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Tipos de amostras para estudos geneticos

Estudo Cromossomico (Cariotipo)
v Obtencéo de células para cultura

* Puncéao Venosa

* Biopsia de Pele




Pré Natal

> Biopsia vilosidade coridonica
12* a 14° semana gestagao
Risco de aborto: 1%

» Amniocentese
15° a 20° semana gestagdo
Risco de aborto: 0,5%

» Cordocentese
A partir da 20° semana gestag¢ao
Risco de aborto: 1%
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Estudo Molecular
v'DNA gendémico e mitocondrial
v RNA:

RNA mensageiro

RNA transportador

RNA PROTEIN

RNA de interferéncia
micro RNA, etc

v’ Proteinas




Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE)

Descricédo da pesquisa de modo compreensivel e
objetivo

Procedimentos e 0S riscos

Quais os beneficios

Confidencialidade

Participacao voluntaria com alternativa de sair da

pesquisa a qualguer momento sem prejuizo



» DNA
 Tecidos frescos: sangue, pele, orgaos, pelos,
cabelos, etc
 Esfregaco de mucosas (oral, vaginal, etc)
- Saliva
 Tecidos congelados
 Tecidos parafinados

e Culturade células




» Sangue: DNA de muito boa
gualidade e quantidade

« Anticoagulante EDTA ou Citrato de

Na (n&o usar heparina)

« Manter refrigerado e estéril por 1

Seémana

« Evitar congelamento do sangue

total

Tubo com citrato de Tubo com EDTA
Na

Cartao FTA



» Esfregacos de Mucosas e Saliva: quantidade
de amostra limitada

« Facil obtencao e facil armazenamento
« Cuidados para evitar contaminacéao
 DNA de qualidade boa

« Amostras de pacientes/familiares que moram longe

* Bebés muito novos e/ou pequenos



» Cultura de Células ou Tecidos

Congelados

e Dificil manutencé&o do tecido: estrutura

do laboratoério

 DNA de qualidade e quantidade boas




» Tecidos Parafinados

 Facil obtencéo, manutencéao dos
tecidos e transporte
 DNA de qualidade ruim, com

muitas impurezas e degradado




Extracao de DNA

» Kits comerciais diversos:

« tempo: de 30 minutos a algumas horas

« DNA de boa qualidade dependendo do tecido
« gquantidade variavel (depende do kit)

e custo maior

» Método “caseiro”:

« tempo: 2 dias

« DNA de boa qualidade dependendo do tecido

e CUSto menor




Avaliacao do DNA

- Leitura no espectrofotOmetro: concentracao
e pureza

- Eletroforese em gel de agarose: integridade

Amostra
Camara de eletroforese

=
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guimicaline.wordpress.com

Pocos 1-7: DNAs gendémicos
extraidos de tecidos
parafinados

Poco 8: DNA gendmico
extraido de tecido fresco




Cell Free DNA Circulante

« Fragmentos de DNA circulantes no sangue

« Descrito pela primeira vez por Mandel e Metais em 1948

» Meétodo nao invasivo:

- Biomarcador de tumores: identificar a presenca de tumores e
avaliar o estagio

- Medicina fetal: identificar o sexo cromossOomico, aneuploidias
e variantes alélicas patogénicas no feto

- Trauma, doencas cardiacas, sepse, etc.

» Coleta:
- Plasma ou soro sanguineo

- Liquor, urina, escarro, etc.



Cell Free DNA Circulante (cfDNA)

o \ i cfONA

@ redbloodcell

%
. circulating
i tumorcell
/ & % exosomes
&
L, RNA

(CfDNA) testing irvolves
asinglo biood test that can (N
be performed anytime after

10 weoks' gestation—at which

point 10% of the total circulating
CDNA in the maternal serum s derived
from the placenta, and can therafore be
used to test for fetal disorders.

Vymetalkova, V. et al,_Int J Mol Sci. 2018 Nov; 19(11): 3356


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vymetalkova V[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30373199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274807/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274807/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6274807/

» RNA

 Tecidos frescos: sangue, pele, 6rgaos
 Tecidos congelados
 Culturade células

 Tecidos parafinados




» RNA molécula instavel, exige muitos cuidados durante

a coleta:

 Coleta e congelamento em nitrogénio liquido do tecido
Imediatamente apo0s aretirada durante a cirurgia para o
transporte

« Extracdo RNA imediatamente apo6s a coleta do tecido

 Tecidos devem ser congelados em nitrogénio liquido

para armazenamento




» Estabilizador e protetor de RNA (RNA Later):
« 1diaa37°C
« 7dias a 18 - 25°C
* 4 semanas a2 - 8°C

 Indefinidamente a— 30 ou — 80 °C




Extracao do RNA

> RNASses:
 materiais estéreis, vidrarias secas em forno a 200 °C

- descontaminante de RNAses em superficies (RNAse
AWAY)

» Kits para extracao comerciais e “caseiro”



Avaliacao do RNA

- Leitura no espectrofotdmetro: concentracao e pureza

- Eletroforese em gel de agarose: integridade

1 2

— 28S

— 18 S

Armazenamento do RNA: - 80 °C



Transcricao Reversa

- RNA mensageiro é utilizado como molde para a sintese

do DNA complementar (cDNA)

MRNA 3
||||||||||||||||||AAA
‘l’ Hibridac&o dos oligos
MRNA 3
||||||||||||||||||AAA
l TTT,
Transcricdo reversa
5’ MRNA 3’
AAA,
TTT,
cDNA

|

L L e,

CDNA




Estudo do RNA: tecido especifico, pesquisa:

 Expressao génica (microarrays, qPCR, etc)

« Sequenciamento do cDNA - alterac0es no splicing

e variantes alélicas

« Sequenciamento em larga escala do RNA: variantes
no RNAmM, expressao génica, alteracoes de

splicing, etc.
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