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RESUMO

A farmacogendmica investiga a influéncia da variabilidade genética na
resposta a medicamentos, constituindo uma ferramenta fundamental para a
implementagcdo da medicina de precisdo. Entre os farmacogenes de maior
relevancia clinica destaca-se o CYP2D6, responsavel pela metabolizacdo de
aproximadamente 25% dos farmacos utilizados na prética clinica. Entretanto, sua
elevada complexidade genética, caracterizada pela presenga de multiplas variantes
de ponto, variagbes estruturais e alta homologia com pseudogenes adjacentes,
representa um desafio para sua caracterizagdo molecular por metodologias
convencionais de genotipagem. Nesse contexto, tecnologias de sequenciamento por
long reads surgem como alternativas promissoras para a analise abrangente desse
gene. O presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar estratégias de
preparo de bibliotecas genémicas para o sequenciamento do CYPZ2D6 utilizando a
plataforma MinlON Oxford Nanopore. Foram avaliadas duas abordagens de
enriqguecimento da regiao alvo: clivagem direcionada por CRISPR-Cas9 baseada no
protocolo nanopore Cas9-targeted sequencing (nCATS e amplificacdo por PCR
Long-Range. Para a realizagao desta pesquisa, amostras provenientes do banco da
Rede Nacional de Farmacogenética (REFARGEN) foram submetidas a etapas de
triagem e purificacdo para selecdo de DNA gendmico com qualidade adequada. Os
experimentos permitiram estabelecer e adaptar protocolos para ambas as
estratégias de enriquecimento, bem como identificar etapas criticas relacionadas a
amplificacdo de fragmentos de grande extenséo, a purificagcdo de DNA de alto peso
molecular e a implementagcao da metodologia nCATS. Embora os resultados obtidos
nao tenham permitido a validagdo conclusiva das abordagens propostas, os dados
gerados forneceram subsidios importantes para a otimizagdo dos protocolos e para
a futura implementacao do sequenciamento do CYP2D6 por long-reads. Os achados
reforcam o potencial das tecnologias de sequenciamento de terceira geragao para a
caracterizagdo de farmacogenes complexos e evidenciam a importancia do
desenvolvimento de metodologias adaptadas a diversidade genética da populagao

brasileira.

Palavras-chave: Farmacogendmica; CYP2D6; Sequenciamento de Nova Geragao.



ABSTRACT

Pharmacogenomics investigates the influence of genetic variability on drug
response and constitutes a fundamental tool for the implementation of precision
medicine. Among the most clinically relevant pharmacogenes is CYP2D6, which is
responsible for the metabolism of approximately 25% of commonly prescribed drugs.
However, its high genetic complexity, characterized by the presence of multiple single
nucleotide variation, structural variants, and high homology with adjacent
pseudogenes, poses significant challenges for molecular characterization using
conventional genotyping methodologies. In this context, long-read sequencing
technologies have emerged as promising alternatives for the comprehensive analysis
of this gene. The present study aimed to develop and evaluate genomic library
preparation strategies for CYP2D6 sequencing using the MinlON Oxford Nanopore
platform. Two target-enrichment approaches were assessed:
CRISPR-Cas9-mediated targeted cleavage based on the nanopore Cas9-targeted
sequencing (NCATS) protocol and Long-Range PCR amplification. Initially, samples
obtained from the Brazilian National Pharmacogenetics Network (REFARGEN)
biobank underwent screening and purification procedures to select genomic DNA
with adequate quality parameters. The experiments enabled the establishment and
adaptation of protocols for both enrichment strategies, as well as the identification of
critical steps related to long-fragment amplification, high-molecular-weight DNA
purification, and implementation of the nCATS methodology. Although the results did
not allow for the conclusive validation of the proposed approaches, the data
generated provided important insights for protocol optimization and for the future
implementation of CYP2D6 long-read sequencing. The findings highlight the potential
of third-generation sequencing technologies for the characterization of complex
pharmacogenes and emphasize the importance of developing methodologies

adapted to the genetic diversity of the Brazilian population.

Keywords: Pharmacogenomics; CYP2D6; Next-generation sequencing.
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1. INTRODUGAO

1.1 Reagoes adversas a medicamentos e falhas terapéuticas

As Reagdes Adversas a Medicamentos (RAMs), ou adverse drug reactions
(ADRs) do inglés, podem ser definidas como um efeito nocivo e nao intencional
gerado a partir de um agente farmacologico. Esses eventos representam um grande
obstaculo no contexto clinico para os sistemas de saude em escala global. Dados
epidemioldgicos previram que 5,3% das admissdes hospitalares mundiais estao
associadas a RAMs, sendo que 25% desses pacientes apresentam risco de morte
em decorréncia das complicagcdes associadas (Kongkaew; Noyce; Ashcroft, 2008).

Outro fator a ser considerado € a ineficacia do tratamento, em que o farmaco
ndo promove a resposta desejada ou ndo ha a correta aderéncia do paciente a
farmacoterapia. E estimado que, no cenario brasileiro, 59% dos pacientes
apresentam ao menos um evento de falha terapéutica relacionada a medicamentos
apos uma consulta médica, quando fazem uso de pelo menos um farmaco (de
Freitas et al., 2018).

Nesse contexto, tais problemas relacionados a medicamentos podem nao
apenas comprometer o bem-estar dos pacientes, mas também impor um expressivo
impacto médico e financeiro ao sistema de saude (Awada; Zgheib, 2014). O custo
global associado a reac¢des adversas a medicamentos foi estimado em 42 bilhdes de
dolares gastos por ano (WHO, 2023). No panorama brasileiro, anualmente o valor
para subsidiar as despesas hospitalares necessarias para o0 manejo dessas
condicoes representa mais de 20% do orgamento anual direcionado a saude publica
no Brasil, configurando um relevante 6nus econémico e social para o Sistema
Publico de Saude (SUS) (de Freitas et al., 2018).

Em um cenério em que falhas na eficacia e eventos adversos considerados
evitaveis se aproximam da metade dos casos e 25% destes sao classificados como
graves ou potencialmente fatais, torna-se importante considerar a implementagéo de
estratégias voltadas para intervengdes clinicas eficazes, com o objetivo de minimizar
a ocorréncia desses eventos e alcangar o sucesso terapéutico (Hakkarainen et al.,
2012; WHO, 2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?TE21Qo
https://www.zotero.org/google-docs/?9fmPLT
https://www.zotero.org/google-docs/?9fmPLT
https://www.zotero.org/google-docs/?W18Ioi
https://www.zotero.org/google-docs/?RDCtvR
https://www.zotero.org/google-docs/?axhWoT
https://www.zotero.org/google-docs/?pvtDlm
https://www.zotero.org/google-docs/?pvtDlm
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1.2 Farmacogenética e farmacogenémica

Muitos fatores ja sdo conhecidos por influenciarem o risco de problemas de
saude relacionados a medicamentos, como idade, sexo, comorbidades, farmacos
prescritos concomitantemente e a dose utilizada. No entanto, observa-se
consideravel variabilidade interindividual na resposta aos medicamentos que nao é
completamente justificada por fatores clinicos convencionais (Marques-Garcia;
Martinez-Bravo, 2026). Dessa forma, a variagao genética representa um dos fatores
determinantes dessa heterogeneidade, podendo exercer significativa influéncia na
eficacia e na seguranca do tratamento medicamentoso (Becquemont, 2009).

A hipotese de que fatores hereditarios poderiam contribuir para essas
diferencas individuais foi inicialmente proposta por Arno Motulsky em 1957, e poucos
anos depois, em 1959, Friedrich Vogel cunhou o termo “farmacogenética’,
consolidando as bases conceituais da area (Mdlller; Rizhanovsky, 2020). Desde
entdo, os campos de estudo da farmacogenética e da farmacogendmica evoluiram
de forma expressiva, buscando compreender os diferentes perfis de resposta
farmacolégica e fornecer suporte cientifico para estratégias terapéuticas
individualizadas (Friedrich et al., 2014). Apos décadas de pesquisa, variantes
capazes de influenciar a resposta a diversos medicamentos amplamente utilizados
ja foram identificadas, possibilitando avangos na incorporacdo da farmacogenética
como ramo da medicina de precisdo na pratica clinica (Relling; Evans, 2015).

Diversas bases de dados especializadas desempenham um papel
fundamental na consolidagao e disseminag¢ao do conhecimento em farmacogenética.
Nesse contexto, destaca-se o ClinPGx, plataforma langada em 2024 e liderada pela
Universidade de Stanford e pelo St. Jude Children's Research Hospital, que integrou
0s recursos anteriormente disponiveis de forma independente pelo PharmGKB
(Thorn; Klein; Altman, 2013), pelo Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) e pelo Pharmacogenomics Clinical Annotation Tool (PharmCAT)
em um unico recurso centralizado. A plataforma reune dados sobre interacdes
gene-farmaco, vias de biotransformacao, farmacocinética e dinémica e marcadores
farmacogenéticos, integrando diretrizes clinicas baseadas em evidéncias e
ferramentas para interpretacéo de variantes farmacogenéticas. Complementarmente
aos demais recursos citados, o repositorio Pharmacogene Variation Consortium

(PharmVar) apresenta um panorama com dados clinicos, variantes genéticas e


https://www.zotero.org/google-docs/?bIZQ8D
https://www.zotero.org/google-docs/?bIZQ8D
https://www.zotero.org/google-docs/?qAutWH
https://www.zotero.org/google-docs/?HXbusc
https://www.zotero.org/google-docs/?uRIsLV
https://www.zotero.org/google-docs/?HQAnOS
https://www.zotero.org/google-docs/?v4U7vX
https://www.zotero.org/google-docs/?xgEHYc
https://www.zotero.org/google-docs/?6c1MkR
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diretrizes de implementagdo em diferentes contextos populacionais (Chang et al.,
2021).

Diante da vasta quantidade de dados ja existentes que corroboram a
crescente ascensao da area, torna-se necessario priorizar as informagcées com maior
evidéncia de impacto clinico. Nesse sentido, a plataforma ClinPGX organiza os
farmacogenes e suas variantes a partir de anotagdes clinicas aplicadas a distintos
farmacos, atribuindo niveis de evidéncia determinados por estudos replicados e
diretrizes consolidadas, incluindo orientagcdes de prescricdo provenientes de bulas
aprovadas pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) (Whirl-Carrillo et al., 2021).
A partir da base cientifica promovida pelo banco de dados da plataforma, alguns
farmacogenes se destacam por apresentar variantes com impacto clinico bem
estabelecido e alta prevaléncia entre os farmacos mais prescritos, tornando-se alvos
prioritarios para a implementagao da farmacogenética na medicina moderna (Awada;
Zgheib, 2014). Dentre os genes estudados, evidenciam-se os que codificam as
enzimas da familia citocromo P450 (CYP450), responsaveis pelo metabolismo de
grande parte dos farmacos de uso clinico. O CPIC, consorcio internacional
responsavel por reunir evidéncias e elaborar recomendacdes clinicas, atualmente
disponibiliza 78 diretrizes especificas para ajustes terapéuticos baseados em
informagdes genéticas, sendo cerca de 70% relacionadas aos genes do sistema
CYP450 (CPIC, 2026).

1.3 Enzimas CYP

A eficacia de muitos farmacos depende da concentracdo plasmatica em
equilibrio, que por sua vez é influenciada por fatores cinéticos, como absorcéo,
distribuicdo, metabolizagéo e excreg¢ao, e dinamicos, como a ligagéo ao sitio de agéo
(Lin, 2007). Diferengas genéticas em nivel molecular que afetam enzimas
metabolizadoras, transportadores e receptores sio, portanto, determinantes centrais
da variabilidade observada na resposta terapéutica entre os individuos (Suriya et al.,
2026). Nesse contexto, destacam-se as enzimas CYP450, responsaveis pelas
reagcdes de metabolizacdo de fase | de mais de 80% dos farmacos clinicamente
utilizados, convertendo-os em metabodlitos mais hidrossollveis e facilitando sua
excrecdo. A superfamilia € composta por 57 genes funcionais e 58 pseudogenes,

organizados em 18 familias e 43 subfamilias, sendo as familias CYP1, CYP2 e


https://www.zotero.org/google-docs/?vMX8bU
https://www.zotero.org/google-docs/?vMX8bU
https://www.zotero.org/google-docs/?OctEjK
https://www.zotero.org/google-docs/?VSpLT8
https://www.zotero.org/google-docs/?0dN2F4
https://www.zotero.org/google-docs/?0dN2F4
https://www.zotero.org/google-docs/?wMFaPy
https://www.zotero.org/google-docs/?RK3LmX
https://www.zotero.org/google-docs/?Tja77n
https://www.zotero.org/google-docs/?Tja77n
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CYP3 as principais responsaveis pelo metabolismo oxidativo da maioria dos
farmacos (Zhang et al., 2024). Os genes codificadores dessas enzimas estdo dentre
0s mais relevantes para a implementagao de dados farmacogenémicos na pratica
clinica, uma vez que as variagdes genéticas que afetam essas vias podem alterar
significativamente tanto a dose necessaria para alcancgar o efeito terapéutico quanto
o risco de reagdes adversas (Eissenberg; Aurora, 2019; Zanger; Schwab, 2013).

A superfamilia CYP engloba genes altamente polimérficos que apresentam
uma relevante quantidade de variantes, incluindo variantes de nucleotideo unico
(SNVs), variagbes do numero de cépias (CNVs) e insergdes e delegcdes (INDELSs).
Dada tamanha variabilidade, buscou-se padronizar e implementar uma
nomenclatura dos alelos para facilitar a leitura dos haplétipos, sendo designados por
“alelos estrela” (*) (Zhou; Ingelman-Sundberg; Lauschke, 2017). Sendo assim, o
PharmVar atua atualmente como referéncia central para a nomenclatura dos alelos
estrela de 15 farmacogenes principais, incluindo diversos genes CYP, com
definicdes regularmente atualizadas a medida que novos alelos séo identificados e
validados funcionalmente (van der Maas et al., 2025). Entre os genes de maior
relevancia clinica, destacam-se CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6, cada uma
apresentando variantes genéticas capazes de alterar significativamente as taxas de

metabolizacao dos farmacos (Petrovic; PeSi¢; Lauschke, 2020).

1.3 Gene CYP2D6

A enzima codificada pelo gene CYP2D6, mesmo representando apenas 2 a
4% do conteudo total de CYP hepatico, é responsavel pelo metabolismo de
aproximadamente 20% dos medicamentos mais prescritos atualmente, incluindo
opidides, antidepressivos, betabloqueadores e antineoplasicos (Figura 1) (Jarvis;
Peter; Shaman, 2019). Muitas das variagbes genéticas nesse gene influenciam
diretamente a atividade enzimatica, que pode estar aumentada, reduzida ou
completamente ausente, determinando a variabilidade interindividual na resposta
aos farmacos (Qiao et al., 2019).

Localizado na regido 22q13.2 do cromossomo 22 e com extensdo de
aproximadamente 4,4 kilobases (kb), o CYP2D6 integra um cluster génico com dois

pseudogenes homologos, CYP2D7 e CYP2D8, o que contribui significativamente


https://www.zotero.org/google-docs/?lPknVq
https://www.zotero.org/google-docs/?CrlsCw
https://www.zotero.org/google-docs/?BswU0F
https://www.zotero.org/google-docs/?Drt4JX
https://www.zotero.org/google-docs/?5FFyp6
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para a complexidade de sua estrutura e genotipagem (Carvalho Henriques et al.,
2021).

CYP4F2 CYP2C9

Cardiovascular

NUDT15 /

TPTI/CYNAS

A :
-~ Immunological

P
( POLG BCHE F5 CFTR )
- GepD 7

F’TOther‘HI“‘“\\ NAT2 QPA
CYP2B6 Y

Figura 1 — Principais farmacogenes e respectivos farmacos.
Fonte: Taylor et al., 2020.

1.3.1 Fendtipos metabolizadores para o CYP2D6

Cada individuo apresenta dois haplétipos (também denominados de alelos)
para o gene CYP2D6, um proveniente de cada cromossomo homadlogo, formando
em conjunto o seu dipldtipo. A caracterizagao desses haplétipos permite a inferéncia
do fendtipo metabolizador, classificagao utilizada pela farmacogenética para estimar
a capacidade funcional da enzima CYP2D6 e orientar a interpretacao clinica das
variagbes genéticas identificadas. Os individuos sao categorizados em quatro
grupos: metabolizadores pobres (PM), metabolizadores intermediarios (IM),
metabolizadores normais (NM) — anteriormente chamados de "extensos" — e
metabolizadores ultrarrapidos (UM) (Nofziger et al., 2020; Caudle et al., 2017).

Para simplificar a predicdo de fendtipo para o CYP2D6, foi desenvolvido o
modelo de Activity Score (AS), publicado pela primeira vez em 2008 e amplamente
adotado na area desde entdo, inclusive presente em guidelines de alta evidéncia do

CPIC (Gaedigk, A. et al., 2008). Nesse sistema, cada alelo recebe um valor que
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reflete sua fungdo enzimatica: 0 para alelos sem funcgao, 0,25 ou 0,5 para funcao
reduzida, 1 para funcdo normal e 2 ou 3 para fungdo aumentada. Assim, o AS do
diplétipo corresponde a soma dos valores atribuidos a cada alelo. A tabela de
diplotipos-fenotipos disponibilizada pela ClinPGx serve como referéncia para o
calculo do AS de cada gendtipo (Nofziger et al., 2020; ClinPGx, 2026). Essa
abordagem é util e é periodicamente atualizada a medida que evidéncias sobre a
funcdo metabolizadora de haplétipos individuais se acumulam.

Com o sistema de classificacdo fenotipica consolidado, torna-se possivel
estimar a prevaléncia de cada grupo metabolizador nas diferentes populagdes. Uma
meta-analise inferiu que cerca de 36,4% da populagdo mundial apresenta um
fenétipo ndo-normal (PM, IM ou UM) para o CYP2D6, achado que indica que uma
expressiva parcela de individuos apresentem risco aumentado de falha terapéutica
ou reacdes adversas quando expostos a farmacos metabolizados por essa enzima.
Além disso, é importante ressaltar que as frequéncias tendem a se distinguir entre
diferentes populacdes e grupos étnicos (Koopmans et al., 2021).

Os guidelines internacionais que implementam as informagdes
farmacogenéticas na pratica clinica — como do CPIC ou do Dutch Pharmacogenetics
Working Group (DPWG) — utilizam essas categorias de metabolizador para fornecer
aos profissionais da saude recomendacgdes especificas por farmaco, com o objetivo
de evitar doses ou medicamentos que se espera serem ineficazes ou prejudiciais em
pacientes com um determinado status de metabolizador do CYP2D6 (Taylor et al.,
2020). Dessa forma, a correta inferéncia fenotipica a partir do genétipo €, portanto,
crucial para a seguranca e eficacia do tratamento, tarefa que, contudo, permanece
desafiadora dada a expressiva complexidade da arquitetura genética do gene
CYP2D6 (Hicks; Swen; Gaedigk, 2014).

1.3.2 Variantes e alelos do CYP2D6

Com 186 alelos-estrela e mais de 400 sub-alelos catalogados pelo PharmVar,
o CYP2D6 configura entre os farmacogenes mais polimérficos conhecidos. As
variagbes genéticas que determinam os haplétipos abrangem desde variantes
pontuais, como SNVs e INDELs, até alteragdes estruturais complexas, incluindo
delecbes do gene inteiro, duplicagbes, multiplicagcbes e rearranjos com o0s

pseudogenes adjacentes (PharmVar, 2026).
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A maioria das variantes identificadas no CYP2D6 consiste em SNVs, que
englobam tanto polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, com frequéncia do alelo
menor = 1%) quanto substituicdes nucleotidicas mais raras (MAF < 1%). Essas
variantes podem ocorrer em regides nado codificantes, como promotores e introns,
com efeitos variaveis sobre a expressédo proteica, ou em regides codificantes,
resultando em alteracdes sindnimas ou n&o sindnimas, incluindo mutagées missense
e nonsense. INDELs em regides intrénicas geralmente tém consequéncias limitadas,
embora possam interferir na ligagao de fatores de transcricdo, uma vez que podem
alterar a leitura de codons e gerar mutagbes frameshift com impacto funcional
significativo. Além dessas formas de variagdo de menor escala, o CYP2D6 se
distingue dos demais farmacogenes CYP pela extensdo e complexidade das
variantes estruturais que podem ocorrer em seu locus (Taylor et al., 2020; Nofziger
et al., 2020).

Os pseudogenes CYP2D7 e CYPDS8, que integram o cluster génico com o
CYP2D6, estao localizados a 9 e 19 kb a montante do CYP2D6 e compartilham um
total de 94,2% e 89,1% de similaridade, respectivamente. Particularmente, os genes
CYP2D6 e CYP2D7 compartiham um elemento dowstream de 0,6 kb de
comprimento, além de sequéncias repetitivas quase idénticas nomeadas de REP6 e
REP7 (Turner; Nofziger; et al., 2023). A presenca desses elementos similares
favorece a recombinagdo homodloga néao-alélica, resultando na formagao de
variantes estruturais, incluindo duplicagdes, multiplicacbes, delecbes e alelos
hibridos CYP2D6-CYP2D7 em diferentes configuragdes (Figura 2). Tal complexidade
estrutural representa um dos principais desafios metodolégicos para a genotipagem
precisa desse farmacogene. Desse modo, a caracterizagao incorreta dessas
variantes estruturais pode impactar diretamente na determinagdo alélica e,
consequentemente, nas recomendacgbes de dosagem (Kane, 2025; Yang et al.,
2017).
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Figura 2 — Representacgao das principais variantes estruturais do CYP2D6.
Fonte: Taylor et al., 2020.

Ademais, outro tipo de variantes estruturais sdo as CNVs, que representam,
para um genoma dipldide, a presengca de menos ou mais de duas copias de um
gene, englobando dele¢des do gene inteiro, duplicagdes e multiplicagdes. O impacto
clinico causado por esse tipo de variagao depende diretamente do haplétipo. Por
exemplo, duplicagdes e multiplicacbes de alelos funcionais, como o *1 e o0 *2,
aumentam a dose de enzima disponivel e resultam em metabolizacdo rapida,
enquanto a duplicagao de alelos nao funcionais, como o *4, ndo confere aumento de
atividade e pode ser erroneamente interpretada sem o adequado rastreamento do
alelo duplicado (Jarvis; Peter; Shaman, 2019).

Um estudo que analisou mais de 100 mil individuos de diferentes etnias
estimou que, dentre os alelos que correspondem as variacdes de duplicagdes e
multiplicagées, 67% foram classificados como sem fungdo, 6% como de funcao
reduzida e apenas 27% como de fungdo normal (Del Tredici et al., 2018). Esses
dados indicam que esse tipo de variante estrutural, para a maioria dos casos, tende
a nao exercer impacto significativo sobre o fendétipo metabolizador do individuo.
Entretanto, quando o aumento do numero de cépias envolve um alelo funcional, o
resultado € a classificagao do paciente como metabolizador ultrarrapido (UM), o que
representa um risco clinico relevante caso n&o seja detectado pelos métodos de
genotipagem. Dependendo do farmaco em questédo, essa condigdo pode levar tanto

a falha terapéutica, pela metabolizagdo excessivamente rapida e consequente
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reducdo das concentragdes plasmaticas do medicamento, quanto a toxicidade, em
casos de pré-farmacos (Hicks, 2015).

A devida identificacdo das variantes presentes em um dos cromossomos
homologos permite a determinagdo de um alelo. Cada alelo pode estar associado a
diferentes niveis de atividade enzimatica, sendo classificado como de fungdao normal,
reduzida, ausente ou aumentada. O CYP2D6*1 representa o alelo de referéncia,
correspondendo ao tipo selvagem com fungédo enzimatica normal. Na sua presenca
e de outro alelo de fungdo normal, é definido o fend6tipo NM (Kane, 2025). O alelo
CYP2D6*2, caracterizado por dois SNVs de tipo missense, também é classificado
como alelo de fungdo normal. Quando os alelos estdo presentes em multiplas
copias, por exemplo em *1xN e *2xN, estdo associados ao aumento da funcéo
enzimatica e fendétipo UM (Ray et al., 2019; Nofziger et al., 2020).

Quanto a alelos n&o funcionais, aqueles de maior relevancia clinica global sdo
CYP2D6*4 e *5. O CYP2D6%4 é caracterizado por um defeito de splicing que
apresenta como produto final uma proteina ndo funcional, enquanto CYP2D6*5
corresponde a delecao completa do gene. Em adigéo, cita-se os alelos de fungao
reduzida: o CYP2D6*10, mais frequentemente encontrado em populagdes do Leste
Asiatico, e o CYP2D6*17 que apresenta alta prevaléncia apenas em populagdes
africanas, sendo raramente encontrado em outros grupos étnicos. (PharmVar, 2026;
Nofziger et al., 2020; Jarvis; Peter; Shaman, 2019).

Nao obstante, a complexidade alélica apresentada pelo CYP2D6 nao se
restringe apenas a sua diversidade estrutural. As frequéncias alélicas variam
consideravelmente entre as populagdes, e a expressao polimérfica do CYP2D6
constitui o principal fator individual responsavel pela variabilidade de atividade
enzimatica e, consequentemente, resposta a medicamentos entre esses distintos
grupos étnicos. Enquanto determinadas variantes sdo observadas em multiplas
populagdes com frequéncias relativamente semelhantes, outras apresentam
distribuicdo restrita ou frequéncias marcadamente distintas entre grupos
populacionais, refletindo a complexa histéria evolutiva e demografica desse gene
(Gaedigk, Andrea et al., 2017; Taylor et al., 2020).

Como consequéncia dessa heterogeneidade genética, a frequéncia dos
diferentes fendtipos metabolizadores também varia substancialmente entre
populacdes. Estimativas baseadas em frequéncias alélicas demonstram que a

proporcdo de metabolizadores pobres pode variar de 0,4% a 5,4%, enquanto a
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frequéncia de metabolizadores ultra rapidos pode atingir aproximadamente 21% em
determinados grupos populacionais (Gaedigk, Andrea et al., 2017). Essas diferengas
exercem impacto direto sobre a resposta farmacolégica e o risco de eventos
adversos associados a medicamentos metabolizados pela enzima CYP2D6.
Ademais, ressalta-se a importante lacuna decorrente da sub-representacao de
determinados grupos populacionais, especialmente populagdes africanas e
latino-americanas, em estudos de larga escala utilizados para estimar frequéncias
alélicas. Isso sugere que parte da variabilidade apresentada pelo gene CYP2D6
nessas populagdes permanece insuficientemente caracterizada, havendo a
possibilidade da existéncia de variantes ainda nao identificadas ou adequadamente
descritas (Rodrigues-Soares et al., 2020). Diante disso, recorrer a métodos de
genotipagem capazes de capturar com maior precisdo a complexidade genética
desse gene torna-se indispensavel para a pratica clinica, uma vez que o
desempenho de metodologias convencionalmente empregadas para a
caracterizagdo do CYP2D6, bem como a interpretacdo dos resultados gerados,
podem variar significativamente entre populagbes. Assim, a escolha de abordagens
adequadas constitui um aspecto fundamental para a determinagcdo acurada dos

gendtipos e a consequente predigao dos fendtipos metabolizadores.

1.4 Metodologias de genotipagem do CYP2D6

Atualmente, diferentes métodos ja foram descritos e protocolados para
identificar os genodtipos do CYP2D6, como reagao em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, sequenciamento Sanger e plataformas baseadas em microarrays.
Embora amplamente utilizadas, essas abordagens sdo, em geral, direcionadas a
identificacdo de variantes previamente estabelecidas e incluidas em seus
respectivos painéis de analise (Liau et al., 2019). Os painéis de SNVs destacam-se
como metodologia mais frequentemente empregada na rotina clinica devido ao seu
baixo custo, elevada reprodutibilidade e facilidade de implementacédo. Todavia,
apresentam limitagdes importantes para a caracterizagdo completa do CYP2D6,
uma vez que nao sao capazes de detectar adequadamente variantes raras, novas
variantes ou alteragdes estruturais complexas, como deleg¢des, duplicagdes e genes
hibridos CYP2D6-CYP2D7 (van der Lee et al, 2020). Considerando essas

limitagdes, metodologias que apresentam maior robustez e abrangéncia para a
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caracterizacdo desse locus de tamanha complexidade genética tornam-se atrativas

para a pratica clinica.

1.4.1 Sequenciamento de nova geragdo e Oxford Nanopore

Com o advento de metodologias mais robustas de sequenciamento, tornou-se
possivel a obtencdo de dados em larga escala em um menor tempo e custo relativo.
As primeiras plataformas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) surgiram ha
duas décadas e revolucionaram a gendmica. Esse desenvolvimento permitiu a
criacdo de diferentes plataformas com abordagens que permitem sequenciar
milhdes de pequenos fragmentos ou mesmo moléculas mais longas (Behjati; Tarpey,
2013).

A tecnologia de sequenciamento por long-reads — também conhecida por
sequenciamento de terceira geragdo — surge para suprir a demanda de sequenciar
genomas de alta complexidade, que incluem longas sequéncias de elementos
repetitivos, CNVs e variantes estruturais. Essa abordagem permite cobrir com alta
resolugdo regides complexas ou repetitivas em uma unica e continua leitura de
muitos kilobases, descartando a possibilidade de ambiguidade de posi¢édo ou
tamanho da regido gendmica, obstaculo geralmente encontrado nos métodos de
short-reads (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016; Satam et al., 2023).

Nesse ambito, propde-se a utilizagdo da plataforma MinlON de tecnologia
Oxford Nanopore (ONT). Esse sequenciador foi comercialmente langado em 2014
pela ONT e, devido a sua portabilidade, baixo custo de equipamento e rapidez na
geracgao de resultados, se mostrou particularmente atrativo para a aplicagao na area
clinica de diagnostico (Lu; Giordano; Ning, 2016). Considerando esses fatores, a
tecnologia de Oxford Nanopore demonstra elevado potencial para aplicagédo no
contexto da genotipagem e determinacdo fenotipica de regides gendmicas
complexas como o gene CYP2D6, representando uma promissora ferramenta para a
farmacogenética.

O sequenciamento por nanoporos tem seu principio a partir da passagem das
moléculas de DNA pelos pequenos bioporos dispostos na flowcell, em que um
sensor acoplado detecta a mudanga na corrente ibnica causada pela alteracdo do
nucleotideo da sequéncia que ocupa o poro. Essa movimentacdo é comandada por

uma proteina motora secundaria (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016). Isso &
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uma replicacdo baseada nas propriedades dos bioporos proteicos, canais
transmembrana com papel biolégico de possibilitar a perturbagdo de voltagem a
partir da passagem de qualquer molécula através do canal. Dessa forma, & possivel
converter informagdes propriamente estruturais das moléculas em sinais
mensuraveis de corrente idnica. Ademais, uma vantagem fundamental da aplicagéo
dos nanoporos esta na capacidade de captura de moléculas de forma sucessiva
com desejaveis taxas de rapidez, atingindo a analise de reads de tamanho maior
que 5 kb com velocidade de 1 par de base (pb) por nanosegundo (Jain et al., 2016;
Liu, L. et al., 2012; Ying et al., 2022).

Os alvos a serem sequenciados sao previamente preparados e incluidos em
uma biblioteca genémica. Diversos métodos podem ser utilizados no preparo das
bibliotecas para o sequenciamento via MinION e sua escolha dependera
essencialmente do tempo disponivel e regido alvo do sequenciamento (Levy; Myers,
2016; Deamer; Akeson; Branton, 2016). Estratégias de enriquecimento direcionadas
as regidbes genbmicas especificas podem ser essenciais quando se objetiva
sequenciar genes de alta complexidade com cobertura 6tima e custos relativamente
mais baixos. Dentre essas, destaca-se a metodologia de nanopore Cas9-targeted
sequencing (nCATS), abordagem que se mostrou precisa no passo de selegdo da
regido-alvo especifica e eficiente no sequenciamento da regido complexa do
CYP2D6-CYP2D7 a partir da clivagem com sistemas CRISPR-Cas9 (Gilpatrick et al.,
2020; Rubben et al., 2022).

1.5 Tecnologia CRISPR/Cas9 para preparo de bibliotecas genémicas

Repetigdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas,
do inglés Clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR), € um
sistema de defesa natural de bactérias e arqueias contra acidos nucleicos estranhos
que, via proteinas nucleases, como a Caspase 9 (Cas9), reconhece essas
sequéncias especificas advindas de virus e plasmideos invasores (Mojica et al.,
2000). Para o funcionamento do CRISPR/Cas9, s&o necessarios a proteina
nuclease e os RNAs guias (sgRNAs), que se combinam e formam um complexo com
funcdo de se ligar a uma molécula de DNA dupla-fita. Essa ligagdo ocorre
principalmente a partir de um pareamento da sequéncia com os primeiros 20

nucleotideos do sgRNA. Impde-se, também, que esse reconhecimento sé é possivel
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se, logo a jusante da sequéncia alvo, houver a presenca de uma PAM (Protospacer
Adjacent Motif), pequeno locus com papel de ajudar a enzima a distinguir DNA
préprio de nao-proprio. Assim que o complexo sgRNA e Cas9 se combina ao
genoma, a Cas9 realiza a clivagem de ambas as fitas de forma independente
(Gilpatrick et al., 2020; Lopez-Girona et al., 2020; Zhu, 2022).

Essa tecnologia ja € amplamente utilizada com sucesso como ferramenta de
edicdo génica. Todavia, tém se mostrado muito promissora para a clivagem de DNA
em modelos in vitro, 0 que possibilita 0 sequenciamento de regides genémicas alvo
de forma extremamente precisa (Gilpatrick et al., 2020). Dessa maneira, a
implementacado de protocolos de enriquecimento para a preparacao de bibliotecas
genbmicas representa uma etapa fundamental para a obtengdo de dados de alta
qualidade em regides gendbmicas especificas. Ao aumentar a eficiéncia da captura e
do sequenciamento de loci de interesse, essa abordagem favorece a caracterizagéo
abrangente de farmacogenes complexos e fortalece a aplicagdo de tecnologias de

longa leitura para fins de genotipagem farmacogenética (Warburton; Sebra, 2023).
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2. JUSTIFICATIVA

A variabilidade interindividual na resposta aos medicamentos constitui um
importante desafio para a medicina moderna. Fatores genéticos exercem influéncia
significativa sobre os processos farmacocinéticos e farmacodinamicos, o que pode
acarretar em diferengas expressivas na eficacia e na seguranga dos tratamentos. Ao
investigar o impacto de variantes genéticas na resposta a farmacos e subsidiar
guidelines para sua implementagdo no contexto clinico, a farmacogenética surge
como uma ferramenta crucial para a individualizagdo do tratamento farmacoldgico.
Entre os farmacogenes de maior relevancia clinica, ressalta-se o CYPZ2D6,
responsavel pelo metabolismo de aproximadamente 20% dos farmacos mais
prescritos. No entanto, a genotipagem precisa do CYP2D6 ainda enfrenta
importantes desafios metodolégicos, uma vez que as técnicas convencionalmente
empregadas na rotina clinica restringem-se a detecgdo de variantes previamente
descritas e frequentemente falham na identificacdo de variantes raras, variagdes no
numero de coépias (CNVs) e rearranjos estruturais envolvendo o pseudogene
CYP2D7. Essa limitagdo é particularmente relevante para o CYP2D6, dada sua
arquitetura genética de elevada complexidade e alta homologia com pseudogenes
adjacentes, resultando em 186 alelos e mais de 400 sub-alelos catalogados. Em
populacdes altamente miscigenadas, como a brasileira, cuja diversidade genética
remanesce insuficientemente caracterizada, a dependéncia de painéis baseados em
variantes de referéncia pode resultar em genotipagens incompletas e,
consequentemente, em inferéncias fenotipicas equivocadas, comprometendo a
seguranca e a eficacia das recomendacgdes terapéuticas.

Nesse contexto, o sequenciamento de nova geragao por long reads, em
especial a plataforma MinlON da Oxford Nanopore Technologies, emerge como uma
alternativa promissora para a caracterizagao abrangente do CYP2D6. Ao possibilitar
a geracao de leituras continuas de grande extensdo, essa tecnologia permite cobrir
por completo o locus CYP2D6-CYP2D7 em uma unica read, favorecendo a
identificacdo precisa de variagdes que frequentemente permanecem ambiguas em
abordagens baseadas em short reads. Todavia, a utilizacdo eficiente dessa
tecnologia para a caracterizacdo do CYP2D6 depende da implementagcao de
estratégias de enriquecimento capazes de garantir cobertura adequada e qualidade

das bibliotecas genémicas. Diante disso, a metodologia Cas9-targeted sequencing
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(nCATS), baseada na clivagem de DNA pelo sistema CRISPR-Cas9, destaca-se por
possibilitar o enriquecimento seletivo da regido de interesse sem a necessidade de
amplificacdo prévia, preservando informacdes relevantes sobre variantes estruturais
€ numero de copias.

Dessa forma, o presente trabalho se justifica pela necessidade do
desenvolvimento e da avaliagdo de metodologias robustas para o preparo de
bibliotecas gendmicas voltadas ao sequenciamento do CYP2D6 pela plataforma
Oxford Nanopore, com foco na estratégia de enriquecimento por CRISPR-Cas9 e na
amplificagdo por PCR Long-Range como abordagens complementares. A
padronizagdo dessas metodologias em amostras de DNA com gendtipos
conhecidos, provenientes de uma amostra populacional brasileira, representa um
passo inicial concreto para futuras analises com metodologias de sequenciamento
de nova geragao, contribuindo para o avango da farmacogenética e da medicina de

precisao no pais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e avaliar metodologias de preparo de bibliotecas gendmicas para
implementar o sequenciamento do farmacogene CYP2D6 a partir da plataforma

Oxford Nanopore.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e otimizar uma estratégia de enriquecimento do /locus
CYP2D6-CYP2D7 baseada em clivagem direcionada por CRISPR-Cas9;

e Avaliar a amplificagdo do gene CYP2D6 por PCR Long-Range utilizando
diferentes pares de oligonucleotideos e condi¢des reacionais;

e Comparar as abordagens de enriquecimento por CRISPR-Cas9 e PCR
Long-Range quanto a sua aplicabilidade no preparo de bibliotecas para

sequenciamento Oxford Nanopore.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento da Pesquisa

O presente estudo configura-se como uma pesquisa experimental de
abrangéncia nacional, de carater ndo randomizado, cujo objetivo é avaliar as
metodologias de preparo de bibliotecas para sequenciamento de nova geracao
aplicadas a genotipagem do farmacogene CYP2D6. A relevancia cientifica da
proposta reside na crescente demanda por estratégias de personalizagdo da
administracao farmacoldgica, visando minimizar a incidéncia de reagdes adversas e

otimizar a eficacia terapéutica.

4.2 Amostra

A pesquisa foi realizada utilizando amostras de DNA com gendtipos ja
conhecidos para 13 variantes do gene CYP2D6 previamente genotipado por meio de
técnicas baseadas em PCR com sondas TagMan. Essas amostras originam-se do
estudo intitulado “Caracterizagcdo de polimorfismos de interesse farmacogenético e
correlaggdo com a ancestralidade genética”, conduzido pela Rede Nacional de
Farmacogenética (REFARGEN), cujos resultados foram publicados por Friedrich et
al. (2014).

4.3 Procedimento

4.3.1 Preparo das amostras para biologia molecular

Aliqguotas de DNA dessas amostras, anteriormente extraido pelo método
Salting Out (Lahiri; Nurnberger, 1991), foram estocadas a -20 °C no Laboratério de
Biologia Molecular da UFCSPA. Inicialmente, foi realizada uma triagem dessas
aliquotas por eletroforese em gel de agarose, objetivando selecionar amostras de
maior qualidade para seguirem para as etapas de preparo de bibliotecas. As
amostras escolhidas alcangaram parametros de corrida condizentes com o objetivo
proposto: bandas demarcadas de alto peso molecular (>10 kb). Além disso,

realizou-se a quantificacdo de DNA a partir do Shimadazu® BioSpec-nano para


https://www.zotero.org/google-docs/?advoAu
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reunir dados de qualidade (parametros de densidade O6ptica e influéncia de
compostos fendis advindos da extracdo e do procedimento de purificagdo) e
quantidade (concentragcao de DNA) dessas amostras.

As amostras selecionadas que apresentaram bons parametros de
quantificagdo e qualidade foram purificadas com Illumina® Purification Beads
(numero de catalogo 20060057). O método baseia-se no principio SPRI (Solid
Phase Reversible Immobilization) (DeAngelis; Wang; Hawkins, 1995), que consiste
na ligacdo reversivel do DNA as beads magnéticas, seguida de separagao
magnética, lavagem e eluicdo do material purificado (Figura 1). Para o
procedimento, foram utilizados 0,5 pyL da solugdo de beads para cada uL de
amostra, 200 pL de etanol 70% para cada uma das duas etapas de lavagem e
proporcao 1:1 de Tris-HCI 10 nm pH 8,5. As amostras que passaram pela etapa de

purificacdo também foram checadas em gel de agarose.

FRAGMENTED ds-DNA BIND SEPARATE ETHANOL WASH SEPARATE ELUTE

Figura 3 — Representacao esquematica do processo de purificagdo com beads magnéticas.
Fonte: Beckman Coulter, 2026.

4.3.2 Estratégias de enriquecimento de regiées-alvo para o preparo de bibliotecas

genbémicas

4.3.2.1 Clivagem com CRISPR-Cas9

O enriquecimento do CYP2D6 com a metodologia CRISPR-Cas9 foi realizado
conforme o protocolo Cas9-target sequencing da Oxford Nanopore Technologies
(ONT). O protocolo prevé a utilizagdo do kit Ligation sequencing gDNA - Cas9
enrichment (SQK-LSK109, 2018) da mesma fabricante.


https://www.zotero.org/google-docs/?IXoPR0
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Os RNA guias (sgRNAs), utilizados para a formagdo do complexo de
ribonucleoproteinas (RNP) com a nuclease Cas9, foram desenhados previamente
utilizando a plataforma CHOPCHOP (Labun et al., 2019) no modo “Nanopore
enrichment”. As sequéncias foram selecionadas de modo a capturar a regido alvo
correspondente ao locus CYP2D6-CYP2D7, permitindo isolar o gene inteiro e
regides homologas.

Foram desenhados 3 sgRNAs para serem utilizados nos procedimentos de
clivagem, resultando nos pares A (1_CYP2D6 e 2 CYP2D6) e B (2_IDT e
2_CYP2D6). A utilizagdo dos pares de sgRNA prevé que fragmentos de 6.982 pares
de base (bp) e 7.331bp, respectivamente. As sequéncias alvo e PAM e posi¢des

gendmicas dos sgRNAs empregados estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — RNAs guias desenhados para clivagem com Cas9.

sgRNA Sequéncia alvo PAM Coordenadas Posicao

1_CYP2D6  GTGGTGAGGTGACGAGGCTG AGG 3568...3587 Upstream
2_CYP2D6  TGAGGCTGATCCTCCCGAGC AGG 10568...10587 Downstream

2-IDT GCCACATCAAGTACCACTCA TGG 3237...4782 Upstream

Os sgRNA liofilizados, produzidos pela Synthego®, foram reidratados com 15
ML de agua nuclease-free, objetivando a concentragdo de 100 uM (100 pmol/uL). A
concentracdo do produto foi verificada a partir de procedimento de quantificacdo de
RNA com o BioSpec-nano. Posteriormente, foi realizada a diluigdo da solucéo de
estoque de sgRNA em aliquotas de solugdo de trabalho com concentragdo de 10
MM.

Os experimentos para a digestdo com a nuclease TrueCut® Cas9 Protein v2
(nimero de catalogo A36497 — Invitrogen™) foram conduzidos a partir de trés
etapas: montagem dos complexos de ribonucleoproteinas (RNPs), digestdo de
gDNA e inativagdo enzimatica. Visando obter a proporgao ideal de 1:1 entre enzima
Cas9 e sgRNAs, foram adicionados 1 pg/uL de Cas9, 100 ng/pL de cada sgRNA, 1X
Buffer Cas9, 100 ug/ml de albumina de sangue bovino (BSA) e agua ultrapura para
completar 10 pyL. Apds a pipetagem de reagentes, iniciou-se a primeira incubagao de

15 minutos a 25°C com banho seco. Apos o tempo de incubacdo, o gDNA
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proveniente das amostras previamente selecionadas e agua foram adicionados a
reacdo para completar seu volume. Os tubos foram submetidos a mais um periodo
de incubagdo de 90 minutos a 37°C objetivando digestdo mais robusta pela
nuclease. Por fim, a inativacdo enzimatica ocorreu apos a adi¢do de Proteinase K

(20 mg/mL) e mais um tempo de incubag&o no banho seco de 15 minutos a 56°C.

4.3.2.2 PCR Long-Range

A metodologia de PCR Long-Range foi adotada buscando a amplificagéo de
toda a extensdo do locus do gene CYP2D6, incluindo regides upstream e
downstream. Os dois pares de primers, sintetizados pela Exxtend®, foram
desenhados para gerar fragmentos de 6,6 kb, conforme indicado por estudos prévios
(Gaedigk, A. et al., 2007; van der Lee et al., 2021). A tabela 2 demonstra a relagao
dos fragmentos desenhados e as referéncias. Os primers liofilizados foram
hidratados em 430 uL de agua ultrapura, a partir da recomendacao do fabricante, e
diluidos para atingir concentracao final de 10 uM para solugao de trabalho utilizada

nos experimentos descritos a seguir.

Tabela 2 — Oligonucleotideos desenhados para PCR Long-Range.

Identificagao Sequéncia (5’—3’) Comprimento Referéncia
dos primers

A 5 - ATG GCA GCT GCC ATA 6,6 kb Gaedigk et al.
CAA TCC ACC TG (F) (2007)

5 - ACT GAG CCC TGG
GAG GTA GGT AG (R)

B 5 - ATG GCA GCT GCC ATA 6,6 kb Van der Lee et al.
CAATCCACC TG (F) (2021)

5 - CGA CTG AGC CCT
GGG AGG TAG GTA G (R)

As regides-alvo foram amplificadas utilizando a enzima Takara® PrimeStar HS
DNA Polimerase (numero de catalogo R010A), segundo o protocolo descrito no
manual do produto. Foram testadas rea¢des de dois diferentes volumes: 10 pyL e 25
ML. A reacdo de 10 pL continha 50-100 ng de DNA gendémico (gDNA) purificado, 1X
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PCR Buffer Takara® PrimeStar, 0,4 mM de dNTP Mix, 0,4 uM de primer forward (F),
0,4 uM de primer reverse e 0,25 U de enzima e agua ultrapura até completar o
volume. Ja para as reagdes de 25 pL, os volumes dos reagentes foram ajustados
proporcionalmente, mantendo-se as mesmas concentragdes finais. O mix para PCR
foi preparado pela técnica Cool Start, recomendada pelo fabricante da enzima, que
consiste em realizar o preparo e a pipetagem dos reagentes em rack congelada,
visando reduzir a amplificagdo inespecifica e aumentar a estabilidade da reagao.
Assim, imediatamente apods a pipetagem de mix e amostras nos pocos, a placa foi
colocada em termociclador, com temperatura de desnaturagao alcancada.

Os parametros estabelecidos no termociclador para a PCR Long-Range foram
de 3 minutos a 98 °C, seguidos de 30 ciclos de 10 segundos a 98 °C e 7 minutos a
68 °C, e finalizando com 15 minutos a 68 °C.

Com os amplicons gerados, realizou-se o check-up para garantir o devido
funcionamento do método a partir de gel de agarose, utilizando marcador para 1 kb.
As amostras com bandas evidentes na posicéo de 6 a 7 kb seguiram para a etapa

de purificagdo subsequente, também utilizando lllumina® Purification Beads.
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5. RESULTADOS
5.1 Screening de amostras

Com o objetivo de selecionar amostras de pureza e qualidade, foi realizado
um screening por eletroforese em gel de agarose das amostras do banco da
REFARGEN. Foram realizadas cinco corridas totalizando 52 amostras distribuidas
em géis de agarose a 1,0% e 1,5%, com corridas entre 25 e 35 minutos a 80 — 95

volts, conforme ilustrado pela figura 4. Para cada amostra, foram pipetados 3 L.
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Figura 4 — Eletroforese das amostras submetidas ao screening de qualidade do DNA. M:

marcador de peso molecular de 1 kb.

As amostras selecionadas apresentaram bandas de alto peso molecular, com
padrao condizente com DNA gendmico. As amostras que nao atenderam ao critério

foram identificadas como degradadas e n&o foram utilizadas para os experimentos
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subsequentes. Ao final da triagem, foram selecionadas 37 amostras para a etapa de

clean-up, com suas informagdes compiladas na Tabela 3.

Tabela 3 — Amostras selecionadas para purificagao e suas respectivas informacoes.

Amostra Concentragdao 0OD260/280 0OD260/230 Alelo Alelo Fendtipo
(ng/ul)
NO_92 99,42 1,84 2,16 *4 *5 PM
NO_96 100,13 1,84 1,62 *1 *1 EM
NO_99 181,79 1,65 1,37 *39 *39 EM
NO_101 308,28 1,48 1,60 *2A *41 EM
NO_105 151,00 1,82 2,03 *35 *41 EM
NO_106 80,65 1,80 1,99 *2A *1 EM
NO_108 61,07 1,77 1,76 *4 *4 PM
NO_110 112,46 1,86 1,67 *35 *2A UM
NO_113 79,16 1,81 2,13 *1 *3 EM
NO_116 130,74 1,83 1,41 *2A 17 EM
NO_117 68,23 1,78 1,82 “2A *1 UM
NO_118 123,98 2,00 0,25 “2A *3 EM
NO_121 48,70 1,73 1,41 *1 *4 EM
NO_133 131,30 1,96 0,19 *2A *17 EM
NO_136 64,18 1,92 0,14 “2A “4J EM
NO_151 192,5 1,94 0,26 *1 *1XN UM
SE_108 13,33 1,63 0,71 *2A *5 EM
SE_205 26,82 1,79 1,57 *1 *5 EM
SE_219 20,51 1,63 0,96 *2 *5 EM
others
SE_225 30,90 1,81 1,64 *41 *4 IM
NE_2 20,74 1,82 0,69 *1 *5 EM
NE_8 25,10 1,56 0,96 “2A *4 EM
NE_10 35,35 1,65 1,36 *2A *41 EM
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Amostra Concentragao 0OD260/280 0OD260/230 Alelo Alelo Fendétipo
(ng/ul)
NE_12 226,68 1,73 1,76 *2A *29 EM
NE_16 750,38 1,84 2,01 *35 *1 EM
NE_39 131,31 1,70 1,79 *2A *41 EM
NE_142 36,18 2,36 1,54 *35 *4 EM
SU_37 469,85 1,84 1,79 *1 *5 EM
SU_78 107,55 1,86 1,31 *1 *4 EM
SuU_87 60,20 1,85 1,49 *35 *2A EM
SU_113 130,78 1,74 1,85 *1 *1 EM
SU_168 49,30 1,62 1,70 *41 *2 IM
SU_210 176,03 1,80 1,87 *29 *9 IM
SU_21 99,57 1,80 1,60 *17 other ND
SU_214 104,13 1,66 1,81 “2A *1 UM
SU_230 43,98 1,83 1,64 *2A *9 EM
SU_240 21,30 1,51 0,54 *1 *1 EM

5.2 Purificagao por beads

As amostras selecionadas no screening foram submetidas a etapa de

purificacdo com o objetivo de remover residuos que pudessem interferir nas etapas

subsequentes, como sais e fragmentos de DNA de baixo peso molecular. Para essa

etapa, foram transferidos 15 yL de cada amostra para microtubos de 1,5 mL

compativeis com o suporte magnético utilizado para o experimento. Desse modo,

utilizou-se 7,5 pL da solugéo de beads, 400 uL totais de etanol 80% e 15 L de Tris.

A eficiéncia do experimento de clean-up foi checada com eletroforese em gel

de agarose (Figura 5). Os géis de agarose apresentaram concentragdes de 1,0% a

1,5% e padronizaram-se os parametros de corrida em 80 volts por 35 minutos.
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Figura 5 — Eletroforese para checagem da integridade das amostras purificadas. M: marcador de

peso molecular de 1 kb.

Com base nos critérios de qualidade estabelecidos para o estudo, foram
selecionadas 18 amostras para prosseguimento as etapas de preparo das
bibliotecas. As amostras selecionadas foram: NO_92, NO 105, NO_106, NO_110,
NO_113, NO_116, NO_117, NO_118, NO_133, NO_151, SE_205, NE_12, NE_16,
NE_39, NE_142, SU_78, SU_87 e SU_211.

5.3 Clivagem por Cas9

As amostras selecionadas foram incluidas no protocolo de preparo de
bibliotecas genbémicas a partir do enriquecimento das regides alvo por
CRISPR-Cas9. A estratégia baseia-se na propriedade enzimatica de clivagem
especifica que a nuclease caspase 9 apresenta. O protocolo previsto para a

clivagem com Cas9 advém do kit descontinuado pelo fabricante, Oxford Nanopore
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Technologies® (ONT). Portanto, os reagentes foram adquiridos e preparados
separadamente.

Antes de dar seguimento ao protocolo, foi realizada a checagem de
concentragdes dos sgRNA. Diluicées de 1:400 com os 4 produtos foram preparadas
para o procedimento. Para as quantificagdes, foram utilizados 2 uL da solugao
diluida com o BioSpec-nano em abertura optica de 0,7 mm. A partir da leitura de
absorbancia a 260 nm, a concentracdo foi calculada por meio da equagao de
Lambert-Beer (4 = €.1.C), considerando os valores de absorbancia lidos pelo
equipamento, o caminho o6ptico do equipamento (0,7 mm) e o coeficiente médio de
extingdo molar dos sgRNAs utilizados (¢ = 1.010.436,667 M'cm™). As concentragbes
obtidas apds corregao com o fator de diluicdo situaram-se na faixa de 60 a 62 uM,
valor coerente com as concentragdes esperadas para SgRNAs sintetizados

comercialmente.

5.3.1 Primeira rodada experimental

Em um primeiro momento, as amostras NO_105, NO_106, SU_78, SU_87 e
NO_101 foram escolhidas para a etapa de formacdo do complexo RNP entre a
enzima Cas9 e os sgRNAs, processo essencial para haver a clivagem do gDNA na
regido de interesse. Para todas as amostras, realizou-se o experimento com a
combinagao A de RNA guias, estabelecida por 1_CYP2D6 e 2_CYP2D.

Foram utilizados 1 pyL da enzima Cas9, 1 yL de cada sgRNA, 2 yL de tampao
Cas9 10X e 5 pyL de agua livre de nucleases. Ao final do primeiro tempo de
incubacéao, foram pipetados 2 uL de gDNA e 8 pL de agua ultrapura, objetivando
atingir o volume de reagao 20 pL previamente estabelecido.

Ressalta-se que a solugao de 10X Buffer Cas9 foi inicialmente preparada com
200 mM de Tris-Base, 1 M de NaCl, 50 mM de MgCl, hexahidratado e 1 mM de
EDTA, com pH ajustado para 7,8 a 25 °C, visando proporcionar condi¢coes
adequadas para a atividade da enzima. A formulagao foi elaborada com base nas
especificagbes do tampdo comercial rCutSmart® Buffer (nimero de catalogo
B6004S), da New England Biolabs (NEB).

ApoOs a segunda incubacdo, 1 uL de Proteinase K foi incluido e a reagao
permaneceu por 15 minutos a 56 °C em banho seco. Ao final dessa etapa, foi

realizada a eletroforese padronizada em gel de agarose a 1% por 35 minutos a 80
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volts (Figura 6). Apenas para a amostra NO_106 a banda de alto peso molecular
(acima de 10 kb), indicativa da presenga de DNA gendmico integro, mostrou-se
evidente. Enquanto isso, nas demais corridas, com exceg¢ao daquela referente a
amostras NO_106, foram observados pequenos fragmentos em torno de 200 pb,

acompanhados por arraste entre aproximadamente 500 e 100 pb.

M NO_106 NO_105 SUZ78 SU87 NO 11

(A) (A) (A) (A) (A)

10 kb
7 kb

5 kb
4 kb

3 kb
2 kb

1,5 kb
1kb
700 pb

500 pb

200 pb

Figura 6 — Eletroforese apoés clivagem com Cas9 para sgRNAs 1_CYP2D6 e 2_CYP2D6. M:
marcador de peso molecular de 1 kb.

5.3.2 Segunda rodada experimental

Buscou-se realizar novamente o experimento ajustando a composigdo do
tampao. Foi retirado o EDTA e incluido o dobro de MgCl, (100 mM), ajustes
realizados com o objetivo de aumentar a eficiéncia da reagdao. As concentragdes de
Tris e NaCl mantiveram-se as mesmas. Dessa vez, utilizou-se novamente a amostra
NO_106 e o experimento também foi testado com as amostras NE_16 e NE_39. As
concentracbes para a reagcdo e os parametros de incubacgao estipulados pelo
protocolo ndo foram alterados. Para cada uma das trés amostras, foi realizado o
procedimento duas vezes, alternando as combinagcdes de sgRNA, sendo utilizados o
par A (1_CYP2D6 e 2_CYP2D6) e o par B, definido por 2-IDT e 2_CYP2D6. A
eletroforese com as amostras apds procedimento de clivagem foi realizada (Figura

7). As amostras NO_106 e NE_39 apresentaram bandas de alto peso molecular.
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Figura 7 — Eletroforese apds ajustes no protocolo de clivagem com Cas9. M: marcador de peso
molecular de 1 kb.

5.3.3 Terceira rodada experimental

Com o objetivo de ampliar a avaliagdo da metodologia proposta, foi conduzida
uma nova rodada experimental utilizada a amostra NO_106 sem a realizacdo da
etapa de purificacdo. Em adicdo, o banho seco em bloco foi substituido pelo
termociclador, visando garantir maior precisdao e uniformidade no controle das
temperaturas de incubacao, fator potencialmente relevante para o desempenho das
etapas de formagéo do complexo ribonucleoproteico e clivagem mediada por Cas9.

Visando uma avaliacdo mais detalhada das amostras submetidas ao
procedimento, realizou-se uma nova eletroforese utilizando gel de agarose a 0,8%,
com corrida de 2 horas a 85 volts (Figura 8). A redugao da concentragao de agarose,
associada ao maior tempo de corrida, foi adotada objetivando aumentar a resolugao
dos fragmentos de DNA. Apds a corrida, foram visualizadas bandas acima de 10 kb

apenas referentes a amostras NE_16 com as duas combinagdes de pares A e B.
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Figura 8 — Eletroforese longa com todas as amostras pos-clivagem. M: marcador de peso molecular
de 1 kb.

5.3.2 Amplificagdo por PCR Long-Range

Além de serem utilizadas para os procedimentos de digestdo com Cas9, as
amostras previamente selecionadas foram submetidas ao preparo de bibliotecas
genbmicas a partir da estratégia de amplificagdo de amplicons de grande extensao.
A utilizagcdo da metodologia de PCR Long-Range teve como objetivo amplificar todo
o gene CYP2D6, incluindo regides flanqueadoras a montante e a jusante, de forma a
obter fragmentos adequados para etapas subsequentes de sequenciamento por long
reads.

Inicialmente, testou-se um protocolo utilizando reagcdes de volume final de 10
ML por amostra. Para cada uma das 16 amostras, foram realizadas duas reagoes
independentes, correspondentes aos pares de oligonucleotideos A e B. Assim,
foram preparados dois mixes para a amplificagdo, um para cada conjunto de
primers. Além das amostras, foram incluidos dois controles negativos para cada par
de primers empregados. As quantidades de reagentes foram calculadas com um
excedente de 10%, visando compensar possiveis perdas durante a pipetagem,
especialmente em fungao dos pequenos volumes manipulados, bem como minimizar
impactos decorrentes de variagdes instrumentais e operacionais. Devido as distintas
faixas de concentragdo das amostras definidas pelos procedimentos de
quantificacao, foi realizada a diluicdo de amostras que apresentaram concentracao

maior que 80 ng/pL. Assim, a reagdo de PCR contou com 1 yL de DNA genémico
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purificado. Para os demais reagentes, as quantidades pipetadas foram: 2 yL PCR
Buffer, 0,4 yL dNTP mix, 0,3 uL primer F, 0,3 uL primer R, 0,1 yL enzima Takara
Primestar e 5,9 de agua livre de nucleases.

Apos a conclusao dos ciclos de amplificagado no termociclador, os produtos de
PCR foram submetidos a 3 corridas de eletroforese em gel de agarose para
avaliacdo do desempenho da metodologia. Entretanto, ndo foram observadas
bandas correspondentes aos fragmentos de tamanho esperado, indicando auséncia

de amplificagdo nas condigdes testadas (Figura 9, A, B e C).

Figura 9 — Eletroforese com amplicons advindo da reag¢édo de 10 pL.

Com os resultados obtidos, buscou-se repetir a PCR com reagentes
ajustados para 25 uL (5 pL PCR Buffer, 0,5 yL dNTP mix, 0,7 uL primer F, 0,7 pL

primer R, 0,25 yL enzima Takara Primestar e 16,85 de agua livre de nucleases). A
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reacao foi realizada apenas para 10 amostras, sendo elas NO_ 92, NO 142,
NO_116, NO_133, NO_113, SU_211, NE_12, NO_108, SU_211, NE_12,NO_108,
SU 230 e SU_37. Apds a otimizagcao das condigcdes de amplificacdo, foi possivel
observar a obtencdo de amplicons compativeis com o tamanho esperado nas
amostras NE_39 e NO_110, conforme gel de agarose corrido com marcador de 1 kb
(Figura 10, A). Em seguida, os produtos foram submetidos a etapa de purificagdo
com beads magnéticas, conforme previsto no protocolo de preparo de bibliotecas.
Entretanto, apds a etapa de clean-up, a checagem por eletroforese néo evidenciou a
presenca dos fragmentos previamente observados, sugerindo perda significativa do

material genético durante essa etapa (Figura 10, B).

A M NO 92 NO 142 NO 116 NO 133 NO 113 SU 211 NE12 NO 108 SU 230 SU 37 B M MO 133 suan

Figura 10 — Eletroforese obtidos durante a padronizagéo experimental. (A) Amplicons das amostras
NE_39 e NO_110 ap6s otimizacao das condi¢des de PCR. (B) Avaliagdo da integridade dos
amplicons apds a etapa de purificagcdo. M: marcador de peso molecular de 1 kb.
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6. DISCUSSAO

A elevada complexidade genética do CYP2D6, caracterizada por mais de 186
alelos ja descritos, variantes estruturais diversas e alta homologia com pseudogenes
adjacentes, representa um dos principais desafios para a consolidagdo da
farmacogenética na pratica clinica. Os métodos tradicionalmente empregados para a
genotipagem desse farmacogene apresentam importantes limitagdes que restringem
sua capacidade de capturar de forma abrangente a variabilidade do gene. Como
consequéncia, a determinagao dos haplétipos e a inferéncia acurada dos fenétipos
metabolizadores permanecem obstaculos relevantes para a implementacdo da
farmacogenética como ferramenta da rotina clinica (Schwarz; Gulilat; Kim, 2019)
Diante desse cenario, o presente trabalho propds desenvolver e avaliar
metodologias para o preparo de bibliotecas gendmicas voltadas ao sequenciamento
completo do farmacogene CYP2D6 a partir da plataforma de Oxford Nanopore, com
foco em duas estratégias de enriquecimento da regido alvo: a clivagem mediada por

CRISPR-Cas9 e a amplificagéo por PCR Long-Range.

6.1 Protocolo de purificagdo com beads

A partir de uma etapa inicial de triagem, as amostras advindas do banco da
REFARGEN que apresentaram paréametros de integridade e pureza adequados
foram selecionadas. A etapa de purificacdo com beads, baseada no principio SPRI,
resultou na selegcdo de 18 amostras para o prosseguimento dos experimentos. A
utilizacao de beads para fins de purificagdo € amplamente empregada em protocolos
de preparo de bibliotecas genémicas por sua capacidade de remover residuos como
sais, primers e demais fragmentos de baixo peso molecular, sem exigir centrifugagao
ou a utilizagdo de solventes organicos (Liu, D. et al, 2023). No entanto, sua
aplicaggo ao DNA genbmico de alto peso molecular requer consideragoes
metodoldgicas especificas, principalmente referentes a proporgdo entre beads e
amostra e as condigdes de eluicdo (Beckman, 2016).

Embora protocolos otimizados para fragmentos menores, tipicamente de 100
a 1500 pb, apresentem taxas de recuperacao satisfatorias, a eficiéncia de
purificacdo tende a diminuir com o aumento do tamanho dos fragmentos. Um estudo

experimental observou que mais de 50% dos fragmentos acima de 7 kb poderiam
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permanecer no sobrenadante sob determinadas condi¢gdes de purificacao,
evidenciando uma redugéo significativa da recuperagdo quando comparada a
observada para fragmentos menores. Os autores indicaram que a quantidade de
beads empregadas é um fator critico para maximizar o rendimento do protocolo,
uma vez que a saturacdo da capacidade de ligagédo das particulas magnéticas pode
contribuir para perdas substanciais de DNA de alto peso molecular (Stortchevoi;
Kamelamela; Levine, 2020). Mesmo com o ajuste da propor¢cao de beads, a
recuperacdo de DNA de alto peso molecular permaneceu suscetivel a perdas
decorrentes das caracteristicas fisico-quimicas desses fragmentos e das sucessivas
etapas de manipulagcdo necessarias durante o processo de purificacio.
Adicionalmente, o carater predominantemente manual do protocolo constitui
uma potencial fonte de variabilidade dos resultados. Etapas criticas como a remogao
do sobrenadante durante a separagdo magnética e as lavagens com etanol exigem
precisao de pipetagem, a fim de evitar o contato inadvertido com o pellet de beads e
a remogao incompleta do sobrenadante. Da mesma forma, residuos de etanol
remanescentes das etapas de lavagem, particularmente dificeis de eliminar
completamente em volumes pequenos, podem atuar inibindo as enzimas essenciais
para o preparo das bibliotecas, como a Cas9 e as polimerases utilizadas na
amplificacdo de fragmento longo. Para minimizar esse efeito, alguns protocolos
recomendam periodos prolongados de secagem das beads, frequentemente
superiores a 15 minutos (lllumina, 2026). Todavia, essa estratégia ndo foi adotada
nesse estudo, uma vez que a secagem excessiva (overdry) pode dificultar a
ressuspensao das beads e comprometer a recuperagao do DNA durante a etapa de
eluicdo. Esses fatores, incluindo a variabilidade entre operadores, reforcam a
necessidade de padronizagédo rigorosa do protocolo, principalmente nesses casos

em que é requerido a reprodutibilidade dos resultados.

6.2 Clivagem com Cas9

A metodologia de enriquecimento por CRISPR-Cas9, baseada no protocolo
NCATS (nanopore Cas9-targeted sequencing), foi escolhida por seu potencial de, a
partir da clivagem especifica do gDNA, capturar o locus CYP2D6-CYP2D7 sem
necessidade de amplificagao prévia, preservando assim informagdes sobre variantes

estruturais, numero de copias e rearranjos com o pseudogene CYP2D7 (Rubben et
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al., 2022) Para avaliar sua implementacdo no contexto deste trabalho, foram
conduzidos trés rodadas experimentais, nas quais ajustes metodologicos foram
realizados com base nos resultados obtidos e em evidéncias da literatura.

Na primeira tentativa, observou-se banda de peso molecular maior que
esperado para uma amostra e fragmentos curtos de aproximadamente 200 pb
acompanhados de arraste entre 500 e 1000 pb nas demais. Inicialmente, esses
resultados foram interpretados como possivel falha na clivagem, no entanto ha de se
considerar as limitacbes metodolégicas impostas pela utilizagdo da eletroforese
convencional para avaliar a eficiéncia dessa metodologia. A regido alvo corresponde
apenas a uma pequena fragdo do DNA gendmico total e, consequentemente, a
quantidade de fragmento especifico gerada apds a digestdao pode ser insuficiente
para produzir uma banda detectavel no gel de agarose. Em condi¢gdes usuais de
visualizacdo, o aparecimento de bandas visiveis depende da presenca de uma
quantidade minima de 10 a 20 ng de DNA (Green; Sambrook, 2019a). Dessa forma,
mesmo quando a clivagem ocorre de maneira eficiente, os produtos gerados podem
permanecer abaixo do limite de detecg¢ao da técnica.

Dessa forma, a banda observada acima de 10 kb provavelmente reflete a
predominancia do DNA gendmico integro presente na amostra, mascarando os
produtos da digestao especifica. Além disso, a permanéncia de gDNA de alto peso
molecular apés a etapa de clivagem pode comprometer a eficiéncia do
enriquecimento e o rendimento do sequenciamento da regido alvo por constituir uma
fonte potencial de ruido analitico, indicando que esse resultado provavelmente nao
esta relacionado ao sucesso metodoldgico (Vereecke et al., 2026).

De maneira analoga, os fragmentos menores observados também nao devem
ser atribuidos diretamente a atividade da enzima, uma vez que os sgRNAs foram
desenhados para gerar fragmentos de aproximadamente 7 kb. Assim, se sugere que
essas bandas resultem de fragmentagao prévia do DNA durante a manipulagao das
amostras, da presenca de residuos de RNA nado removidos durante a purificagao ou
ainda da presenga de componentes da propria reagdo, como SgRNAs
remanescentes. Ressalta-se que, nas etapas subsequentes, esses fragmentos de
baixo peso molecular tenderiam a ser removidos a partir do protocolo de purificacéo
por beads magnéticas previsto no preparo de biblioteca (ONT, 2018).

Na proxima rodada de experimentos, foram realizados ajustes na composi¢ao

do tampao da reacdao, com a remogao do EDTA e o aumento da concentragao de
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MgCl.. A modificagdo justifica-se pela propriedade do EDTA de atuar como quelante
de ions divalente, incluindo o Mg*, que € cofator para a atividade catalitica da
enzima nuclease utilizada nesse processo (Hart, 2000). Essa observacédo é
consistente com as especificagcbes dos tampdes comerciais recomendados para a
Cas9, que nado contém EDTA em sua formulagdo (NEB, 2021). Os resultados
demonstraram o mesmo padrao de eletroforese anteriormente observado, indicando
resultados inconclusivos quanto a eficiéncia das modificagdes.

Na terceira tentativa, substituiu-se o banho seco pelo termociclador para o
controle das temperaturas de incubacdo e contribuir com a reprodutibilidade
experimental. O controle preciso das condi¢cdes térmicas no processo de formacao
do complexo ribonucleoproteico e na digestdo enzimatica pela Cas9 representa um
fator importante a ser considerado, principalmente se tratando de atividade
enzimatica que requerem temperaturas adequadas e homogéneas para ocorrerem
eficientemente (David et al., 2022). Além disso, optou-se por aumentar o tempo de
corrida eletroforética, objetivando aumentar a resolugao dos fragmentos de alto peso
molecular observados a partir da distribuicdo mais claras das bandas.

Quanto a necessidade de uma etapa destinada a verificacdo da eficiéncia da
clivagem, é evidente a divergéncia apresentada pela literatura. Enquanto alguns
estudos avaliam o desempenho do método apenas nas etapas finais do
sequenciamento, por meio da analise de dados de cobertura e tamanho das reads
geradas (Alfano et al., 2022; McDonald et al., 2021), outros optam por realizar essa
verificagdo logo apds a clivagem, empregando distintas metodologias de biologia
molecular. Entre as abordagens descritas, destaca-se a utilizacdo de PCR
quantitativa (QPCR) para comparar a quantidade de fragmentos on-targets em
relacdo ao DNA de background, permitindo estimar a eficiéncia do enriquecimento
ao qual a amostra foi submetida antes do sequenciamento (Benarroch et al., 2025;
Xie et al.,, 2024). Ademais, a utilizagdo do Agilent TapeStation® - sistema
automatizado de eletroforese com a deteccdo mais sensivel e eficiente - para
verificar a eficiéncia desse método, bem como a aplicagdo de PCR convencional
para amplificacdo das regides alvo da clivagem e sua posterior verificagdo no gel

também configuram como alternativas para a checagem do sucesso experimental.


https://www.zotero.org/google-docs/?h6R5BJ
https://www.zotero.org/google-docs/?MWGSc5
https://www.zotero.org/google-docs/?wEUXWA
https://www.zotero.org/google-docs/?poMOdl
https://www.zotero.org/google-docs/?hbKDEj
https://www.zotero.org/google-docs/?hbKDEj
https://www.zotero.org/google-docs/?CWDpAv

46

6.3 PCR Long-Range

A PCR Long-Range foi testada como abordagem complementar ao nCATS,
visando a amplificacdo completa do locus CYP2D6 para o preparo de bibliotecas.
Neste estudo, os amplicons requeridos a partir da reagdo com os oligonucleotideos
desenhados eram de aproximadamente 6,6 kb. Como trata-se de uma reacao de
amplificacdo, a visualizagdo dos resultados com eletroforese, com bandas do
tamanho definido demarcadas, segue o padrdao protocolado (Green; Sambrook,
2019).

Na primeira tentativa com volume de reacédo de 10 uL, ndo foram observadas
bandas nos géis de agarose para nenhuma das amostras testadas, indicando
auséncia de amplificacdo nas condicbes utilizadas. Esse resultado pode ser
atribuido a diferentes fatores, entre eles, cita-se o volume reduzido de reacéo,
tornando o protocolo mais suscetivel a variagdes de pipetagem, especialmente nos
volumes menores de enzima e primers utilizados.

Com o aumento do volume de reagao para 25 uL, foram obtidos amplicons
compativeis com o tamanho esperado em duas amostras, resultados que
demonstram a viabilidade da implementagdo da metodologia. A auséncia de
amplificagcdo nas demais amostras pode refletir as variagcbes na qualidade do DNA
entre as amostras, uma vez que amostras com maior degradagao prévia podem
apresentar desempenho sub-6timo em reagdées de PCR Long-Range, que sdo mais
exigentes em termos de integridade do DNA template do que PCRs convencionais
de fragmentos curtos. Ademais, fatores como a quantidade de DNA insuficiente ou
excessiva e a nao adequacdo das condicdes de termociclagem aos primers
utilizados podem ter contribuindo para o insucesso da metodologia, indicando a
necessidade da conducdo de mais testes visando proporcionar a otimizacao
protocolar desse método (Arnemann, 2019; Waggott, 2000; Jansson; Hedman,
2019). Sobre a nao detecgao das bandas apdés a etapa de purificagcdo dos amplicons
obtidos, sugere perda significativa de material durante esse processo, limitagdo
previamente discutida por representar um ponto critico na manipulacdo de acidos

nucleicos de maior peso molecular.
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6.4 Consideragoes gerais e perspectivas futuras

Os resultados encontrados nos experimentos conduzidos estao relacionados
as barreiras impostas quanto ao desenvolvimento e a padronizagdo de metodologias
na area da biologia molecular, particularmente se direcionadas a regides genémicas
complexas como o CYP2D6. Embora diversas limitagdes tenham sido observadas
ao longo das etapas, a natureza experimental deste trabalho configura um contexto
de etapa inicial de desenvolvimento metodoldgico, proporcionando informacdes
relevantes para a adaptacdo e otimizacao dos protocolos as condi¢cdes laboratoriais
disponiveis, bem como possibilitando o desenvolvimento do conhecimento técnico
necessario para futuras implementagées da metodologia.

Isso é particularmente relevante diante da lacuna existente na literatura sobre
abordagens de preparo de bibliotecas gendémicas para o sequenciamento por
long-reads do CYP2D6. Para a estratégia de enriquecimento com Cas9, por
exemplo, apenas dois estudos replicaram protocolos bem-sucedidos capazes de
realizar a predigdo com acuracia das diversas variantes do gene (Rubben et al.,
2022; Turner; Derezinski; et al., 2023). Quanto a PCR Long-Read, um numero maior
de estudos descreve sua utilizagdo para o enriquecimento da regiao de interesse
(Gaedigk, A. et al., 2007; van der Lee et al., 2021; Ammar et al., 2015; Chua et al.,
2025; Liau et al., 2019). No entanto, apesar da ampla adog¢do da técnica, os
protocolos publicados apresentam consideraveis diferencas entre si, sem a
existéncia de um procedimento amplamente padronizado. Essa heterogeneidade
experimental, constituida pelas enzimas empregadas, as concentracdes dos
reagentes e as condigbes de termociclagem, dificultam a reprodutibilidade desses
métodos e, consequentemente, contribuem para a necessidade de repetidas etapas
de otimizagao experimental e troubleshooting. Como resultado, 0 maior consumo de
insumos e aumento do tempo despendido em laboratério tornam-se desafios
relevantes pensando na implementacdo dessas metodologias no cenario da
pesquisa académica.

Nesse sentido, estabelecem-se perspectivas futuras de continuidade do
projeto, visando otimizar os protocolos desenvolvidos para que haja a
implementagdo do sequenciamento na plataforma MinlON. Inicialmente, planeja-se

adquirir reagentes e insumos necessarios para a utilizagdo do sistema Agilent
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TapeStation®, uma plataforma de eletroforese automatizada capaz de fornecer
analises mais sensiveis e acuradas da integridade e distribuigdo do tamanho dos
fragmentos de DNA. A obtencao dessas informagdes sera fundamental para avaliar
a viabilidade e o desempenho das estratégias de enriquecimento empregadas,
especialmente da abordagem baseada em clivagem por Cas9, permitindo uma
caracterizagao mais precisa dos produtos gerados e superando parte das limitagoes
observadas na eletroforese convencional.

Para a abordagem baseada em PCR Long-Range, destaca-se a necessidade
de aperfeicoamento das etapas de amplificacdo e purificacdo de amplicons de alto
peso molecular. Para isso, pretende-se adquirir a Roche® KAPA Long-Range DNA
polimerase, enzima frequentemente empregada em protocolos especificos ao locus
CYP2D6-CYP2D7 descritos na literatura, apresentando resultados consistentes em
termos de rendimento e fidelidade (Effendi et al., 2025; Gaedigk, A. et al., 2007,
Sheng et al., 2007). Ademais, a otimizagcdo do protocolo mediante a utilizacdo da
enzima Takara® PrimeStar HS DNA Polimerase ainda ndo esta descartada, dada
sua robustez notavel na amplificagéo de fragmentos longos (Jia et al., 2014).

Adicionalmente, determina-se que, assim que estabelecido o protocolo de
preparo de bibliotecas, serdo realizadas as corridas de sequenciamento e a
subsequente analise bioinformatica. Os dados gerados permitirdo avaliar mais
precisamente os parametros de cobertura da regido CYP2D6-CYP2D7, proporgao
de reads on-target e desempenho na identificacdo de variantes e demais alteragdes
estruturais (Vereecke et al., 2026). A comparagao desses resultados com gendtipos
previamente determinados por metodologias convencionais nas amostras do
biobanco utilizado possibilitara validar a abordagem proposta e definir parametros
para sua futura aplicagdo em estudos farmacogenéticos e, potencialmente, na
pratica clinica.

Além dos aspectos metodolégicos, os resultados deste trabalho reforgam a
necessidade de ampliar os estudos farmacogenémicos em populagdes brasileiras. O
Brasil apresenta uma das maiores populagdes recentemente miscigenadas do
mundo, resultado da contribuicdo genética de povos indigenas, europeus e
africanos, entre outros grupos populacionais. Em um estudo recente que buscou
sequenciar o genoma de aproximadamente 3 mil brasileiros, cerca 8 milhdes de
variantes genéticas previamente ndo descritas foram identificadas, das quais mais

de 36 mil foram classificadas como potencialmente deletérias para a saude (Nunes
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et al., 2025). Esses dados evidenciam que porgdo importante da variabilidade
genética, com potencial impacto na resposta aos medicamentos, permanece
insuficientemente caracterizada no pais. Nesse contexto, os objetivos propostos
contribuem diretamente para a superagdo dessas limitagdes, visto que o
desenvolvimento de metodologias capazes de detectar ndo apenas variantes
previamente conhecidas, mas também variantes novas, raras e alteracbes
estruturais complexas, torna-se essencial para a construgdo de um conhecimento
farmacogendmico verdadeiramente representativo da populagao brasileira (Friedrich
et al., 2014; Torres-Loureiro et al., 2022).

Por fim, a consolidagdo dessas abordagens podera viabilizar sua aplicagao
em amostras populacionais de maior escala e sua integracéo a iniciativas nacionais
da medicina de precisdo, ampliando o conhecimento sobre a diversidade alélica de
farmacogenes no Brasil. Além do CYP2D6, a adaptacdo dos protocolos
desenvolvidos para outros farmacogenes de elevada relevancia clinica e
complexidade estrutural podera contribuir para a incorporagdo do sequenciamento
por long reads como uma ferramenta estratégica para a farmacogenémica e para a
consolidacdo de politicas voltadas a personalizagdo terapéutica no contexto

brasileiro.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo buscou desenvolver e avaliar metodologias de preparo de
bibliotecas genbmicas para o sequenciamento do farmacogene CYP2D6 pela
plataforma Oxford Nanopore, com foco em duas estratégias de enriquecimento da
regido alvo: a clivagem mediada por CRISPR-Cas9, baseada no protocolo nCATS, e
a amplificacdo por PCR Long-Range. Embora os resultados obtidos ndo tenham
permitido a validagdo conclusiva de nenhuma das abordagens propostas, os
experimentos conduzidos possibilitaram o estabelecimento e a adaptacao de
protocolos para ambas as estratégias, bem como a identificagdo de etapas criticas
que deverao ser priorizadas nas etapas subsequentes do projeto.

No que se refere a estratégia de enriquecimento por CRISPR-Cas9, as trés
rodadas experimentais conduzidas permitiram identificar fatores determinantes para
o desempenho da metodologia, como a composi¢cao do tampao de reagao, o
controle preciso das temperaturas de incubagcdo e as limitagdes inerentes a
avaliagdo da eficiéncia de clivagem por eletroforese convencional. Para a
abordagem de PCR Long-Range, a obtengdo de amplicons compativeis com o
tamanho esperado em duas amostras, apds a otimizagao das condi¢des reacionais
com volume de 25 pL, demonstrou a viabilidade da metodologia, ao mesmo tempo
em que evidenciou a necessidade de aprimoramento das etapas de amplificagao e
purificacdo de fragmentos de alto peso molecular.

De modo geral, os resultados reforgam que a padronizagdo de metodologias
voltadas a caracterizagao de farmacogenes complexos como o CYP2D6 constitui um
processo que demanda rigoroso controle das variaveis experimentais. Os achados
gerados ao longo desta pesquisa fornecem subsidios para a continuidade do projeto
a partir da definicdo de perspectivas futuras, as quais incluem a aquisicao de
insumos complementares, como a polimerase KAPA Long-Range e reagente para o
sistema Agilent TapeStation, e a condugao de novas rodadas experimentais visando
a implementacéo do sequenciamento na plataforma MinlON.

Por fim, este trabalho contribui para o avango da farmacogenética no contexto
brasileiro, ao buscar desenvolver metodologias robustas e adaptadas a diversidade
genética de uma populacdo altamente miscigenada e ainda insuficientemente
caracterizada. A consolidagado dessas abordagens representa um passo concreto

em direcdo a implementagdo do sequenciamento por long reads como ferramenta
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estratégica para a genotipagem do CYP2D6, com potencial impacto direto sobre a

seguranca e a eficacia do tratamento farmacolégico no pais.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 6.845.404

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de analise de resposta ao parecer pendente n. 6.722.961 emitido pelo CEP em 25/03/2024. As
informacgdes elencadas neste campo foram retiradas do arquivo Informacg¢des Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_2290938, DE 09/04/2024 versido 2).

Estudo de implementagdo e padronizagdo de metodologias para detecgdo de variantes genéticas. O estudo
original em que a amostra foi coletada tinha um desenho observacional, com coleta de dados visando uma
caracterizagdo populacional. A farmacogenémica estuda a influéncia da variabilidade genética na resposta a
farmacos, objetivando individualizar a prescricdo de medicamentos baseada no genoma do paciente para
minimizar a ocorréncia de eventos adversos e melhorar a eficacia. A incorporagdo de dados genéticos em
sistemas de saude tem desafios diversificados, incluindo a identificacdo de reagbes adversas ou falhas
terapéuticas, treinamento de equipes de saude, assim como a utilizagao de ferramentas moleculares
capazes de captar a variabilidade genética em grande escala. Dentre os farmacogenes importantes, destaca
-se 0 gene que codifica a enzima CYP2D6 responsavel por metabolizar mais de 25% de todos os
medicamentos prescritos. Esse gene apresenta mais de 170 variantes alélicas descritas resultando em
distintos fenotipos metabolizadores. Outro ponto
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importante & a ampla variabilidade populacional das variagdes génicas de CYP2D6, o que torna mais dificil
detectar todas as suas variagdes em populagdes miscigenadas. As metodologias atualmente utilizadas ndo
sdo robustas o suficiente para a caracterizagdo de populagdes com genétipos ainda desconhecidos. A partir
dessa demanda, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) representa uma tecnologia de sequenciamento
em larga escala com potencial relevancia como uma plataforma abrangente de genotipagem e identificagéo
de novas variantes genéticas. O presente projeto tem como objetivo a utilizagdo de um banco de dados de
amostras da populagdo brasileira previamente genotipadas para padronizagdo de sequenciamento de nova
geragdao bem como analise e predicdo de fendtipos dessa populagao.

O estudo sera conduzido com amostras de DNA com gendtipos conhecidos de CYP2D6 previamente
determinados através de técnicas baseadas em PCR. Estas amostras sdo provenientes do estudo
iCaracterizacdo de polimorfismos de interesse farmacogenético e correlacdo com a ancestralidade
genética,,, realizado pela Rede Nacional de Farmacogenética (REFARGEN) com resultados publicados em
(Friedrich et al., 2014). No referido trabalho, foram analisadas 13 variagbes genéticas: -1584C>G
(rs1080985), 31G>A (rs769258), 100C>T (rs1065852), 1023C>T (rs28371706), 1846G>A (rs3892097),
2549A>del (rs35742686), 2615_2617delAAG (rs28371720), 2850C>T (rs16947), 2988G>A
(rs28371725),3183G>A (rs59421388), 4180G>C (rs1135840), assim como a delegdo e a duplicagéo
completa do gene.

Todos os participantes concordaram em participar de estudos sobre variabilidade genética, através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, entdo amostras de sangue foram coletadas para extragdo de
DNA. O projeto que prevé a avaliacdo desta amostra em estudos de
farmacogenética/farmacogendmicalvariabilidade genética foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Nacional do Cancer sob coordenagdo do Dr. Guilherme Suarez-Kurtz (Anexo 2) e posteriormente
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA (57392616.7.0000.5345,Anexo 3). Cabe ressaltar que ndo
existem bancos de dados que vinculem as amostras de DNA com a identificagdo dos individuos e suas
informacgdes clinicas ou pessoais. Os dados disponiveis no banco de dados para o presente estudo sdo da
regido brasileira de origem da amostra; cor autodeclarada (branca, parda, preta, amarela e indigena),
conforme padrdo do IBGE; a ancestralidade determinada por marcadores genéticos e genétipos de
diferentes genes associados ao metabolismo farmacoldégico.

As avaliagBes previstas no presente projeto ndo incluem novas coletas ou intervengdes com os individuos
participantes, apenas a identificagdo de variagdes genéticas através de nova metodologia molecular

(sequenciamento de nova geragdo). Este estudo sera realizado apés
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apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Ciéncias da
Salde de Porto Alegre.

Sequenciamento de nova geracgao: Este projeto prevé a testagem de duas plataformas de sequenciamento
de alta performance (NGS) para captura das variantes no gene CYP2D6. Este gene é altamente polimorfico,
com mais de 170 alelos, entre os quais encontram grandes delegdes e duplicagbes génicas completas. A
primeira plataforma sera Illlumina MiSeq, com

preparo de bibliotecas a partir de amplicons e a segunda sera a plataforma MinlON (Oxford Nanopore),
utilizando preparo de biblioteca através de CRISPR-Cas9 (RNA guias).

Objetivo da Pesquisa:

As informagdes elencadas neste campo foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2290938, DE 09/04/2024 versdo 2).

Objetivo Primario:

Este projeto prevé a testagem de duas plataformas de sequenciamento de alta performance (NGS) para
captura das variantes no gene CYP2D6 em amostras previamente genotipadas para 13 variantes ja

descritas no gene.

Objetivo Secundario:

Padronizar e implementar o sequenciamento NGS lllumina para o gene CYP2D6;

Padronizar e implementar o sequenciamento por Minion nanopore para o gene CYP2D6;

Comparar os genotipos e fenotipos estimados através das plataformas de NGS com os gendtipos ja
disponiveis na amostra;

Comparacdo das metodologias NGS quanto a sensibilidade na captura de variantes e performance (tempo
de execugdo, tempo de analise e custo);

Descrever possiveis novas variantes;

Gerar protocolo para avaliagédo da variabilidade de CYP2D6 através de NGS.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

As informacdes elencadas neste campo foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2290938, DE 09/04/2024 versio 2).

Riscos:

Por se tratar de uma pesquisa que utilizara analise de variantes genéticas em uma amostras ja
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coletada com esta finalidade e por ndo envolver a correlagéo destas variantes com informagdes clinicas ou
pessoais, este estudo ndo apresenta risco aos participantes.

Beneficios:

Os beneficios deste estudo podem ser obtidos a médio prazo através da implementagdo de testes
farmacogenéticos na pratica clinica, permitindo a individualizéo terapéutica com reducdo de riscos de efeitos
adversos e falha terapéutica. Os dados gerados com este projeto permitirdo conhecer de maneira completa

a variabilidade de um farmacogene extremamente importante para individualizagéo de tratamentos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Conforme Informagbes Basicas do projeto na PB, trata-se de estudo nacional e ndo randomizado.

Patrocinado pela Chamada CNPg/MCTI No 10/2023 - Faixa A - Grupos Emergentes - Processo:

403567/2023-8 pela proponente Marilu Fiegenbaum 780.152.510-87. Numero de participantes incluidos no

Brasil: 1200 amostras de DNA. Centros de pesquisa participantes no Brasil: INCA. Armazenamento de

amostras em banco de material biolégico no Brasil: sim. Previsdo de inicio e encerramento do estudo:

01/05/2024 a 14/01/2027

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos obrigatorios foram apresentados de forma adequada.

Recomendacoes:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Apos a analise, a relatoria do projeto solicitou a inclusdo e/ou os esclarecimentos necessario(s) no(s)
documento(s) , seguidos pela resposta do pesquisador e andlise respectiva:

1-PENDENCIA: a solicitagdo de dispensa do TCLE, justificada pelo pesquisador por tratar-se de uma
amostra coletada para fins de avaliacdo populacional de variabilidade genética, sem identificado do
individuo com os dados contidos no banco de dados, sendo que os projetos prévios realizados com esta
mesma amostra ja foram aprovados pelos CEPs (comprovantes de aprovacgéo anexados ao projeto), e por
tratar-se de um projeto que objetiva a implementagdo de metodologias novas para deteccéo de variabilidade
genética, ja prevista no projeto original- € necessario anexar a este projeto a cépia do TCLE do projeto

original intitulado ;Caracterizagdo de polimorfismos de interesse farmacogenético e correlagdo com a
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ancestralidade genética; , realizado pela Rede Nacional de Farmacogenética, para caracterizar a informagao
dada pelo pesquisador de que os participantes concordaram em participar de estudos sobre variabilidade
genética, através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Caso nao seja possivel a
disponibilizagdo deste TCLE, sugerimos a inclusdo de carta do coordenador do projeto acima referido
informando a cedéncia das amostras ao Lab de Biologia Molecular da UFCSPA e anuéncia da utilizacao
destas amostras neste projeto.

RESPOSTA: O projeto original foi conduzido ha muito tempo e desta maneira ndo conseguimos recuperar o
termo de consentimento original com o coordenador Guilherme Suarez-Kurtz. Conforme sugerido pelo CEP
como alternativa, foi anexado um termo de anuéncia para realizagdo do projeto e guarda do material
biolégico pela coordenadora do projeto aqui proposto. Este termo de anuéncia foi citado no projeto (marcado

em amarelo na versdo 2 do projeto) e incluido como um anexo na plataforma Brasil. ANALISE: Atendida.

OBS: Para futuros projetos envolvendo o uso das amostras deste banco havera a necessidade de incluir
nova anuéncia do coordenador do projeto original especificamente para cada projeto apresentado ao CEP.

CONCLUSAQ: Aprovado.
Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar o(s) relatério(s) - parciais e final - da

pesquisa, por meio da Plataforma Brasil, via notificagéo do tipo ;relatério; para que sejam devidamente
apreciadas no CEP, conforme Norma Operacional CNS n° 001/12, item X|.2.d.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/04/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2290938.pdf 15:55:50
Recurso Anexado Carta_respostaCEP_assinado.pdf 09/04/2024 | Marilu Fiegenbaum Aceito
pelo Pesquisador 15:54:49
Declaragéo de anexoanuenciaGUILHERME.pdf 09/04/2024 | Marilu Fiegenbaum Aceito
concordancia 15:52:15
Projeto Detalhado FiegenbaumCYP2D6_versao2.pdf 09/04/2024 | Marilu Fiegenbaum Aceito
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/ Brochura FiegenbaumCYP2D6_versao2.pdf 15:51:47 |Marilu Fiegenbaum Aceito
Investigador
Projeto Detalhado / |FiegenbaumCYP2D6.docx 23/02/2024 | Marilu Fiegenbaum Aceito
Brochura 10:57:15
Investigador
Folha de Rosto folhaDeRostoFiegenbaum.pdf 23/02/2024 | Marilu Fiegenbaum Aceito
10:44:24
Declaragéo de anexo4_termo_anuencia.pdf 23/02/2024 |Marilu Fiegenbaum Aceito
Instituicdo e 10:37:59
Infraestrutura
Outros anexo5.pdf 21/02/2024 |RAISSA NUNES Aceito
14:58:50 [DOS SANTOS

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Enderego:
Bairro: Sarmento
UF: RS

Telefone: (51)3303-8804

PORTO ALEGRE, 23 de Maio de 2024

Municipio:

Assinado por:

Fernanda Bordignon Nunes

PORTO ALEGRE

(Coordenador(a))

Rua Sarmento Leite, 245, prédio 03, sala 605

CEP: 90.050-170

E-mail:

cep@ufcspa.edu.br

Pagina 06 de 06

66



	DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PARA A IMPLEMENTAÇÃO DO SEQUENCIAMENTO DO FARMACOGENE CYP2D6 
	AGRADECIMENTOS E DEDICATÓRIAS 
	RESUMO 
	ABSTRACT 
	LISTA DE FIGURAS 
	LISTA DE TABELAS 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	LISTA DE ABREVIATURAS 
	SUMÁRIO 
	 
	1. INTRODUÇÃO 
	 
	1.1 Reações adversas a medicamentos e falhas terapêuticas 
	1.2 Farmacogenética e farmacogenômica 
	1.3 Enzimas CYP 
	1.3 Gene CYP2D6 
	Figura 1 – Principais farmacogenes e respectivos fármacos. 
	1.3.1 Fenótipos metabolizadores para o CYP2D6 
	 
	1.3.2 Variantes e alelos do CYP2D6 
	Figura 2 – Representação das principais variantes estruturais do CYP2D6. 


	1.4 Metodologias de genotipagem do CYP2D6 
	1.4.1 Sequenciamento de nova geração e Oxford Nanopore 

	1.5 Tecnologia CRISPR/Cas9 para preparo de bibliotecas genômicas 

	2. JUSTIFICATIVA 
	 
	3. OBJETIVOS 
	3.1 Objetivos Gerais 
	3.2 Objetivos Específicos 

	 
	4. MATERIAIS E MÉTODOS 
	4.1 Delineamento da Pesquisa 
	4.2 Amostra 
	4.3 Procedimento 
	4.3.1 Preparo das amostras para biologia molecular 
	Figura 3  – Representação esquemática do processo de purificação com beads magnéticas. 

	4.3.2 Estratégias de enriquecimento de regiões-alvo para o preparo de bibliotecas genômicas 
	4.3.2.1 Clivagem com CRISPR-Cas9 
	Tabela 1 – RNAs guias desenhados para clivagem com Cas9. 

	4.3.2.2 PCR Long-Range 
	Tabela 2 – Oligonucleotídeos desenhados para PCR Long-Range. 

	 



	 
	5. RESULTADOS 
	5.1 Screening de amostras 
	Figura 4  – Eletroforese das amostras submetidas ao screening de qualidade do DNA. M: marcador de peso molecular de 1 kb.  
	Tabela 3 – Amostras selecionadas para purificação e suas respectivas informações. 


	5.2 Purificação por beads 
	Figura 5 – Eletroforese para checagem da integridade das amostras purificadas. M: marcador de peso molecular de 1 kb. 

	5.3 Clivagem por Cas9 
	5.3.1 Primeira rodada experimental 
	Figura 6 – Eletroforese após clivagem com Cas9 para sgRNAs 1_CYP2D6 e 2_CYP2D6. M: marcador de peso molecular de 1 kb. 

	5.3.2 Segunda rodada experimental 
	Figura 7 – Eletroforese após ajustes no protocolo de clivagem com Cas9. M: marcador de peso molecular de 1 kb. 
	 


	5.3.3 Terceira rodada experimental 
	Figura 8 – Eletroforese longa com todas as amostras pós-clivagem. M: marcador de peso molecular de 1 kb. 

	5.3.2 Amplificação por PCR Long-Range 
	Figura 9 – Eletroforese com amplicons advindo da reação de 10 µL. 
	 
	Figura 10 – Eletroforese obtidos durante a padronização experimental. (A) Amplicons das amostras NE_39 e NO_110 após otimização das condições de PCR. (B) Avaliação da integridade dos amplicons após a etapa de purificação. M: marcador de peso molecular de 1 kb.  



	6. DISCUSSÃO 
	6.1 Protocolo de purificação com beads 
	6.2 Clivagem com Cas9 
	 
	6.3 PCR Long-Range 
	 
	6.4 Considerações gerais e perspectivas futuras 

	7. CONCLUSÕES 
	 
	 
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
	 
	 
	 
	ANEXOS 

