  Purificacdo da PCR

Apos a confirmagdo da PCR, os amplicons foram purificados utilizando beads
magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences), segundo instrugdes do
fabricante. As amostras foram quantificadas no espectrofotdometro NanoDrop™ 1000 e em

seguida suas concentragdes foram normalizadas a 20 ng/uL.

4.3 Sequenciamento Sanger

Os amplicons foram sequenciados pela metodologia de Sanger em sequenciador
capilar automatico ABI3500 (Applied Biosystems). Foi utilizado o kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) com as seguintes adaptacdes de protocolo: 1,5
ul de BigDye™ Terminator v3.1 Buffer (5X), 2,5 pmol do oligo G6PD 4R, 15ng do
amplicon purificado em 10 pL de volume de reagdo. A purificagio da reagdo de
sequenciamento foi realizada utilizando etanol e EDTA, conforme recomendagdes do
fabricante. Os eletroferogramas foram analisados no programa Genious (Kearse et al., 2012)
e alinhados com a sequéncia de referéncia do gene G6PD (NG _009015.2) depositada no
banco de dados do NCBI.

4.4 Padronizacao da reacao de PCR alelo especifica

Foi utilizada a ferramenta online “primer1” (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html,

disponivel em 12/06/2017) (Ye et al., 2001) para o desenho dos oligonucleotideos TETRA-

ARMS, sendo os oligos internos alelo especificos designados 202A F2 e 202G _R2 e os
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externos, G6PD4 F2 e G6PD4 R2 (Figura 4). Baseado em desenhos gerados pelo “primer1”,
foram sintetizados outros oligonucleotideos alelo especificos pelo nosso laboratorio:
202A F2.2 e 202G _R2.2. Q202A F4, Q202G F4 e Q202 4R foram inicialmente

sintetizados para a reagdo de ARMS. A sequéncia encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 — Oligonucleotideos utilizados para PCR alelo especificos. Nucleotideos sublinhados correspondem
a mismatch com o DNA template. As designagdes 202A e 202G no nome dos oligos internos sdo referentes
aos alelos mutado e selvagem, respectivamente. GOPD _4F2 ¢ G6PD _4R2 correspondem aos
oligonucleotideos externos.

Oligonucleotideos Sequéncia 5'-3' T melt
202A F2 CCCGAAAACACCTTCAGCA 55,7°C
202G_R2 GGAACGGGCATAGCCAAC 56,6 °C

G6PD_4F2 GTGTGTCCCACCACTGCC 59,7°C
G6PD_4R2 GCAGGAGAGGAGGAGAGCAT 58,6 °C
202A F2.2 CCGAAAACACCTTGATCA 49,9°C
202G_R2.2 GAACGAGCATAGCCCAC 53,2°C

Antes de iniciar a padronizacao da PCR alelo especifica, foram realizados testes para
determinar a concentracdo adequada de DNA femplate a ser utilizada na PCR. Como
template foi utilizada a reagdo de PCR para o sequenciamento de Sanger, purificada e
normalizada a 20ng/uL (item 3.2). A amostra GD017 homozigota para o alelo mutado foi
utilizada em uma série de amplificacdes com os oligos 202A F2 e G6PD 4R2, gerando um
fragmento de 200 pb para o alelo mutado, € 202G _R2 com G6PD 3+4F, gerando amplicon
de 282 pb para o alelo selvagem, com dilui¢des do DNA template variando de cem até um

milhao.

O teste de TETRA-ARMS PCR inicial consistia em um gradiente de temperatura de
anelamento, variando de 64°C até¢ 54°C. Foram utilizados 1X tampao de reagdo
GoTag®DNA Polymerase (200 uM dNTPs, 1,5mM MgCL, pH 8,5), concentragdo equimolar
de 100 nM dos oligonucleotideos 202A_F2, 202G _R2, G6PD 4F2 e G6PD_4R2 e 1 uL de
DNA template descrito no item 3.2. O ciclo de PCR foi realizado no equipamento VERITI
(Applied Biosystems) com a seguinte ciclagem: ciclo de 95° C por 3 minutos seguido por 30

ciclos de 95° C por 30 segundos, ciclos de temperatura de anelamento variando de 64°C a
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54°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 30 segundos, seguida por uma extensado final

de 72° C por 5 minutos.

ApOs os ensaios para determinar a temperatura de anelamento a ser utilizada no ciclo
de PCR alelo especifica, foi testado o efeito do aumento da concentragdo dos
oligonucleotideos internos em relacdo aos externos da reagdo, atingindo concentragdes até
10 vezes maiores. As recomendacdes dos testes de gradiente de anelamento e do aumento
das concentragdes dos oligos internos foram sugeridas por Medrano e Oliveira (2014) em seu

guia para padronizagdo de reacdo TETRA-ARMS.

Os oligonucleotideos desenhados com o programa “primer‘‘somente possibilitaram
o desenvolvimento da PCR ARMS, sendo necessario uma reacdo de amplificagdo
independente para cada alelo da variante testada. A reagdo era constituida por 1 pL de DNA
template descrito no item 3.2, 1X tampao de reacdo GoTaq®DNA Polymerase (200 uM
dNTPs, 1,5mM MgCl,, pH 8,5), 300 nM do oligo alelo especifico 202A_F2.2, 300 nM do
G6PD 4R2 e 30 nM do G6PD_4F2 para o alelo A. Sao esperadas bandas de 318 pb para o
amplicon externo e 200 pb referente ao alelo mutado. Para o alelo G foi utilizado 1X tampao
de reagdo GoTag®DNA Polymerase (200 uM dNTPs, 1,5mM MgCl,, pH 8,5), 300 nM do
oligo alelo especifico 202G _R2, 300 nM do G6PD 3+4F e 30 uM do G6PD 4R2. Sao

esperadas bandas de 446 pb para o amplicon controle e 283 pb referente ao alelo selvagem.

O ciclo de PCR fouchdown utilizado para ambas as reagdes alelo especificas era
constituido por ciclo de 95° C por 3 minutos seguido por 10 ciclos de 95° C por 30 segundos,
65° C com redugao de 0,5°C a cada ciclo por 30 segundos e extensao de 72° C por 30
segundos, seguida por 28 ciclos de 95° C por 30 segundos, 60° C por 30 segundos, extensao

de 72° C por 30 segundos e uma extensao final de 72° C por 5 minutos.

4.5 Reacao TETRA-ARMS

A reacdo de TETRA-ARMS foi realizada com os reagentes GoTaq®DNA
Polymerase (PROMEGA) nas seguintes condi¢des: 1X tampao de reacdo GoTag®DNA
Polymerase (200 uM dNTPs, 1,5mM MgCIl2, pH 8,5), 200 nM dos oligonucleotideos alelo
especificos Q202A F4 e 202G_R2.2, 75 nM dos oligos externos G6PD 4F2 e Q202 R4, e
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1 uL de DNA template descrito no item 3.2. Para a ciclagem de PCR foi utilizado um ciclo
touchdown com denaturagdo inicial de 95°C por 3 minutos, 9 ciclos fouchdown de 95°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos com decréscimo de 0,5°C a cada ciclo, extensdo de 72°C
por 30 segundos, seguida por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e
72°C por 30 segundos. Os resultados da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose
3%. Sdo esperados amplicon controle de 403 pb referente aos oligos externos, 289 pb para o

alelo mutado A e 153 pb para o alelo selvagem G.
4.6 Comparacio de custos

Os custos para a realizacdo da genotipagem da variante G202A pelas técnicas de
TETRA-ARMS e sequenciamento de Sanger foram baseados nos valores praticados no
periodo da elaboragdo desse trabalho. Para a elaborag¢do dos custos de cada metodologia foi
realizado o levantamento de custos dos insumos utilizados, como reagentes, kits, ponteiras e
microtubos, e da implementacdo dos equipamentos necessarios para a realizacdo de cada
técnica. A lista dos equipamentos e insumos necessarios encontram-se nas tabelas 7 e 8,

respectivamente.

Os equipamentos e reagentes ndo foram, necessariamente, os mesmos utilizados
durante a elaboragdo do presente trabalho, porém suas funcionalidades e configuragdes

atenderam as necessidades para a realizagao dessas técnicas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extra¢ao de DNA e Amplificacao

Apos a realizacao da coleta, as amostras passaram pela etapa de extragdo de DNA
alcalina segundo protocolo descrito no item 3.1. A regido do éxon 4 do gene G6PD foi
amplificada pela técnica de PCR e os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1,5%.
A amplificacdo foi bem-sucedida para a maioria das amostras e, naqueles casos em que nao

houve amplificagdo, foi realizada uma nova reag¢do de amplificagdo com aumento no volume
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de extrato de DNA na reacdo. Nos casos de repeticoes os volumes variaram de 6 a 10 puL. Os

resultados da PCR podem ser visualizados na figura 5.

Figura 7: PCR do éxon 4 do gene G6PD. Produto esperado de 571 pb amplificado para as amostras GD001 a
GDO027. NTC: Controle negativo. M: Marcador de peso molecular.

5.2  Purificacdo e Normalizacao

Apoés a purificacdo descrita no item 3.2, os amplicons foram quantificados no
espectofotometro NanoDrop 1000 e em seguida as concentracdes das amostras foram
normalizadas para 20 ng/uL para as etapas seguintes de sequenciamento e para padronizagao

da PCR alelo especifica.

5.3 Sequenciamento de Sanger

Inicialmente foi realizado o sequenciamento direto das 2 amostras. GD017 e GDO18
jé haviam sido diagnosticadas previamente como mutada e selvagem para a variante africana,
respectivamente. (Figura 8). O programa Genious permitiu indicar a posi¢ao na sequéncia
referéncia do gene G6PD onde encontra-se a variante africana, para facilitar a localiza¢ao do
SNP. O sequenciamento confirmou o diagnéstico prévio das amostras controle. As demais
105 amostras foram sequenciadas ap6s a padroniza¢do da reacdo PCR alelo especifica. Os

eletroferogramas encontram-se no Anexo A.
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Figura 8: Sequenciamento do éxon 4 do gene G6PD. Os eletroferogramas das amostras foram alinhados com
a sequéncia referéncia NG 009015 depositada no NCBI. O quadrado laranja indica a posi¢ao onde a variante
G202A ¢ encontrada. A: eletroferograma da amostra GDO17. B: eletroferograma da amostra GDO18.

5.4 Padronizacio da PCR alelo especifica

Os testes de concentracdo do DNA femplate permitiram estabelecer a concentracao
ideal de material a ser utilizado nas reagdes de amplificagdo. E possivel observar que a
amostra GD017, homozigota para o alelo mutado A, apresentou amplifica¢do detectavel em
diluicoes de até cem mil vezes para a reacdo especifica para o alelo selvagem (Figura 7A).
Ja os resultados da reagdao de amplificagdo que utilizava oligonucleotideos especificos para
o alelo selvagem G (Figura 7B) apresentaram falso positivo para a amostra nas dilui¢des de
cem e mil vezes, evidenciado pela presenga da banda de 319 pb correspondente ao alelo

selvagem.

Esses resultados revelaram que, nas reagdes de PCR alelo especificas, concentragdes
elevadas de template podem resultar em amplificagdes inespecificas, induzindo a
identificacdo incorreta da variante. Sendo assim, a diluicado de cem mil vezes foi adotada
como ideal, de modo a permitir a visualizacao da amplificacao do alelo especifico no gel de

agarose € a0 mesmo tempo inibir a amplifica¢do inespecifica.
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Figura 9: Padronizagio da concentragdo de DNA template para reagdo de PCR alelo especifica. Foi utilizada a
amostra GD017, homozigota para o alelo A para todos os testes. A: PCR alelo especifica para o alelo A
utilizando os oligonucleotideos 202A _F2 ¢ G6PD 4R2. Linhas 1 a 6 representam diluigdes seriadas do DNA
template, de cem vezes até dez milhdes. B: PCR alelo especifica para o alelo G utilizando os oligos 202G_R2
e GO6PD_4F. Linhas 1 a 3 indicam dilui¢des seriadas de cem a dez mil vezes. M: marcador de peso molecular
100 pb.

Os oligonucleotideos para a reacdo de TETRA-ARMS foram desenhados com o
programa “primerl”. Para os testes foram utilizados na reagdo de PCR os oligos externos
G6PD _4F2 e G6PD 4R2, juntamente com os oligos internos 202A F2 e 202G _R2. As
primeiras tentativas da TETRA-ARMS PCR para a variante africana ndo foram bem-
sucedidas. Foram testadas temperaturas de anelamento de 64°C a 54°C com concentragdes
equimolares dos oligos. Houve amplifica¢do do fragmento controle, com tamanho de 318 pb,
em contrapartida, ndo houve amplificagdo alelo especifica, mesmo em temperatura de
anelamento de 54°C (Figura 8). O aumento da concentragdo dos oligonucleotideos internos

na reagao de PCR também nao surtiram resultado esperado (Figura 9).
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Figura 10: Gradiente de temperatura de anelamento variando de 64 a 54 °C para a reagdo TETRA-ARMS.
Foram utilizadas as amostras GD017 e GD018 de gendtipo conhecido. M: marcador de peso molecular.

Figura 11: Aumento gradual da concentrag¢do do oligonucleotideos internos na reacdo de TETRA-ARMS.
Foram testadas concentra¢des de 0,1 a 1 uM dos oligonucleotideos internos. M: marcador de peso molecular.
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Figura 12: Reagdo ARMS-PCR. A: reagéo alelo especifica para identificagdo do alelo mutado A.
Amplificagdo da banda controle (318 pb) e da banda alelo especifica para o alelo A (200 pb). B: reacdo alelo
especifica para identificagdo do alelo selvagem G. A. Amplificagdo da banda controle (446 pb) e da banda
alelo especifica para o alelo G (283 pb). M: marcador de peso molecular.

A genotipagem da variante utilizando os oligonucleotideos sintetizados pelo
programa “primerl” permitiram a distingdo dos alelos apenas na conformagdo ARMS-PCR,

sendo necessaria a realizagdo de uma reacdo para cada alelo testado (Figura 10B).

Posteriormente a esses resultados, novos oligonucleotideos foram desenhados na
tentativa de padronizar a reacdo de TETRA-ARMS. Os oligos internos 202A F2.2 e
202G _R2.2 foram baseados naqueles desenhados no primerl, porém mais curtos, o que
resultava em menor temperatura de melt. Foram realizados os mesmos testes de temperatura
de anelamento e alteragdo na concentragdo dos oligonucleotideos internos, mas assim como
constatado anteriormente, a genotipagem s6 foi possivel com a estratégia de ARMS-PCR.

(Figura 10A).

Durante o desenvolvimento de ensaios Bi-PASA, Liu e colaboradores (1997b)
constataram que a adi¢do de uma cauda rica em GC na extremidade 5’ do oligonucleotideo
promovia aumento na eficiéncia de amplificagdo, além de evitar a formagao de megapriming,
evento que ocorre quando o fragmento amplificado age como uma sequéncia iniciadora para
um fragmento maior. Partindo dessa premissa, foram sintetizados os oligonucleotideos
Q202A F4 e Q202G _F4, alelos especificos mutado e selvagem, respectivamente, e o oligo
externo Q202 R4.
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O teste inicial consistia em reagdo de TETRA-ARMS utilizando Q202A_F4 alelo
especifico para o alelo A, 202G _R2.2 ou 202G_R2 como alelos especificos para o alvo
selvagem G, G6PD4 F2 e G6PD_4R2 ou Q202R4, como oligonucleotideos externos da
reacdo. Foi utilizada uma razdo 2:1 da concentragao dos oligos internos em relacdo aos

externos e a ciclagem de PCR touchdown descrita no item 3.5 da seccao de Metodologia.

O resultado do teste de TETRA-ARMS revelou que as duas combinagdes de
funcionaram como esperado (Figura 12). Foi escolhida a combinagdo Q202A F4,
202G R2.2, G6PD4 F2 e Q202R4 pois esta gerou amplicons de maior tamanho, que

facilitaram a identifica¢do dos seus respectivos alelos.

Figura 13: Reagdo TETRA-ARMS. Linhas 1 a 3 utilizaram a combinagdo Q202A F4, 202G _R2.2,
G6PD4 F2 ¢ Q202 _R4. Amplicon controle de 403 pb, alelo A de 289 pb ¢ alelo G de 153 pb. Linhas 4 a 6
utilizaram a combinacdo Q202A F4, 202G_R2, G6PD_4F2 e G6PD4 R2. Amplicon controle de 318 pb, alelo
A de 200 pb e alelo G de 159 pb Amostra GD017 (A/A) corresponde as linhas 1 e 4; GD018 (G/G) as linhas 2
e 4; e GD020 (G/A) as linhas 3 e 6. M: marcador de peso molecular.

5.5 TETRA-ARMS PCR para identificacio da variante G202A

As condicdes ideais de TETR-ARMS PCR descritas na metodologia nos permitiram
detectar a troca de um tnico residuo de nucleotideo que corresponde a variante G202A. Nos
testes de padronizagdo anteriores foi estabelecido o uso dos oligonucleotideos internos
Q202AF4, 202G _R2.2, e dos externos G6PD 4F2 e Q202 R4 para a realizacao da técnica
de TETRA-ARMS. Os resultados da genotipagem encontram-se na figura 13.
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Figura 14: Reagio TETRA-ARMS. E esperada amplificagdo da banda controle (403 pb), do alelo especifico
A (289 pb) e do alelo especifico G (153 pb). M: marcador de peso molecular 100 pb.
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Utilizando a técnica de TETRA-ARMS foi possivel identificar, ao todo, 22 individuos
hemizigotos para a variante G202A, 84 individuos hemizigotos para o alelo selvagem e 1
individuo heterozigoto. Ao concluir os ensaios de genotipagem, foi realizado o
sequenciamento Sanger das amostras, conforme descrito na sessao 5.3. Os resultados de
genotipagem através da metodologia TETRA-ARMS proposta foram confirmados pelo

sequenciamento Sanger (Tabela 6).

Tabela 6: Genotipagem da variante ¢.202G>A. E possivel comparar os resultados do sequenciamento Sanger
com a metodologia TETRA-ARMS.

Genotipo
Sanger = TETRA-ARMS
GDO001 A
GDO002
GDO003
GD004
GDO005
GDO006
GDO007
GDO008
GDO009
GDO010
GDO11
GDO012
GDO013
GDO014
GDO15
GDO016
GDO017
GDO18
GDO019
GD020 G/A G/A
GDO021
GD022
GDO023
GDO024
GDO025
GD026
GDO027

Amostra

> Q> > Qe Q> >0
Q> Q> > >0 P>

> Q> > > >
> Q> > > >

45



Tabela 6: (continuago)

Amostra Gendtipo Amostra Gendtipo
Sanger TETRA-ARMS Sanger TETRA-ARMS

GE001 G G GE041 G G
GE002 G G GE042 G G
GEO003 G G GE043 G G
GE004 G G GE044 G G
GE005 G G GE045 G G
GE006 G G GE046 G G
GEO007 G G GE047 G G
GE008 G G GE048 G G
GE009 G G GE049 G G
GEO010 G G GE050 G G
GEO11 G G GEO051 G G
GEO012 G G GE052 G G
GEO013 G G GE053 G G
GEO014 G G GE054 G G
GEO015 G G GEO055 G G
GEO16 G G GE056 G G
GEO017 G G GEO057 G G
GEO018 G G GEO058 G G
GEO019 G G GEO059 G G
GE020 G G GE060 G G
GE021 G G GE061 G G
GE022 G G GE062 G G
GE023 G G GE063 G G
GE024 G G GE064 G G
GE025 G G GE065 G G
GE026 G G GE066 G G
GE027 G G GE067 G G
GE028 G G GE068 G G
GE029 G G GE069 G G
GE030 G G GE070 G G
GE031 G G GEO071 G G
GE032 G G GE072 G G
GE033 G G GEO073 G G
GE034 G G GE074 G G
GEO035 G G GEO075 A A
GE036 G G GE076 G G
GE037 G G GEO077 G G
GE038 G G GEO078 G G
GE039 G G GEO079 G G
GE040 G G GE080 G G
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Diferentemente da técnica de ARMS e PASA PCR, a TETRA-ARMS permitiu a
realizagdo da genotipagem da variante africana em uma unica reagdo, enquanto aquelas
necessitam de 2 reac¢des independentes. Os beneficios de uma reagdo unificada de PCR, além
da economia de tempo e reagentes, incluem o aumento da especificidade da reagdao de

amplificacdo e a redugdo de riscos de contaminagdo cruzada e trocas de amostras.

E possivel observar que tanto a reagdo de ARMS-PCR para o alelo mutado A (figura
10A), quanto para o alelo selvagem G (figura 10B), geram amplicons inespecificos, o que
pode interferir na interpretagdo dos resultados da genotipagem. A reacdo unificada de
TETRA-ARMS promove condi¢des de maior competi¢do entre os oligonucleotideo alelo
especificos, aumentando a especificidade da reacdo. Essa constatagdo ja havia sido observada
por Lo e colaboradores (1991) em seu trabalho que compara a especificidade da reagao de
TETRA-ARMS e ARMS PCRs para a genotipagem da regido 5’ da d-globina. Liu e
colaboradores (1997b) atribuiram a formagdo desses artefatos de PCR a formacdo de
megaprimers, evento que ocorre quando o amplicon formado nos primeiros ciclos da PCR
atua como oligonucleotideo iniciador para um template. A introducao de uma cauda rica em
GC na extremidade 5°, conforme sugerida por Liu, inibiu a amplificacdao inespecifica dos

ensaios de PCR alelo especifica de nosso estudo.

5.6 Comparacao de custos e beneficios

Para o levantamento dos custos da PCR TETRA-ARMS, proposta neste trabalho, ¢ o
sequenciamento de Sanger foram realizadas cota¢des dos insumos utilizados em cada técnica, bem
como 0s equipamentos necessarios para a elaboracdo de cada metodologia. Os itens e seus respectivos

valores estdo discriminados nas tabelas 7 e 8, além do gasto para a analise de cada amostra.

Os procedimentos para a extracdo de DNA, amplificagdo do éxon 4 e purificacdo da PCR
foram os mesmos, tanto para a genotipagem por TETRA-ARMS quanto por sequenciamento de
Sanger, com o valor dos insumos estimado em R$7,26 por amostra (Tabela 7). O valor final para a
realizagdo da genotipagem pela TETRA-ARMS foi de R$9,30 por amostra e o custo de
implementacao dos equipamentos termociclador, eletroforese e fotodocumentador foi estipulado em
R$ 47.673. Ja arealizagdo da genotipagem por sequenciamento foi estimado em R$25,66 por amostra

e o custo de implementa¢do dos equipamentos termociclador, eletroforese e fotodocumentador e
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sequenciador foi de R$ 332.672,80. Os valores discriminados de implementacéo dos equipamentos

encontram-se na tabela 8.

Tabela 7: Cotagdo dos insumos utilizados nas etapas de genotipagem da variante ¢.202G>A do gene G6PD

Procedimento Item Cotacio Preco por reacio
Papel filtro R$ 170,00 RS 1,70
Lanceta RS 37,45 R$ 0,37
Extragdo de DNA  Microtubo (0,2mL) R$ 239,00 R$ 0,24
Ponteira (10ul) R$ 103,20 R$ 0,10
Ponteira (200ul) R$ 51,60 R$ 0,05
TOTAL RS 2,47
Go Taq MasterMix R$ 2.760,00 R$ 0,55
PCR Microtubo (0,2mL) R$ 239,00 R$ 0,24
convencional Ponteira (10ul) R$ 103,20 R$ 0,41
Ponteira (200ul) R$ 51,60 R$ 0,15
Gel Agarose (500g) RS 1804,00 R$ 0,21
TOTAL RS 1,62
AmPure XP (60mL) R$ 5.438,30 RS 2,72
Purificagao Microtubo (0,2mL) R$ 239,00 R$ 0,24
Ponteira (200ul) R$ 51,60 R$ 0,26
TOTAL RS 3,22
Microtubo (1,5mL) RS 74,25 R$ 0,45
Go Taq MasterMix R$ 2.760,00 R$ 0,28
TETRA-ARMS Microtubo (0,2mL) RS 239,00 R$ 0,24
Ponteira (10ul) R$ 103,20 R$ 0,62
Ponteira (200ul) R$ 51,60 R$ 0,15
Gel Agarose (500g) R$ 1804,00 R$ 0,21
TOTAL RS 1,94
BigDye® Terminator
v3.1 Cycle
Sequencing R$ 5.454,00 R$ 3,41
Sequenciamento  Microtubo (0,2mL) RS 239,00 RS 0,24
Sanger Ponteira (10uL) RS 103,20 R$ 0,31
Ponteira (200ul) R$ 51,60 R$ 0,05
(S;?tsritggfm RS 7.200,00 RS 14,40
TOTAL RS 18,41

Além de ser uma metodologia mais barata, a interpretacdo dos resultados de TETRA-ARMS
¢ binaria, presenca ou auséncia do amplicon alelo especifico, facilitando analise dos genotipos. Ja os
eletroferogramas do sequenciamento requerem um software para analisar e interpretar os resultados

de genotipagem. Por outro lado, a metodologia de TETRA-ARMS revelou-se onerosa quanto sua
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padronizac¢do, mesmo seguindo diretrizes para padronizagdo da PCR alelo especifica. Somente apds
as modificagdes sugeridas por Liu e colaboradores (1997 b) foi possivel padronizar a reagdo de PCR
alelo especifica na configuragdo de de TETRA-ARMS. Quanto a escalabilidade, tanto a técnica de
PCR alelo especifica proposta quanto o sequenciamento de Sanger apresentaram escalabilidade
semelhantes, da ordem de dezenas de amostras por dia, sendo necessario cerca de 6,5 horas para a

conclusdo da genotipagem por TETRA-ARMS ¢ 8 horas para o sequenciamento de Sanger.

Tabela 8:Cotagdo dos instrumentos necessarios para implementacéo das técnicas de genotipagem

EQUIPAMENTOS
Item Modelo Marca Preco
. BIOG-GT9612 Bio-Gener R$ 27.945,00

Termociclador

Biometra T-One 96G  Analytik Jena R$ 33.492,00
Cuba de eletroforese LCH-13X15 LOCCUS R$ 1.867,00

LPS-300V LOCCUS R$ 2.220,00
Fotodocumentador L-PIX STI LOCCUS RS 15.640,80
Sequenciador SeqStudio™ Applied Biosystems  R$ 285.000,00

Tabela 9: Resumo das vantagens e desvantagens das metodologias TETRA-ARMS e Sanger utilizadas neste

trabalho
Técnica Vantagens Desvantagens
Baixo custo; Padronizag¢ao onerosa;
TETRA-ARMS
Fécil implementacdo  Necessario uso de amostras controles
Custo elevado para aquisi¢ao de equipamentos e
Sanger Padronizagdo simples reagentes;

Treinamento de pessoal especializado;
Software para anélise

49



6. CONCLUSAO

e A coleta realizada através de papel de filtro se mostrou adequada para as
propostas do projeto;

e A ferramenta on line “Primerl” necessitou de algumas modificacdes na
sintese dos oligonucleotideos alelo especifico;

e A padronizagao da PCR TETRA-ARMS foi realizada com sucesso;

e O custo da genotipagem por PCR TETRA-ARMS ¢ inferior ao do

sequenciamento Sanger.
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8. ANEXOS

Anexo A: Sequenciamento do éxon 4 do gene G6PD. Os eletroferogramas das amostras foram alinhados com
a sequéncia referéncia NG 009015 depositada no NCBI. O quadrado laranja indica a posi¢do onde a variante
G202A ¢ encontrada.
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Anexo A: (continuacao)
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Anexo A: (continuacao)
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Anexo A: (continuagdo)
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Anexo A: (continuagdo)
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Anexo A: (continuacao)
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