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RESUMO

A fibrose cistica (FC) é a doenca autossomica recessiva mais comum em euro-
descendentes, com uma incidéncia estimada de 1 caso a cada 2.500 nascimentos. A FC é
uma doenga multissistémica, caracterizada principalmente por doenga pulmonar
progressiva, disfuncdo pancreatica exocrina e concentracao elevada de eletrolitos no suor.
O gene associado a essa doenca é denominado CFTR e se localiza ho cromossomo 7, sendo
dividido em 27 éxons. Até o momento, mais de 1.600 variagdes de sequéncia foram
identificadas no gene CFTR, sendo que a mutacdo F508del é a mais frequente entre os
pacientes de FC. No Brasil, a frequéncia da F508del ndo é tdo elevada, devido
provavelmente a miscigenacdo e, consequentemente, o locus CFTR apresenta maior
heterogeneidade alélica. Este fato dificulta o diagndstico molecular dos pacientes com FC
e metodologias de varredura para a deteccdo de mutagdes precisam ser utilizadas. O
objetivo deste trabalho foi identificar alteracGes em regifes codificantes do gene CFTR em
pacientes com FC provenientes da regido sul do Brasil, através de analise de dissociacao
em alta resolugdo (HRM) e sequenciamento de DNA. Onze éxons e regides adjacentes
foram analisados por HRM e 10 alteracdes de sequéncia diferentes foram detectadas
(R75Q, R334W, F508del, 1717-1G>A, G542X, R553X, 1812-1G>A, A561E, G576A e
N1303K). Além disso, uma alteracdo denominada L453X, ainda ndo descrita na literatura,
foi identificada em um paciente de FC através do sequenciamento do éxon 9 do CFTR. A
regido polimdrfica (TG) T, presente no intron 8 foi caracterizada e nenhum paciente
apresentou a variante alélica contendo 5T. Através da estratégia utilizada, 30 dos 52 alelos
mutantes (57,7%) nos 26 pacientes incluidos nesse estudo foram identificados. O gendtipo
de 7 (26,9%) pacientes foi definido e alteracdo em um dos alelos mutantes foi identificada
em 16 (61,6%) pacientes. Portanto, a aplicacdo do método HRM foi eficaz para
identificacdo de variacdes de sequéncia em regides do gene CFTR na amostra estudada. O
método pode ser expandido para andlise de toda a regido codificante desse gene e,
posteriormente, ser usado como metodologia de escolha para diagnostico molecular de
pacientes com suspeita clinica de FC, seja em casos sintomaticos como em programas de

triagem neonatal.



ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disease in euro-
descendents with an estimated incidence in 1 case in each 2,500 live births. CF is a
multisystem disease, characterized mainly by progressive obstructive pulmonary disease,
pancreatic insufficiency, and high electrolytes levels of electrolytes in sweat. The gene
responsible for CF, named CFTR, is located on chromosome 7 and is organized into 27
exons. Up to date, more than 1,600 sequence variations have been reported in CFTR, and
the F508del mutation is the most frequent worldwide. In Brazil, F508del frequency is
lower than in other countries probably due to population admixture. This indicates that
CFTR locus can be more heterogeneous. Therefore, CF molecular diagnosis can be very
hard and new methods for mutation scanning would be useful to improve this task. The
aim of this work was to identify allelic variants in CFTR coding regions of CF patients
from South Brazil through high-resolution melting (HRM) analysis and DNA sequencing.
Eleven exons and adjacent regions were analyzed by HRM, and 10 different sequence
variants were identified (R75Q, R334W, F508del, 1717-1G>A, G542X, R553X, 1812-
1G>A, A561E, G576A and N1303K). A novel variant (L453X) was detected in CFTR
gene through exon 9 DNA sequencing, besides these known mutations. The polyvariant
(TG)nTr region at intron 8 was also analyzed and 5T allelic variant was not present in any
allele. The strategy described above was able to identify 30 out of 52 CF mutant alleles
(57.7%) in 26 patients. Genotype of 7 (26.9%) patients was defined and mutation in one
mutant allele was identified in 16 (61.6%) patients. Therefore, application of HRM
analysis was efficient to detect sequence variations in specific regions of CFTR gene in
this sample population. The methodology can be expanded to cover the whole coding
region of this gene. Subsequently, this methodology can be adapted to be applied in the
molecular diagnosis of symptomatic CF cases as well as samples from neonatal screening

programs.



1. INTRODUCAO

1.1. FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica (FC, OMIM 219700) é a doenga autossémica recessiva mais
comum em euro-descendentes, com uma incidéncia estimada de 1 caso a cada 2.500
nascimentos, sendo a frequéncia de portadores de 1 a cada 25 pessoas (Welsh et al., 2001).

A incidéncia da doenca em diferentes paises pode ser observada na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Incidéncia da fibrose cistica em diferentes populacdes (adaptado de Welsh
etal., 2001).

Pais Incidéncia (nascidos vivos)
Franca 1em 1.800

Estados Unidos 1em 1.900 a1 em 3.700
Italia 1 em 2.000

Australia 1 em 2.450

Alemanha 1 em 3.300

Israel 1 em 5.000

Africa do Sul 1 em 6.500

Japéao 1 em 323.000

A incidéncia da FC varia entre as diferentes regides do Brasil devido a
heterogeneidade da populacdo brasileira. No Rio Grande do Sul, a estimativa da incidéncia
da FC é de 1 em 1.587 individuos e é semelhante a encontrada no sul da Europa (Raskin et
al., 2008).

A FC é causada por mutacdes no gene regulador da condutancia transmembranica
da fibrose cistica (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator - CFTR) (Kerem
et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989), levando a perda de fungédo da

proteina CFTR, que em condi¢des normais atua como um canal de CI".



Os o0rgédos e tecidos envolvidos na FC sdo formados por epitélio, que apresenta
transporte anormal de eletrolitos através da membrana celular apical. Esse desequilibrio
eletrolitico contribui para a patogénese da doenca, levando a formacdo de secrecdes
espessas nos Orgaos e sistemas. Assim, a expressdo clinica da doenca é muito variada,
ocorrendo o comprometimento de diversos sistemas corporais (Welsh et al., 2001).

A FC foi descrita por Andersen em 1938 como “fibrose cistica do pancreas” e o
prognostico da doenca era fatal nos primeiros anos de vida. Ao longo dos anos, o avango
no conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca tornou cada vez maior a sobrevivéncia
dos pacientes e dados do registro norte-americano mostram que a idade mediana de
sobrevida ¢é de 36,5 anos atualmente (Dalcin e Abreu e Silva, 2008).

1.1.1. Manifestacdes clinicas

A FC apresenta-se como uma doenca multissistémica, caracterizada por obstrucao
crbnica das vias aéreas e infeccdes persistentes, insuficiéncia pancreatica exadcrina, cirrose
biliar multifocal, problemas de motilidade intestinal, infertilidade masculina e elevados
niveis de eletrdlitos no suor (Welsh et al., 2001).

Aproximadamente 10% dos pacientes com FC tém manifestacOes clinicas somente em
um dos 6rgdos e este fendtipo incompleto € chamado de FC atipica. Estes pacientes
apresentam complicages tais como asma, bronquite crbnica, pancreatite, auséncia congénita
bilateral de vasos deferentes com azoospermia (auséncia completa de espermatozéides no

sémen) e polipos nasais (Welsh et al., 2001; Groman et al., 2005).

A. Trato respiratério

A FC afeta predominantemente as vias aéreas, sendo que complica¢fes pulmonares
sdo a principal causa de morbidade e mortalidade. Tosse e producdo de escarro s@o
manifestacdes clinicas comuns e muitos pacientes também apresentam pdlipos nasais e
sinusite. O curso clinico dos pacientes com FC é caracterizado por declinio progressivo da
fungéo pulmonar, levando a faléncia pulmonar e morte ou ao transplante pulmonar (Welsh
etal., 2001).



A doenca pulmonar na FC origina-se de um transporte iénico alterado atraveés do
epitélio pulmonar, pois o canal CFTR ndo estd funcional, com consequente falha na
hidratacdo apropriada das secrecdes das vias aéreas. O volume reduzido de liquido na
superficie das vias aéreas interfere na funcdo ciliar, reduzindo o fluxo e o transporte do
muco. Desta forma, densas placas de muco se aderem a superficie do epitélio pulmonar e
bactérias presentes nesta camada de muco ndo podem ser eliminadas normalmente,
contribuindo para a infec¢do pulmonar (Chmiel e Davis, 2003).

Além disso, a diminuicdo das defesas nos pulmdes permite o estabelecimento de
bronquite bacteriana cronica, principalmente por Pseudomonas aeruginosa, acompanhada
por intensa inflamacdo e destruicdo das vias aéreas. A infecgdo priméria é causada por
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae e conforme a doenca progride, P.
aeruginosa se torna o isolado mais prevalente (Welsh et al., 2001).

Os longos periodos de efeitos deletérios ocasionados pela intensa resposta
inflamatéria dos pacientes, ao invés dos danos causados diretamente pela colonizacéao
bacteriana, sdo a principal causa da deterioracdo progressiva da funcdo pulmonar na FC
(Chmiel e Davis, 2003).

A doenca pulmonar é o aspecto mais varidvel no fenétipo da FC. Fatores como a
idade do paciente na primeira infeccdo com patégenos bacterianos, grau de bronquiectasia
(dilatagdo dos brénquios) e taxa de declinio pulmonar contribuem para a variagéao total da

doenca pulmonar entre os pacientes (Cutting, 2005).

B. Pancreas

O pancreas exdcrino é responsavel pela secrecdo de fluidos pancreaticos alcalinos e
pela sintese e liberacdo de enzimas digestivas. O epitélio do ducto pancreatico é o local
onde ocorre a secrecdo de bicarbonato e agua e onde as células acinares sintetizam,
estocam e secretam enzimas (Welsh et al., 2001). A funcdo do canal CFTR na secregéo
pancreatica exocrina é baseada no fato de que este canal estd localizado na membrana
apical das células epiteliais do ducto proximal (Ntimbane et al., 2008).

Aproximadamente 90% dos pacientes com FC apresentam producdo deficiente de
enzimas digestivas pelo péncreas, resultando em insuficiéncia pancreatica exocrina
(Rowntree e Harris, 2003). Nestes pacientes, a perda da funcdo de CFTR leva ao aumento

da viscosidade e a reducdo da alcalinizacdo das secre¢BGes pancreaticas acinares. Ocorre,



entdo, obstrucdo dos ductos pancreaticos pela secrecdo espessa, levando a uma redugdo no
conteddo de agua e bicarbonato e a uma alta concentracdo de proteinas no suco
pancreatico. As enzimas digestivas sdo retidas nos ductos pancreaticos e sdo ativadas
prematuramente, promovendo destruicdo do tecido e fibrose pancreatica. Deste modo, a
perda de funcdo das estruturas do péncreas reduz o conteudo enzimatico no fluido
duodenal, com consequente ma digestdo de lipidios e proteinas. Essa mé digestdo ocasiona
baixo ganho de peso corporal, contribui para o atraso no crescimento dos pacientes, leva a
deficiéncia de antioxidantes lipossollveis (vitaminas e carotenoides) e a deficiéncia de
acidos graxos essenciais (Welsh et al., 2001; Peretti et al., 2005; Ntimbane et al., 2008).

Pacientes com FC tém uma alta probabilidade de desenvolver um quadro clinico de
diabetes mellitus e um dos fatores relacionados é a perda de funcao das células beta com
progressiva fibrose das ilhotas de Langerhans (Ntimbane et al., 2008).

A pancreatite recorrente € outra complicacdo da FC, que ocorre geralmente em
pacientes diagnosticados na idade adulta. Esses pacientes apresentam sintomas
intermediarios de FC, ou seja, mantém a funcdo pancreéatica exdcrina e nao apresentaram
manifestacdes pulmonares, mas demonstram anormalidade no transporte idnico no epitélio
nasal (Durno et al., 2002).

C. Trato gastrointestinal

A principal manifestacdo no trato gastrointestinal é a dilatacdo e hiperplasia das
glandulas submucosas ao longo do intestino grosso e delgado, associado com o acumulo de
secrecdes eosinofilicas no limen dessas estruturas (Welsh et al., 2001).

Pacientes com FC que apresentam insuficiéncia pancreética sdo predispostos a
obstrucdo parcial ou incompleta do trato gastrointestinal. O ileo meconial é uma forma de
obstrucdo intestinal observada no periodo neonatal, em que o meconio contém grande
quantidade de proteina tornando-se extremamente espesso, e ocorre em 13 a 20% dos
pacientes com FC. Os pacientes adultos podem apresentar a sindrome de obstrucao
intestinal distal, uma obstrucdo que ocorre na por¢do terminal do ileo e esta associada com

conteddo intestinal parcialmente digerido (Blackman et al., 2006).



D. Doenga hepatobiliar

A doenga hepatobiliar na FC afeta primariamente as células epiteliais dos ductos
biliares ao invés dos hepatdcitos. A perda de efluxo de CI" leva a uma alteracdo na
composicao e na hidratacdo da bile, causando sedimentacdo de material eosinofilico nos
ductos biliares com inflamacéo crénica secundaria. Essas manifestagcbes podem culminar
em cirrose hepética (Welsh et al., 2001).

A cirrose hepaética é altamente associada com o estado pancreatico do paciente e 0
desenvolvimento da doenca hepética ndo parece estar associado com mutacdes especificas
no gene CFTR (Cutting, 2005).

E. Glandulas sudoriparas

A alteracdo mais consistente na FC é a elevada concentracdo de Cl" e Na* no suor
produzido pelas glandulas sudoriparas écrinas. Esta anomalia est presente ao nascimento e
ao longo de toda a vida do paciente (Welsh et al., 2001).

Em condic¢Bes normais, o suor € inicialmente isotdnico e, ao se deslocar através do
ducto glandular impermeavel & agua, Na* e CI sdo reabsorvidos resultando em um suor
hipotonico. O CI" ¢ transportado do Iimen do ducto para o interior das células pelo canal
ionico CFTR e 0 Na" é transportado através de um canal regulado por CFTR (Mishra et al.,
2005).

Em pacientes com FC, as glandulas sudoriparas ndo apresentam anormalidade
histologica, porém o canal CFTR ndo estd funcional e, assim, Na" e CI" ndo sdo
reabsorvidos e o suor apresenta alta concentracdo de ions. A perda excessiva de agua e
eletrolitos pode levar a colapso cardiovascular e, além disso, pode resultar em desidratacédo
hipoclorémica ou alcalose metabolica hipoclorémica (Welsh et al., 2001; Mishra et al.,
2005).

F. Trato genitourinario

Aproximadamente 99% dos homens com FC sdo inférteis devido a azoospermia
atribuida a auséncia congénita bilateral dos vasos deferentes (CBAVD - congenital
bilateral absence of the vas deferens) e a infertilidade pode ser a manifestagéo inicial para

alguns homens com a forma intermedidria da doenga. Na maioria dos casos, a



espermatogénese ndo estd comprometida, porém as alteracdes obstrutivas ndo permitem
que os espermatozoides cheguem a uretra (Welsh et al., 2001; Jarzabek et al., 2004).

A fertilidade reduzida também é observada em mulheres com FC, mas suas causas
ainda ndo foram totalmente elucidadas. A hipdtese proeminente para o decréscimo da
fertilidade € o muco cervical espesso, que pode criar uma barreira a passagem dos
espermatozoides. Além disso, mulheres fibrocisticas também possuem 6rgéos reprodutivos
com tamanho reduzido e ciclos menstruais anormais, indicando que a fertilidade reduzida
tem causa multifatorial (Hodges et al., 2008). Puberdade atrasada e amenorreia também
sdo comuns em mulheres com FC, devido, principalmente, ao peso corporal reduzido
(Jarzabek et al., 2004).

1.1.2. Gene CFTR

Em 1989, o gene responsavel pela FC foi identificado por técnicas de clonagem
posicional e localizado no braco longo do cromossomo 7 (7931). O gene, denominado
CFTR, compreende aproximadamente 190 kb de DNA gendmico e esta dividido em 27
éxons. Este gene é transcrito em um mRNA maduro de 6,5 kb, que é traduzido em uma
proteina composta por 1.480 aminoacidos, com peso molecular de 168 kDa (Kerem et al.,
1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989).

Analises da regido promotora do gene CFTR revelaram um alto contetdo GC,
inexisténcia da sequéncia consenso caixa TATA, mdaltiplos sitios de inicio de transcri¢ao
tecido-especificos e muitos sitios com potencial para ligacdo aos fatores de transcricdo Spl
e AP-1 (McCarthy e Harris, 2005).

O gene CFTR apresenta um padrdo de expressdo altamente regulado temporal e
espacialmente. Analises dos niveis de mRNA por hibridizacdo in situ demonstraram que o
CFTR é altamente expresso no epitélio do ducto pancreatico e no epitélio intestinal. Alem
disso, os padrBes de expressdo de CFTR no feto sdo mantidos apds o nascimento, exceto
no sistema respiratdrio, em que altos niveis de expressdo sdo encontrados nos pulmdes de
fetos em contraposicdo a relativa baixa expressdao detectada em pulmdes de adultos
(McCarthy e Harris, 2005).



A expressdo de CFTR em células epiteliais estd bem descrita e a funcdo do CFTR
nestas células esta relacionada a fisiopatologia da FC. Porém, recentemente, a expressao de
CFTR foi descrita em células neuronais do hipotalamo, fornecendo uma possivel
explicacdo para alguns sintomas neuroldgicos encontrados em pacientes com FC (Guo et
al., 2009).

1.1.3. Proteina CFTR

O CFTR é uma glicoproteina, integrante da familia de transportadores de
membrana acoplados a ATP (ABC — ATP-binding cassette), que se localiza na membrana
apical de células epiteliais das vias aéreas, do intestino, dos tecidos reprodutivos e das
glandulas exdocrinas. O CFTR funciona como um canal de CI” regulado por cAMP,
responsavel pelo transporte transepitelial de ions e 4gua (Li e Naren, 2005).

O CFTR é composto por dois dominios transmembranicos hidrofébicos (MSD —
membrane-spanning domain), cada um com 6 subunidades, dois dominios de ligacdo a
nucleotideo (NBD — nucleotide binding domains) e um dominio regulatério citoplasmatico
que contém multiplos sitios-alvo para fosforilagdo por proteinas cinases (figura 1.1). As
caudas amino e carboxi-terminal s&o orientadas para o citoplasma e atuam como
mediadores da interacdo entre CFTR e uma ampla variedade de proteinas ligantes (Akabas,
2000; Li e Naren, 2005).

As subunidades dos dominios MSDs contribuem para a formacéo do poro do canal
de CI', uma vez que mutagbes em sitios especificos dentro dos MSDs alteram sua
seletividade a anions. Os dominios NBD séo responsaveis pela ligacao e pela hidrélise de
ATP e fornecem a energia necessaria para a atividade do canal. O dominio regulatério
modula a atividade de CFTR e pode ter um efeito inibitério ou estimulatério (Akabas,
2000; Welsh et al., 2001).
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Figura 1.1. O gene CFTR e a proteina CFTR. (A) Diagrama esquematico do gene
CFTR, composto por 27 éxons. (B) Estrutura priméria da proteina CFTR e (C) sua posic¢éo
na membrana plasmatica (adaptado de Welsh et al., 2001).

Muitas células epiteliais regulam a secrecdo de CI” por modular a atividade do canal
CFTR e por controlar o nimero de canais CFTR na membrana (Guggino e Stanton, 2006).
A atividade do CFTR pode ser modulada através de diferentes mecanismos, incluindo os
qgue envolvem fosforilacdo e defosforilacdo. A ativacdo do canal de CI parece ocorrer
através de diferentes passos. Primeiramente, o dominio regulatério se torna fosforilado por
uma proteina cinase dependente de cAMP (PKA). Em seguida, o ATP intracelular se liga e
é hidrolisado pelo NBD1 e assim o canal se abre e os ions CI” séo transportados. A ligacdo
e hidrolise de ATP pelo NBD2 leva ao fechamento do canal (Gadsby et al., 2006).

Além de funcionar como um canal de CI', o CFTR também age como um regulador
de conduténcia, exercendo influéncias modulatérias sobre outros canais idnicos (Na* e K*),
sobre o transporte de proteinas e sobre processos como mecanismos de liberacdo de ATP,
regulacdo da secrecdo de bicarbonato, producdo de 6xido nitrico, entre outros (Guggino e
Stanton, 2006).



O CFTR corregula o transporte de Na* através da interagdo com o canal de sodio
epitelial (ENaC), sendo que o CFTR inibe o transporte de Na* pelo ENaC (exceto nas
glandulas sudoriparas), enquanto o ENaC ativa o CFTR. Esta interacdo entre CFTR e
ENaC é biologicamente relevante porque o balango entre a secrecdo de Cl" mediada pelo
CFTR e a reabsor¢do de Na* mediada pelo ENaC regulam a quantidade de sais e agua nos
fluidos encontrados na superficie celular de alguns tecidos (Guggino e Stanton, 2006).

O CFTR também pode funcionar como um neuromodulador e sinalizador celular,
mediando o fluxo de glutationa através da hidrolise de ATP, além de ser importante para a
regulacdo da reciclagem de membrana dependente de cAMP, indicando que mutagfes em
CFTR podem induzir disfuncfes no sistema nervoso central (Guo et al., 2009).

1.1.4. Mutagdes no gene CFTR

Até o momento, mais de 1.470 mutacdes e mais de 200 polimorfismos ja foram
identificados ao longo de todo o gene CFTR (http://www.hgmd.cf.ac.uk). Existem, no
entanto, regides do gene em que as mutagdes sdo mais comuns, como as que codificam os
dominios NBDs e o dominio regulatério (Rowntree e Harris, 2003). A maior parte das
alteracbes encontradas no gene CFTR envolve um ou poucos nucleotideos, sendo que
41,6% sdo mutacdes que causam substituicdo de aminoacido, enquanto grandes delecdes
ou insercBes (rearranjos genémicos) representam aproximadamente 3% das alteracdes
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

A mutacdo F508del, tradicionalmente conhecida como AF508, € a mais frequente
entre 0s pacientes de FC, estando presente em aproximadamente 66% dos alelos em
estatistica mundial. A maioria das mutac6es restantes no gene CFTR sdo raras, com apenas
quatro (G542X, G551D, N1303K e W1282X) apresentando frequéncias acima de 1%
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

A frequéncia e a distribuicdo das mutacbes no CFTR variam de acordo com a
origem étnica dos pacientes com FC. Por exemplo, a frequéncia alélica de F508del
apresenta um gradiente ao longo da Europa, variando de 24,5% na Turquia a 90% na
Dinamarca. Além disso, algumas mutacdes sd@o especificas ou apresentam frequéncias

elevadas em determinados grupos étnicos, como a mutacdo W1282X em judeus Ashkenazi



e a 3120+1G>A em africanos (Bobadilla et al., 2002). Essas varia¢0es sdo, provavelmente,
devido ao efeito fundador durante a migracdo e estabelecimento de alguns grupos em
diferentes areas (Rowntree e Harris, 2003).

A populacao brasileira é uma das populacGes mais heterogéneas do mundo, com
uma alta taxa de miscigenacdo. Uma das consequéncias deste fato é a grande
heterogeneidade alélica do gene CFTR, sendo que a frequéncia das mutacfes varia de
estado para estado. A mutacdo F508del apresenta, nos estados do Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Minas Gerais, frequéncias entre 45,5 e 50% e, no Rio de
Janeiro e Pard, frequéncias de 28,4 e 22,7% respectivamente (Faucz et al., 2010). No Rio
Grande do Sul, em um estudo realizado previamente pelo grupo (Streit et al., 2003), a

mutacdo F508del foi encontrada em 48,7% dos alelos (tabela 1.2).

Tabela 1.2. Muta¢fes mais comuns no gene CFTR.

Mutacdo Frequéncia em euro- Frequéncia no Rio Grande
descendentes (%) * do Sul, Brasil (%0) **

F508del 66,0 48,7

G542X 2,4 3,2

G551D 1,6 N&o encontrada
N1303K 1,3 N&o encontrada
W1282X 1,2 0,7

R553X 0,7 0,7

* http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr; ** Streit et al., 2003.

As mutacdes no gene CFTR podem ser classificadas em diferentes grupos, de

acordo com os mecanismos pelos quais interrompem a funcéo de CFTR (figura 1.2):

Classe | — Mutagdes que inibem ou reduzem a producéo da proteina

As mutacdes de classe | podem criar um codon de terminagéo prematuro (nonsense

mutations), deslocar a fase de leitura ou alterar o padrdo de splicing, inibindo a sintese da
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proteina estavel ou produzindo baixos niveis da proteina madura (Rowntree e Harris,
2003).

As mutacdes G542X e W1282X sdo as representantes mais comuns desta classe,
estando relacionadas aos fenétipos mais graves de FC, uma vez que a proteina CFTR néo ¢
sintetizada corretamente. Proteinas truncadas geralmente so instaveis, sendo reconhecidas
por chaperonas no reticulo endoplasmatico e degradadas rapidamente (Rowntree e Harris,
2003). A degradacdo do mRNA mediada pela criacdo de cdédon de terminacdo prematuro
(NMD - nonsense mediated decay) também esta relacionada a mutacdes de classe I, porém
a eficiéncia do processo de NMD é variavel entre os pacientes com FC (Linde et al., 2007).

Esta classe também inclui fen6tipos menos graves ou intermediarios, que ocorrem
devido a variacbes de sequéncia que alteram o padrdo de splicing, produzindo baixos
niveis da proteina CFTR funcional. Um exemplo é o polimorfismo de nimero de
repeti¢des (TG),Tm na juncdo intron 8 - éxon 9. Mutagdes na regido promotora tém efeito
semelhante, por reduzir os niveis de transcrigdo (Rowntree e Harris, 2003).

O splicing alternativo € um processo regulado, que aumenta a diversidade de
MRNA maduros correspondentes a um gene. Porém, ocasionalmente, éxons constitutivos
também podem ser removidos devido a presenca de sitios de splicing com eficiéncia
reduzida e o éxon 9 do gene CFTR € um exemplo deste processo. Entre o sitio de
ramificacdo e o sitio de processamento 3’ de splicing do intron 8 existe uma regido
polimorfica com ndmero variavel de repeticdes TG seguida imediatamente por uma
repeticdo de timidinas, conhecida como polimorfismo (TG),T,. Nesta regido podem existir
as formas alélicas contendo 5, 7 ou 9 timidinas, sendo que transcritos provenientes de
alelos com 5T tém altos niveis de remoc¢do do éxon 9. O nimero de repeticbes TG pode
variar de 10 a 13 e o tamanho desta repeticdo influencia a penetrancia dos alelos contendo
5T. Sequéncias TG com 12 ou 13 repeticBes, quando em cis com a repeticdo 5T,
contribuem para um aumento dos niveis de remocéo do éxon 9. O mRNA sem 0 éxon 9
codifica uma proteina com dobramento incorreto e, assim, a variante alélica contendo 5T
pode estar relacionada ao aumento da gravidade do fenotipo da FC, principalmente se
associada com 12 ou 13 TG (Hefferon et al., 2002).
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Classe Il — Mutacgdes que afetam o processamento da proteina

MutacBes desta classe ndo permitem que a proteina CFTR seja processada
corretamente, impedindo-a de alcancar a membrana celular para funcionar como um canal
de CI. A principal representante desta classe é a mutacdo F508del e também estdo
incluidas outras mutacdes associadas a dobramento incorreto da proteina, como algumas
que causam substituicdo de aminoécido (Rowntree e Harris, 2003).

A F508del é uma delecdo de 3 pb no éxon 10 do gene CFTR, que ocasiona a perda
da fenilalanina na posicdo 508 da proteina. A proteina CFTR com F508del ¢ sintetizada,
mas ndo é transportada para a membrana celular por apresentar dobramento incorreto.
Porém, estudos in vivo sugerem que uma quantidade residual de CFTR consegue alcangar a

membrana plasmatica em pacientes homozigotos F508del (Rowntree e Harris, 2003).

Classe 111 — Mutagdes que afetam a regulacéo do canal de CI’

Mutacdes de classe Il produzem proteinas CFTR que séo transportadas para a
membrana celular, mas ndo respondem a estimulacdo por cAMP (Rowntree e Harris,
2003). As mutacOes desta classe geralmente estdo presentes nos NBD, interferindo na
interacdo desses dominios com ATP intracelular e, consequentemente, impedindo a
regulacdo correta da abertura do canal de CI'. Algumas mutagdes interrompem fortemente
a funcdo do CFTR, como a G551D, e estdo associadas aos fendtipos graves da FC, e
outras, como a A455E, causam uma diminuicdo moderada da funcdo de CFTR e sdo

associadas a fenotipos leves (Welsh et al., 2001).

Classe 1V — Mutac0es que afetam o transporte de CI°

Muitas mutacdes foram identificadas nos dominios transmembranicos do CFTR,
em que o gene codifica uma proteina que é transportada corretamente para a membrana
celular e responde a estimulos, mas gera um fluxo reduzido de ions CI". Alguns exemplos
incluem mutagdes no MSD1, como a R117H, a R334W e a R347P, estando associadas ao
fendtipo intermediario de FC. A mutagdo D1152H, localizada na alga intracitoplasmética
gue conecta 0 MSD2 ao NBD2, reduz significativamente o fluxo de CI" estimulado por

CAMP e também esté incluida na classe IV (Rowntree e Harris, 2003).
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Figura 1.2. Mecanismos pelos quais mutagdes impedem o funcionamento normal do
CFTR. Em condic¢des normais, o gene CFTR é transcrito e traduzido em uma proteina que
sofre modificagbes como dobramento e glicosilagdo e é transportada para a membrana
celular via complexo de golgi. Entre as mutacfes relacionadas a FC, estdo as de classe I,
que inibem ou reduzem a producdo da proteina, as de classe I, em que ocorre falha na
maturacdo da proteina, as de classe I1l, em que o CFTR alcanca a membrana celular, mas
n&do responde & estimulacdo por cCAMP, e as de classe 1V, que afetam o transporte de CI’
através do poro do CFTR (adaptado de Mishra et al., 2005).
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1.1.5. Correlacéo genotipo-fenotipo

O fenotipo da FC é altamente heterogéneo, indicando uma complexa contribuicao
de diferentes fatores na determinacdo da gravidade da doenga, como a presenca de
mutacdes no gene CFTR com diferentes efeitos na proteina, genes modificadores e efeitos
ambientais (Welsh et al., 2001; Rowntree e Harris, 2003). O atraso no diagndstico, a
disponibilidade e adesdo ao tratamento, a exposicdo a poluentes do ar, bem como o tempo
de infeccdo pulmonar podem ser considerados como fatores ambientais (Davies et al.,
2005).

As mutacbes denominadas graves, em que a proteina CFTR funcional esté ausente,
estdo correlacionadas principalmente com insuficiéncia pancredtica, inicio precoce dos
sintomas, altos niveis de CI" no suor e infertilidade masculina. As mutacdes intermediérias,
cujo efeito € mais sutil na funcéo da proteina ou permitem que uma pequena quantidade de
CFTR funcional seja produzida, sdo geralmente associadas com suficiéncia pancredtica,
diagnostico tardio, baixos niveis de CI" no suor e dano pulmonar intermediario (Rowntree e
Harris, 2003).

Poucas mutacgdes no gene CFTR foram associadas a doenca pulmonar na FC, ja que
este aspecto é altamente varidvel, mesmo entre irmdos que possuem 0 mesmo genotipo.
Pacientes apresentando a mutacdo A455E, por exemplo, parecem ter uma menor taxa de
declinio da funcdo pulmonar e algumas mutacdes que afetam o splicing foram
correlacionadas com um baixo risco de infeccdo com P. aeruginosa. Apesar dessas
observacdes, existe um consenso de que o gendtipo é pouco correlacionado com a
gravidade da doenca pulmonar (Cutting, 2005).

Em contraposicdo, o estado pancreatico dos pacientes é altamente associado com o
gendtipo de CFTR. Pacientes com suficiéncia pancreatica tém pelo menos uma mutacao
intermediaria, enquanto pacientes com insuficiéncia pancreatica sdo homozigotos ou
heterozigotos compostos para duas mutagdes de efeito grave. As mutacbes R117H,
R334W, R347P e A455E, por exemplo, sdo geralmente associadas com dano pancreatico
menos grave (Cutting, 2005).

O genotipo do CFTR também é correlacionado com o transporte idnico atraves do

epitélio intestinal, porém a funcdo do genotipo no desenvolvimento das complicacdes
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intestinais em pacientes com FC ainda é pouco clara. A manifestacdo de ileo meconial
parece ocorrer somente em pacientes com insuficiéncia pancreética (Cutting, 2005).

A doenca hepaética esta altamente associada com o estado pancreético e, em alguns
casos, com ileo meconial. Assim, pacientes com doencga hepatica tendem a apresentar
mutacOes de efeito grave, que sdo altamente associadas a insuficiéncia pancreética
(Cutting, 2005).

Até o momento, pelo menos um modificador da doenca pulmonar foi identificado,
0 TGFB1 (Transforming Growth Factor 1), um mediador de fibrose, em que uma variante
alélica que leva a alta producdo da proteina é associada com um pior estado pulmonar.
Modelos recentes para a fisiopatologia da FC incluem elementos que contribuem para a
remocao bacteriana anormal dos pulmdes, para a infecgdo persistente, para a inflamacao
intensa e para o dano estrutural dos 6rgéos, e 0 TGFB1 participa desses processos. Muitos
outros candidatos a modificadores vém sendo estudados, como, por exemplo, MBL2
(Mannose Binding Lectin 2) e TNFa (Tumor Necrosis Factor ), porém os estudos séo, em
geral, de pequeno porte levando a resultados conflitantes (Accurso e Sontag, 2008; Collaco
e Cutting, 2008).

1.1.6. Diagndstico

O critério para diagnostico da FC classica inclui a presenca de uma ou mais
manifestacBes clinicas caracteristicas — doenca pulmonar crénica, insuficiéncia
pancreatica, azoospermia obstrutiva, anormalidades gastrointestinais e nutricionais — e
evidéncia de disfuncdo no CFTR (tabela 1.3). O diagnostico da FC atipica é dificil de ser
estabelecido, pois as manifestagdes podem ocorrer em apenas um sistema e 0s testes
laboratoriais podem ser normais ou duvidosos (Boeck et al., 2006).
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Tabela 1.3. Critério para diagnostico de FC (adaptado de Rosenstein e Cutting, 1998).

Achados clinicos compativeis Evidéncia laboratorial de

com fibrose cistica disfuncdo no CFTR

Uma ou mais manifestacGes clinicas o
- Teste do suor positivo
caracteristicas

ou ou

Triagem neonatal positiva mais Diferenca de potencial nasal positiva
ou ou

Historia familiar positiva Duas mutagdes no gene CFTR

1.1.6.1. Diagnostico pré-sintomatico

a) Teste de triagem neonatal

O teste de triagem neonatal se baseia na dosagem quantitativa do tripsinogénio
imunorreativo (IRT) e deve ser realizado na primeira semana de vida para apresentar maior
valor diagndstico. Os acinos pancreaticos de criancas com FC sdo capazes de produzir
tripsinogénio, precursor pancreatico da tripsina. Porém, como seus ductos pancreaticos
estdo bloqueados, o tripsinogénio fica impedido de alcancar o intestino e ser convertido em
tripsina, ocorrendo assim um aumento da concentracdo de tripsinogénio na corrente
sanguinea (Mishra et al., 2005; Boeck et al., 2006).

Confirmacdo do diagnostico é necessaria através da realizacdo de teste de suor e
analise de mutacdes no gene CFTR, pois existe uma taxa elevada de resultados falsos
positivos e possibilidade de falsos negativos. Quanto mais cedo for realizado o diagndstico
e iniciado o tratamento, melhor sera o curso da doenca e a funcdo pulmonar em individuos

com fibrose cistica (Ross, 2008).

1.1.6.2. Diagnostico sintomatico

a) Anélise bioquimica

O teste do suor é o teste laboratorial confirmatdrio mais utilizado em FC, visto que

a concentracao de CI" no suor pode definir o diagndstico em mais de 90% dos casos (Welsh
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et al., 2001). O teste envolve a coleta de suor pelo método de iontoforese estimulada por
pilocarpina (Gibson e Cooke, 1959), com posterior determinagdo quimica da concentracao
de CI" por colorimetria, coulometria ou por eletrodo ion-seletivo. Para uma melhor
acuracia, o teste deve ser realizado em criangas com pelo menos duas semanas de idade e
peso acima de 2 quilogramas (Mishra et al., 2005).

Os valores de referéncia para a concentracdo de CI™ no suor em criangas sdo 0s
descritos a seguir: valores até 39 mmol/L sdo considerados negativos, valores entre 40 e 59
mmol/L séo intermediarios (pode ser FC) e valores iguais ou maiores que 60 mmol/L sao
positivos para FC. A confirmacdo diagndstica necessita de pelo menos dois exames
alterados, colhidos em dias diferentes. Em adultos pode haver um aumento nessas faixas de
valores e, assim, adultos saudaveis podem ocasionalmente apresentar concentragdes
maiores do que 60 mmol/L (Mishra et al., 2005).

Embora a maioria dos pacientes com FC apresente elevadas concentragdes de CI°
no suor, existem muitos relatos de pacientes com sintomas clinicos sugestivos de FC,
porém com valores de eletr6litos normais ou intermediarios. Esses pacientes geralmente
mantém a suficiéncia pancreatica, tém estado nutricional normal, auséncia de vasos
deferentes em homens e manifestacdo dos sintomas na idade adulta (FC atipica),
necessitando ser submetidos a outros testes, como investigacdo genética, para 0
refinamento do diagnostico (Mishra et al., 2005).

b) Analise molecular

A andlise das mutacOes relacionadas & FC tem valor diagndstico, auxiliando na
avaliacdo clinica, e valor progndstico e epidemiologico, identificando portadores de alelos
para FC e permitindo a documentacdo de mutacdes raras no gene CFTR. A analise do
DNA também € utilizada para esclarecer o diagnostico de pacientes com FC atipica, que
podem apresentar resultado intermediario nos testes bioquimicos (Welsh et al., 2001; Lyon
e Miller, 2003).

A confirmacdo do diagnostico de FC ocorre através da deteccdo de duas mutacdes
relacionadas & doenca, sendo que os pacientes podem ser homozigotos (portadores de uma
mesma mutacdo nos dois alelos do CFTR) ou heterozigotos compostos (com duas
mutacdes diferentes em CFTR) (Boeck et al., 2006). Em geral, mutacdes de perda da

funcdo do CFTR estdo associadas com FC cléssica, enquanto FC atipica esta relacionada a
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uma combinacgédo de mutagcOes que causam perda parcial da funcdo do CFTR (Welsh et al.,
2001).

Alguns ensaios comerciais estdo disponiveis para a busca de mutacdes no gene
CFTR, porém a maioria detecta apenas 25 mutacfes, conforme recomendacbes do
American College of Medical Genetics (ACMG). Estes ensaios podem atingir uma taxa de
deteccdo superior a 95% em algumas populac6es, no entanto, a grande heterogeneidade das
mutacdes no CFTR torna dificil a aplicacdo de um mesmo ensaio em diferentes populacfes
e grupos étnicos (Grody et al., 2001; Castellani et al., 2008).

Assim, principalmente em populacdes miscigenadas, como a do Brasil, a busca
mais abrangente de alteracfes na sequéncia de ambos os alelos de CFTR se faz necesséria.
Essa busca pode ser realizada através de métodos de triagem e também pelo

sequenciamento da regido codificante do gene (Boeck et al., 2006).

1.1.7. Tratamento

As dificuldades em diagnosticar individuos com FC, principalmente os que
apresentam fendtipo incompleto, levam ao atraso no desenvolvimento de terapias eficazes.
Atualmente, o tratamento de FC € direcionado para a prevencdo e/ou correcdo das
disfuncdes nos sistemas comprometidos e alivio dos sintomas. A prevencao é feita através
do monitoramento nutricional, gastrointestinal e do estado pulmonar, para permitir o
crescimento e desenvolvimento normal de criangas com a doenca e melhorar a qualidade
de vida na idade adulta (Welsh et al., 2001).

A disfuncdo pulmonar é geralmente tratada com a retirada das secrecGes viscosas
das vias aéreas. A administracdo de agentes mucoliticos, que diminuem a viscosidade do
muco, e de broncodilatadores pode auxiliar na melhora da atividade pulmonar. Além disso,
infeccdes cronicas endobronquiais, as quais sdo a maior causa de mortalidade em FC, s&o
tratadas com antibidticos apropriados para o patogeno isolado das secre¢fes do paciente.
Casos mais graves, de individuos com insuficiéncia pulmonar, necessitam realizar
transplante pulmonar bilateral. A insuficiéncia pancreética pode ser tratada com a
suplementacdo de enzimas pancreaticas e controle da dieta, permitindo a melhora do

crescimento em criangas (Welsh et al., 2001).
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O tratamento para os pacientes com FC atipica deve ser individualizado, sendo que
regimes terapéuticos e protocolos desenvolvidos para individuos com FC cléssica néo
devem ser aplicados (Wallis, 2003).

A FC parece ser um bom candidato para terapia génica, visto que € uma doenca
monogénica com heranga recessiva, com heterozigotos fenotipicamente normais
(sugerindo que os efeitos da dosagem génica ndo sdo criticos) e progressiva, com fendtipo
praticamente normal ao nascimento. Porém, apesar dos muitos avancos obtidos nessa area,
a expressdo de transgenes terapéuticos a niveis suficientes para resultar em correcdo
fenotipica ainda ndo se mostrou eficiente (Lee et al., 2005).

A melhor compreensdo dos mecanismos moleculares da disfuncdo de CFTR e da
patogénese da doenca permitiu o desenvolvimento de metodologias farmacolégicas para a
correcdo do fenotipo da FC, enfatizando a importancia da genotipagem de cada paciente
durante o diagnostico. Certos antibioticos da familia dos aminoglicosideos, como a
gentamicina, por exemplo, sdo capazes de suprimir mutagdes que introduzem codons de
terminacdo prematuros, permitindo a producédo da proteina CFTR funcional. Muitos outros
farmacos estdo sendo estudados e novas drogas vém sendo desenvolvidas para obter uma
terapia efetiva, que contribua para a maior sobrevida dos pacientes (Welsh et al., 2001;

Rowntree e Harris, 2003).
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1.2. METODOS PARA DETECCAO DE MUTACOES

A andlise do gene CFTR pode ser realizada com a finalidade de fornecer o
diagnostico molecular de fibrose cistica, diagnostico pré-natal e teste de portadores, e
muitas técnicas estdo disponiveis para identificar alteracbes na sequéncia do gene CFTR.
Estas metodologias laboratoriais podem ser divididas em dois grupos: técnicas que
detectam variantes alélicas conhecidas (genotipagem) e técnicas que buscam por qualquer
alteracdo em uma determinada regido de interesse (triagem) (Dequeker et al., 2009).

As técnicas de genotipagem mais utilizadas na anélise do gene CFTR séo analise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), sistema de mutacédo
refratario a amplificacdo (ARMS-PCR), ensaio qualitativo de PCR em tempo real (método
TagMan®, por exemplo), entre outras. Entre os métodos de triagem podem ser destacados a
andlise de polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP), eletroforese em gel com
gradiente de desnaturacdo (DGGE), cromatografia liquida desnaturante de alta
performance (dHPLC) e, mais recentemente, analise de dissociacdo em alta resolucao
(HRM). O sequenciamento de DNA pode ser utilizado para confirmar as alteracfes
encontradas pelos métodos de triagem ou ser usado diretamente para identificar as
mutacgdes. Os rearranjos no gene CFTR (grande delecdes, insercfes e duplicacbes) podem
ser detectados, por exemplo, por amplificagdo multipla dependente de ligacdo de sonda
(MLPA) (Dequeker et al., 2009).

Embora muitas técnicas para deteccdo de variagdes de sequéncia encontrem-se
disponiveis, métodos que ndo precisam de processamento da amostra entre a amplificacdo
por PCR e a andlise do produto amplificado apresentam vantagens para o diagnostico
molecular, diminuindo o risco de contaminacdo, possibilitando a automacdo e,
consequentemente, reduzindo o tempo entre a coleta de amostra e a obtencdo do resultado.
O método HRM apresenta estas vantagens e sera descrito abaixo, uma vez que o objeto de
estudo desta dissertacdo € a aplicacdo desta metodologia.
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1.2.1. Anélise de dissociacdo em alta resolucdo (HRM)

A analise de dissociacdo em alta resolucdo (High Resolution Melting analysis —
HRM) é um metodo utilizado para detectar alteracdes na sequéncia do DNA. Esse método
foi introduzido em 2002 através da colaboracdo entre a academia (Universidade de Utah,
UT, EUA) e a industria (Idaho Technology, UT, EUA) (Reed et al., 2007).

A analise por HRM néo necessita processamento, adicao de reagentes ou separagdo
das amostras apds a PCR, visto que um fluoréforo capaz de se intercalar ao DNA de dupla
fita é adicionado na PCR antes da reacdo de amplificacdo. Apos a amplificacdo do DNA,
uma curva de dissociacdo é gerada e, para isso, a amostra € aquecida ao longo de um
gradiente de temperatura, enquanto a fluorescéncia € continuamente coletada. Conforme a
temperatura é elevada, a fluorescéncia decresce, refletindo a desnaturagdo do DNA em
fitas simples. A partir da curva de dissociacdo, a temperatura de dissociacdo (Tr) da
amostra pode ser obtida, a qual € definida como a temperatura em que 50% de cada

molécula de DNA esta desnaturada (figural.3) (Reed et al., 2007).
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Figura 1.3. Curva de dissociagdo do DNA. Para construir a curva de dissociacdo, a
amostra é aquecida e, enquanto a temperatura aumenta, a fluorescéncia diminui, devido a
desnaturacdo do DNA em fitas simples. A temperatura de dissociacdo (T,) é a temperatura
em que 50% de cada fragmento de DNA esta desnaturado (adaptado de Reed et al., 2007).
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A obtencdo de curvas de dissociacdo com alta resolucdo é possivel devido a
utilizacdo de fluordforos intercalantes saturantes, que ndo inibem a PCR mesmo presentes
em altas concentracdes, e de instrumentos com altas taxas de aquisicdo de dados (Reed et
al., 2007).

O perfil de dissociagdo de um produto de PCR depende de seu conteudo GC, do
comprimento do fragmento, da sequéncia de nucleotideos e da heterozigosidade. A analise
HRM ¢ baseada na diferenca entre a forma das curvas de dissociacdo e na diferenca entre
valores T, das amostras. A Tr, de um produto de PCR é uma medida conveniente, poréem é
apenas um ponto da curva de dissociagdo. Portanto, a forma da curva € mais informativa,
sendo utilizada como indicador da presenca de heteroduplices formados a partir de DNA
heterozigoto (figura 1.4) (Graham et al., 2005).
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Figura 1.4. Curva de dissociacdo de amostras com diferentes gendtipos. As curvas de
dissociacdo de trés amostras com diferentes gendtipos, obtidas a partir da amplificacdo por
PCR da mesma regido, podem ser discriminadas. Em preto, curva de uma amostra
homozigota para o alelo selvagem (A/A); em azul, de uma amostra homozigota para o
alelo mutante (C/C); e em vermelho, de uma amostra heterozigota (A/C) (adaptado de
Reed et al., 2007).

A andlise por HRM é capaz de realizar genotipagem sem 0 uso de sondas, mesmo

quando a mudanca na sequéncia é de apenas um par de base. Esse método também pode
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ser aplicado em anédlises de identidade de sequéncias (sequence matching), quando é
necessario saber se duas sequéncias sao iguais, independentemente do genoétipo, em casos
de transplantes e em casos forenses (Reed et al., 2007).

HRM também é um método de triagem capaz de detectar alteracdes de ponto,
pequenas inser¢des e pequenas delecdes, porem delecGes de genes e éxons inteiros ndo
podem ser identificadas. A identificacdo de alteracdes no DNA por HRM ¢ realizada
através da observacdo da distorcdo que ocorre na curva de dissociacdo de amostras na
forma de heteroddplices, quando comparadas a amostras controle homozigotas. Apesar de
ter sido elaborado para detectar heterozigotos, a andlise HRM também € capaz de
identificar diferencas entre homozigotos. As amostras que apresentam alteragdo na curva
de dissociacdo devem ser submetidas a sequenciamento, para identificar a mutacdo ou o
polimorfismo presente (Reed et al., 2007).

Portanto, HRM é um método adequado para a deteccao de alteragdes na sequéncia
de DNA e apresenta vantagens, como facilidade de execucéo e rapidez na obtengdo dos

resultados.
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1.3. JUSTIFICATIVA

O diagnostico molecular de uma doenca genética pode melhorar o prognostico dos
pacientes, pois permite que terapias capazes de atuar na causa da doenca sejam
desenvolvidas. Além disso, o conhecimento das mutacgdes relacionadas a doenca presentes
em uma familia € uma informagdo importante durante o processo de aconselhamento
genético, antes de uma possivel gestacao.

A analise molecular de FC realizada como rotina no nosso laboratorio consiste,
atualmente, na identificacdo das mutagdes F508del, G542X, G551D, R553X, W1282X e
N1303K no gene CFTR, utilizando ensaios qualitativos de PCR em tempo real. Através
desta metodologia é possivel identificar 53,3% dos alelos relacionados a FC e, portanto,
muitos pacientes permanecem com o genotipo incompleto ou desconhecido.

Metodologias para a busca de mutagfes podem ser utilizadas para aumentar o
namero de pacientes com gendtipo definido. Métodos de varredura que sejam rapidos e
passiveis de automacdo sdo Uteis na analise molecular de genes longos e com grande
heterogeneidade alélica, como € o caso do CFTR.

Recentemente, 0 método HRM foi desenvolvido e tem sido utilizado na busca de
variacOes de sequéncia em diferentes genes, inclusive no CFTR (Reed et al., 2007). A
analise do gene CFTR por HRM apresenta uma sensibilidade de detec¢do de heterozigotos
muito proxima a 100% segundo trabalhos da literatura (Montgomery et al., 2007; Audrezet
et al., 2008). Desta forma, devido as potenciais vantagens dessa metodologia e a
possibilidade de seu uso em programas de massa, essa metodologia foi escolhida para ser
empregada no presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar variagdes de sequéncia

(mutacdes ou polimorfismos) no gene CFTR, em pacientes com diagnéstico clinico de FC.

2.2. Objetivos especificos

e Implementar o0 método de anélise de dissociacdo em alta resolucdo (HRM) para a

deteccdo de alteracdes de sequéncia no gene CFTR;

e Pesquisar variacdes de sequéncia em 11 regides codificantes do gene CFTR pelo

método HRM, em pacientes com diagnostico clinico de FC;

e ldentificar as alteracbes de sequéncia (mutacGes ou polimorfismos) através de

sequenciamento das regides que apresentaram alteracdo pelo método HRM;

e Identificar variacdes de sequéncia de nucleotideos no éxon 9 do gene CFTR, através

de sequenciamento direto de DNA,

e Determinar o numero de repeticdes (TG),Tm no sitio receptor de splicing do intron 8
por sequenciamento direto de DNA.

25



3. ARTIGO

Os resultados do presente trabalho serdo apresentados na forma de um manuscrito que sera

submetido para publicacdo na revista Journal of Molecular Diagnostics.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disorder caused by mutations in CFTR
gene where more than 1,600 sequence variants were identified. In heterogeneous
populations, as the Brazilian population, number of different mutations in CFTR gene can
be very large. The high allelic heterogeneity and CFTR extent can make molecular
diagnosis of CF patients a hard task. So, the use of mutation scanning methods would be
useful. The aim of this work was to identify allelic variants in coding CFTR regions of CF
patients from south Brazil through high-resolution melting (HRM) analysis and DNA
sequencing. Eleven exons and adjacent regions were analyzed by HRM, and 10 different
sequence variants were detected (R75Q, R334W, F508del, 1717-1G>A, G542X, R553X,
1812-1G>A, A561E, G576A and N1303K). Besides, the L453X variant, previously
unreported, was identified in CFTR gene of a CF patient through exon 9 sequencing. The
polyvariant (TG), T region at intron 8 was characterized, and no patient carried the 5T
allelic variant. We were able to identify 57.7% of CF alleles in 26 patients. Genotype was
characterized in 26.9% of patients, and one CFTR allelic variant was detected in 61.6%
individuals. Therefore, HRM analysis was a rapid and sensible single-tube technique for

screening mutation in CFTR gene.
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INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disorder in euro-
descendents with an estimated incidence of 1 case in each 2,500 live-births. CF involves
multiple organ systems and is characterized mainly by progressive obstructive pulmonary
disease, pancreatic insufficiency, high levels of electrolytes in sweat, and male infertility
(1). CF is caused by mutations in cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene (2-4). CFTR encodes a 1,480 amino acid protein that functions as a cyclic
adenosine monophosphate (cCAMP)-dependent chloride channel, playing an important role
in chloride transport and sodium and water balance across apical epithelial surfaces (5).

Up to date, more than 1,600 sequence variations have been reported in the CFTR
gene (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). F508del mutation, a deletion of a
phenylalanine residue at position 508 (4), is the most common CF causing mutation world-
wide and accounts for approximately 66% of mutant alleles in CF patients. In addition,
four other mutations namely G542X, G551D, W1282X, and N1303K are found in
frequencies above 1 percent (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Another relevant
region for phenotypic manifestations is a polyvariant (TG),Tn, region (TG dinucleotide
repeats immediately followed by a T tract) at intron 8, in which a short polythymidine tract
(5T) modulated by (TG), repeat, increases levels of exon 9 skipping (6).

Frequency and distribution of CFTR mutations differ remarkably across ethnic
groups, and in mixed populations the number of different mutations is very large (1). The
Brazilian population is the result of ethnic admixture of Europeans, Africans and

Amerindians. Therefore a high allelic heterogeneity is observed in the CFTR gene (7).
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Frequency of mutations varies from region to region within Brazil and mutant alleles
carrying F508del ranges from 48.7% to 22.7% (8,9).

Therefore, detection of disease-causing mutations can be improved by introducing
alternative scanning techniques to identify CFTR variants. Recently, high-resolution DNA
melting analysis (HRM) was introduced as a simple method for genotyping and mutation
scanning (10). HRM is a closed-tube method that requires no post-PCR processing of the
samples. After PCR amplification, melting curves are generated by monitoring the
fluorescence of a saturating dye that does not inhibit PCR over the temperature range.
Homozygous, heterozygous and wild-type samples are distinguished according to their
melting profile and melting temperatures (T,) (11).

The objectives of this study were (1) to investigate sequence variants in 11 regions
of the CFTR gene from patients with clinical diagnosis of CF from South Brazil through
HRM analysis followed by DNA sequencing when melting profile and/or melting
temperature was different from a normal sample, and (2) to analyze the polyvariant
(TG)nTr region at intron 8 and to identify sequence variants at exon 9 by direct DNA

sequencing.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

We have included in this study 26 CF patients clinically diagnosed by the
Pneumology Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) in Rio Grande do
Sul state, Brazil. The diagnosis of CF was based upon compatible clinical findings with
abnormally high sweat electrolyte concentrations (>60 mmol/L). Samples were previously
tested for six common mutations in the CFTR gene (F508del, G542X, G551D, R553X,
W1282X and N1303K) by real-time PCR through TagMan® system (Applied Biosystems,
Foster City, USA), and individuals selected for this study presented one or none of these

mutations. The research protocol was approved by our local ethic committee.

DNA samples

Peripheral blood sample (5 mL) was collected in a tube containing EDTA and
genomic DNA was isolated by salting-out method as previously described (12). DNA was
quantified by fluorometric system Quant-iT™™ ds DNA BR Assay kit (Invitrogen,
Carlsbad, USA) using the Qubit™ fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, USA). DNA samples

were diluted to a concentration of 10 ng/uL.

HRM assay

Eleven regions of CFTR gene (exons 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 18, 20, 21 and their
adjacent intron/exon junctions) were included to be analyzed by HRM. These regions show
high mutation density according to Cystic Fibrosis Mutation Database - CFMD

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Oligonucleotide primers used for amplifying these
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regions have been published previously (13). HRM analysis was performed according to
the manufacturer’s recommendations in 0.1 mL 96-well optical plates in the 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). The reaction mixture
was set up in a final volume of 20 uL containing 20 ng of DNA, 10mM Tris-HCI (pH 8.3),
50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 62.5 uM of each dNTP, 0.3 uM of each primer, 1.5 uM
SYTO®9 dye (Invitrogen, Carlsbad, USA), and 1 U AmpliTag Gold® DNA Polymerase
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Cycling and melting conditions were as follows:
initial denaturation at 95°C for 10 minutes, 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for
20 seconds, followed by dissociation stage at 95°C for 15 seconds, 1 minute at 50°C, 15
seconds at 95°C and 15 seconds at 60°C. Melting curves were analyzed with High
Resolution Melting Software v.2.0.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Samples were tested in duplicate. Two wild-type samples were used as negative
controls in the HRM analysis of each exon. We have also used six positive controls,
distributed as follows: a heterozygous for F508del (exon 10), a homozygous for G542X
(exon 11), a heterozygous for G542X, a heterozygous for R553X (exon 11), a

heterozygous for W1282X (exon 20), and a heterozygous for N1303K (exon 21).

PCR amplification and direct DNA sequencing

Samples from CF patients showing abnormal HRM profiles and CFTR exon 9 and
flanking regions of all samples were submitted to PCR amplification and direct DNA
sequencing. CFTR exon 9 and adjacent regions were not submitted to HRM analysis due to
the presence of (TG), Ty, polymorphism which would mask other sequence variation within
this fragment. Specific CFTR regions that were previously included in HRM analysis were

amplified by PCR using the same primers. For amplification of exon 9, primers were
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designed using Primer Express® Software v.3.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA).
These sequences are CFS9F (forward) 5’-CCATGTGCTTTTCAAACTAATTGTACA-3’
and CFS9R (reverse) 5’-CTCCAAAAATACCTTCCAGCACTAC-3’. CFTR regions were
amplified in a total volume of 25 pL containing 50 ng of DNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4),
50 mM KClI, 2.5 mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, 0.2 uM of each primer, and 1.25 U
Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA). Amplification was performed in
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, USA) and cycling conditions for
all reactions were as follows: initial denaturation at 94°C for 10 minutes, then 30 cycles of
denaturation at 94°C for 30 seconds, anneling at 60°C for 30 seconds and extension at 72°C
for 30 seconds, followed by a final extension step at 72°C for 10 minutes. PCR products
were analyzed by electrophoresis in a 1.5% (w/v) agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining under a UV transilluminator.

After PCR amplification, samples were purified using 2.5 U of Exonuclease | (USB
Corporation, Cleveland, USA) and 0.25 U of Shrimp Alkaline Phosphatase (USB
Corporation, Cleveland, USA) in a total volume of 7 pL. Reactions were kept at 37°C for
30 minutes and enzymes were inactivated at 80°C for 15 minutes. Purified amplicons were
sequenced with the BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Foster City, USA) according to manufacturer’s recommendations. Sequencing products
were purified by ethanol/EDTA precipitation, resuspended in formamide solution, and
analyzed in the ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
USA) by Sequencing Analysis Software v.5.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA).
All identified sequence variants were confirmed from an independent DNA sample by

sequencing with forward and reverse primers.
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RESULTS

We have observed successful HRM analyses results in all CFTR regions included in
this work. We have observed normal melting profiles in exons 4, 5, 8, 18, and 20 while
abnormal melting profiles were observed in exons 3, 7, 10, 11, 12, and 21 (Figure 1). We
have employed two wild-type samples throughout this study as negative controls and six
samples that carry specific mutations as positive controls for specific HRM analyses.

Samples with same genotype were clustered together, and heterozygous samples
were identified by different shape from those of common homozygous cluster. Samples
that show melting curve profiles different from wild-type samples were submitted to direct
DNA sequencing from forward and reverse primers in order to characterize the sequence
variations.

In exon 3, R75Q variant was identified in two samples (Figure 1.A). In the exon 7,
the R334W mutation was found in one sample (Figure 1.B). In the exon 10, F508del was
detected in 16 samples (Figure 1.C). The F508del in these 16 samples was previously
detected by qualitative assay real-time PCR. We have also confirmed the presence of this
mutation in the positive control (sample heterozygous for F508del).

In exon 11, five samples showed abnormal melting curve profiles. Two samples
were identified with R553X mutation, one sample with G542X mutation, one sample with
1717-1G>A mutation, and one sample with G542X and 1717-1G>A mutations (Figure
1.D). R553X and G542X mutations were previously detected in these samples by real-time
PCR. We have also confirmed the identification of positive control samples in this region
of CFTR (a sample homozygous for G542X, a heterozygous for G542X, and a

heterozygous for R553X).
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In exon 12, one sample was identified with 1812-1G>A mutation, one sample with
A561E mutation, and one sample with G576A mutation (Figure 1.E). In exon 21, the
N1303K mutation was detected in one sample and in the positive control (heterozygous
N1303K) (Figure 1.F). The N1303K was previously identified by real-time PCR in this
sample. These results are summarized in table 1.

Direct DNA sequencing of exon 9 revealed one novel variant in one allele of a CF
patient. This allele was characterized by T to A substitution at nucleotide 1940 (Figure 2)
that is responsible by the replacement of leucine to stop codon at residue 453. This
nonsense sequence variation, named L453X (p.Leu453X or ¢.1490T>A), was confirmed
by sequencing a new PCR amplicon from both ends.

Sequencing of exon 9 and adjacent regions also allowed the characterization of the
polyvariant (TG), T, region in the intron 8. Among 52 CFTR alleles of 26 CF patients, 20
alleles (38.5%) carried (TG)10To, 19 (36.5%) carry (TG)11T7, 12 (23.1%) carry (TG)1oT7,
and 1 (1.9%) carry (TG)1,T7 variant.

Combining HRM analysis and direct DNA sequencing, we were able to establish
the genotypes of 7 out of 26 (26.9%) CF patients included in this study. One mutation was
determined in 16 CF patients and 3 patient remain with no mutation detected.

Results of patients genotypes and (TG),Tn polyvariant region of CF patients are

shown in the Table 2.
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DISCUSSION

Twenty six individuals with clinical diagnosis of CF were investigated in this study.
Eleven CFTR gene regions of these CF patients (exons 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 18, 20, and
21) were scanned by high-resolution melting and one region (exon 9 and intron-exon
junctions) was screened directly by DNA sequencing. These regions were chosen to
concentrate high mutation density according to CFMD. If considering CFTR nucleotide
sequence, we covered almost 40% of CFTR coding region.

Eleven different sequence variants were identified in this CF patients group. By
HRM analysis, ten different sequence variations were identified in regions of the exons 3,
7, 10, 11, 12 and 21, including six variants (R75Q, R334W, 1717-1G>A, 1812-1G>A,
A561E e G576A) that were searched for by the common mutation specific protocol
previously employed in our laboratory (14). Therefore, HRM method was efficient to
detect new sequence variants as well as to confirm variants present in positive control
samples. These results are in agreement to previous reports (13, 15), to which the HRM
analysis sensibility for heterozygote detection was demonstrated to be close to 100%.

Furthermore, a novel sequence variant, named L453X, was identified by direct
DNA sequencing of exon 9. This mutation creates a stop codon leading to the deletion of
1,028 C-terminus amino acids of the CFTR protein. Thus, the L453X can be considered as
a severe allele responsible for CF phenotype.

We characterized the polyvariant (TG),T, region at intron 8 of CFTR of patients
using direct DNA sequencing. We avoid HRM analysis in this case due to the feature of
this region. Alleles (TG)10T7, (TG)11T7, (TG)12T7, and (TG)1oTe were determined in

patients’ samples. Transcripts derived from genes that carry seven or nine thymidines (7T
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and 9T, respectively) show lower levels of exon 9 skipping (6). Therefore, phenotype of
CF patients was not affected by (TG)m T, genotype.

Scanning CFTR gene using HRM analysis and DNA sequencing enabled the
characterization of 30 out of 52 mutant alleles in our sample that represents 57.7% of CF
alleles. As a whole, the genotype was completely established in 7/26 (26.9%) patients, one
CF allele was detected in 16/26 (61.6%) individuals, and no mutant allele was found in
3/26 (11.5%) patients. These rates are adequate when considering that we searched less
than 50% of CFTR coding regions. We are currently extending this approach to cover the
remaining coding regions of the gene.

Molecular diagnosis is essential to confirm a CF diagnosis mainly in atypical cases
of CF and early diagnosis is critical for a more successful therapy. Besides, molecular
analysis is key information in the genetic counseling process to offer carrier detection or
additional prevention measures. Thus, methodologies that provide a rapid and efficient
molecular diagnosis are useful to establish a diagnosis at an early age even before disease
onset. The inclusion of alternative methodologies can change mean age of patients at
diagnosis, contributing for lowering this age. This is of particular relevance to cases in
Brazil where the mean age at diagnosis was reported to be 4.2 years (16).

In summary, this study demonstrated that HRM can be successfully employed in
the identification of mutant alleles associated to CF. Methodology was capable of
identifying different sequence variations, being able to detect known mutations as well as
find novel sequence variations. Thus, HRM is a method to be potentially adapted to

different applications in molecular diagnosis of CF and also of other monogenic disorders.
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Table 1. Sequence variations detected by HRM analysis of the CFTR gene.

Confirmation of mutations was performed by direct DNA sequencing analysis.

Exon Number of variant alleles Sequence variants identified
3 2 R75Q
4 -
5 -
7 1 R334W
8 -
10 16 F508del
11 2 1717-1G>A
2 G542X
2 R553X
12 1 1812-1G>A
1 A561E
1 G576A
18 -
20 -
21 1 N1303K
Total 29
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Table 2. CFTR genotype and polymorphic (TG), T, region characterization of 26 CF

patients.

Genotype (TG)nTm Number of patients
F508del/R334W (TG)10To/(TG)11T7 1
F508del/1717-1G>A (TG)10T7/(TG)10To 1
F508del/1812-1G>A (TG)10To/(TG)11T7 1
F508del/? (TG)10To/(TG)11T7 7
F508del/? (TG)10T7/(TG)10To 5
F508del/? (TG)10To/(TG)10To 1
G542X/1717-1G>A (TG)10T7/(TG)10Tg 1
G542X/? (TG)10To/(TG)11T7 1
R553X/R75Q (TG)uT(TG)11T7 1
R553X/G576A (TG)10T7(TG)12T7 1
N1303K/? (TG)10T7/(TG)10To 1
L453X/A561E (TG)uTA(TG)1 T, 1
R75Q/? (TG)u T (TG)u T, 1
2/? (TG)10T#(TG)11 T 1
21? (TG)uTAH(TG)11 T 1
2/? (TG)10T7(TG)10T7 1
Total 26

? denotes unidentified mutation.
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Figure 1. Difference plots of CFTR gene coding regions. Abnormal melting profiles
reveal in (A) the presence of the R75Q variant in exon 3; (B) R334W mutation in exon 7,
(C) F508del mutation in exon 10; (D) 1717-1G>A, G542X, and R553X mutations in exon
11; (E) 1812-1G>A, A561E, and G576A mutations in exon 12; and (F) N1303K mutation
in exon 21. Positive controls: a heterozygous for F508del (exon 10); a homozygous for
G542X, a heterozygous for G542X, a heterozygous for R553X (exon 11); and a

heterozygous for N1303K (exon 21).
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Figure 2. Direct DNA sequencing of exon 9 from a CF patient. Direct sequencing of
part of CFTR exon 9 from the reverse primer. The arrow indicates the position of a T to A
substitution at nucleotide 1490 that causes the nonsense mutation L453X. The sequence

variation was confirmed by sequencing from the forward primer.
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4. DISCUSSAO

A populacdo brasileira € altamente heterogénea, devido principalmente as
diferentes ondas migratorias que ocorreram na histéria do pais e ao grande nimero de
diferentes subpopulacdes existentes. Os estados do sul do Brasil apresentam uma grande
contribuicdo de imigrantes europeus, provenientes principalmente de Portugal, da Italia, da
Espanha e da Alemanha, causando uma maior diversidade étnica nessa regido (Salzano e
Freire-Maia, 1967). Essa diversidade da populacdo brasileira se reflete na grande
heterogeneidade alélica do I6cus CFTR e na variacdo das frequéncias das mutacGes e
polimorfismos presentes neste gene. Um exemplo é a mutacdo F508del, cuja frequéncia
varia de 22,7 a 50,0% entre os estados do Brasil (Faucz et al., 2010).

Visto que a maioria das mutagdes no gene CFTR é rara e que muitas foram
identificadas em apenas determinados individuos ou familias, é evidente a necessidade de
metodologias que possibilitem uma analise mais abrangente do gene. A anélise de
dissociacdo em alta resolucdo (HRM) se mostrou um método de varredura com vantagens
sobre outras técnicas existentes (SSCP, por exemplo), como rapidez de execucdo e
facilidade na obtencdo dos resultados apds a padronizacdo da metodologia, devido a
possibilidade de automacdo e a auséncia de processamento das amostras durante as etapas
da analise.

Nesse estudo, o método HRM foi sensivel para identificar corretamente todos os
controles positivos (amostras apresentando mutacgdes identificadas previamente por outra
metodologia) e discrimina-los dos controles negativos (amostras sem alteracdo na
sequéncia de DNA). Através da analise por HRM, as mutacGes R75Q, R334W, F508del,
1717-1G>A, G542X, R553X, 1812-1G>A, A561E, G576A e N1303K foram identificadas.
Além disso, uma amostra heterozigota composta para duas alteragcbes (1717-
1G>A/G542X) na regido do éxon 11 apresentou perfil de dissociagdo diferente das
amostras portadoras de apenas uma destas alteracOes, demonstrando a sensibilidade da
andlise. Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados anteriormente
(Montgomery et al., 2007; Audrezet et al., 2008), em que o método HRM apresentou
sensibilidade de deteccéo de heterozigotos proxima a 100%.
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Neste trabalho, nos analisamos a regido polimorfica (TG), T, presente no intron 8
do gene CFTR através do sequenciamento do éxon 9 e suas regides adjacentes. A analise
por HRM néo foi realizada neste caso pela possibilidade de geracdo de resultados confusos
devido a presenca da regido polimdrfica. Os pacientes analisados apresentaram os alelos
(TG)10T7, (TG)11T7, (TG)12T7 € (TG)10Te. Conforme descrito anteriormente, 0s transcritos
derivados de alelos com 7 ou 9T apresentam baixos niveis de remoc¢édo do éxon 9 (Hefferon
et al., 2002). Portanto, os pacientes incluidos neste estudo provavelmente ndo apresentam
fenotipo de FC influenciado pelo polimorfismo (TG)nTn,.

O sequenciamento do éxon 9 também permitiu a identificacdo de uma amostra
heterozigota para a variante L453X, a qual ainda ndo estd descrita na literatura. Essa
alteracdo promove a substituicdo de uma leucina por um codon de terminacdo no residuo
453 da proteina, levando a perda de 1.028 aminoacidos na por¢do carboxi-terminal da
proteina CFTR. AlteracGes na sequéncia nucleotidica que levam a criacdo de cddon de
terminagdo prematuro geralmente afetam drasticamente a fungdo da proteina resultante.
Um alelo contendo a alteracdo L453X provavelmente produz uma proteina nao-funcional,
visto que a maior parte da sequéncia de aminoacidos ndo é sintetizada. Portanto, L453X
deve estar relacionada a um fendtipo mais grave de FC.

Neste estudo, 26 pacientes com FC provenientes da regido sul do Brasil foram
analisados e um total de 11 variaces de sequéncia diferentes foram identificadas através
da analise por HRM e de sequenciamento direto do DNA. Adotando esta estratégia, o
namero de alelos caracterizados nos pacientes aumentou de 21 (40,4%) para 30 (57,7%).

O gendtipo de 7 (26,9%) pacientes foi completamente determinado. Em 16 (61,6%)
pacientes apenas uma alteracdo foi detectada e em 3 (11,5%) pacientes ndo foi encontrada
nenhuma alteracdo no gene CFTR. A definicdo de todos os genotipos sé seria esperada se
fosse analisada, pelo menos, toda a regido codificante do gene CFTR. A estratégia descrita
nesse estudo abrangeu aproximadamente 40% da regido codificante do gene CFTR. A
escolha dessas regides se baseou na maior densidade de mutacdes nessas regides quando
comparadas a outras regides desse gene.

Portanto, esse estudo demonstrou que analise por HRM pode ser empregada com
sucesso na identificagdo de alelos mutantes associados a FC. A metodologia foi capaz de
identificar diferentes variacdes de sequéncia, tendo a capacidade de detectar mutagdes

conhecidas e encontrar variagdes de sequéncia novas. Entdo, analise por HRM é um
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método a ser adaptados para diferentes aplicacBes no diagnostico molecular de FC e

também de outras doencas monogeénicas.
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5. CONCLUSOES

As conclusoes obtidas através deste estudo foram:

v" O método HRM, seguido por sequenciamento direto de DNA, se mostrou adequado
para detectar alteracdes na sequéncia nucleotidica do gene CFTR, identificando uma

grande quantidade de variantes;

v' As mutagdes R75Q, R334W, F508del, 1717-1G>A, G542X, R553X, 1812-1G>A,
A561E, G576A e N1303K foram identificadas por HRM no grupo de pacientes

analisados;

v A mutagdo L453X, ainda ndo descrita na literatura, foi identificada em um paciente com
FC, por sequenciamento direto do éxon 9;

v A regido polivariante (TG),T, foi caracterizada nos 26 pacientes com FC e nenhum

deles apresentou o alelo com 5T,;

v" Esse estudo permitiu a identificacdo da alteracdo de 30 dos 52 alelos mutantes (57,7%);

v O gendtipo de 7 (27,0%) pacientes foi definido e alteracdo em um dos alelos mutantes
foi identificada em 16 (61,5%) pacientes.
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Standard abbreviations can be found in the CSE Style Manual (7th ed., 2006). All pages of the manuscript
should be double-spaced and numbered (including references, tables and figure legends). Other formatting
specifications (eg, font size and type, margin settings, etc.) are left to the authors’ discretion, as papers
accepted for publication will be reformatted according to the print specifications of the Journal. Manuscripts
not prepared in accordance with the submission guidelines detailed below may be returned to the authors.
Authors are encouraged to include a list of nonstandard abbreviations to aid reviewers. In addition, authors
should be ready to comply with Editors’ requests for copies of any similar works in preparation, copies of
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affiliation information for that author should be included as a footnote. Any affiliations (eg employment,
consultancies, stock ownership, honoraria, expert testimony) with any organization or entity having a direct
financial or personal interest in the subject matter or materials discussed in the article should also be clearly
stated.

Abstract. An abstract of 220 words or less should be prepared on a separate sheet and should be intelligible
to the general reader without reference to the text. The abstract should clearly summarize the background,
methodology, results, and significance of the study. Abbreviations and citations should be avoided.

Text. The remaining sections of the text, which may include Introduction, Materials and Methods, Case
Report, Results, Discussion, and Acknowledgments (in this order), need not begin on new pages. Commonly-
abbreviated terms should be spelled out in their first occurrence and then may be referenced in abbreviation
through the remainder of the manuscript. Consult the Human Genome Organisation Gene Nomenclature
Committee website (http://www.genenames.org/) for gene names and symbols. For a complete list of other
approved nomenclature organizations (eg, bacteria, viruses, mice), please contact the Editorial Office.
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that other researchers can replicate results and evaluate claims. In general, inclusion of method or reagent
details as supplementary material is not acceptable. The sequences of oligonucleotides, if not previously
published, should be provided. Novel DNA or protein sequences should be deposited to an appropriate
database (eg, Genbank, EMBL, SWISS-PROT), with the accession numbers included in the manuscript.
When providing supplier information for materials sources, company name and location (city and state, or
city and country) should be provided. Website references to company information are not permitted. All
novel materials and the procedures to prepare them should be described in sufficient detail to allow their
reproduction (eg, DNA constructs, analytical software). Materials that are approved for investigational-use
only should be clearly indicated. Publication in the Journal implies that the authors agree, upon reasonable
request, to share any materials or data that are integral to the results presented in the article, including
whatever would be necessary for a skilled investigator to verify or replicate the claims. Authors must disclose
upon submission any restrictions on the availability of materials or information, such as for patented or dual-
purpose materials.

Reporting guidelines for specific study designs (eg, randomized controlled trials) can be found in the
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (see http://www.icmje.org).
Authors must affirm that the research protocol was approved by the appropriate institutional review boards or
ethics committees for human (including use of human cells or tissues) or animal experiments and that all
human subjects provided appropriate informed consent and/or that regulations concerning the use of animals
in research were adhered to. If race/ethnicity is reported, authors should state who determined race/ethnicity,
how the options were defined, and why race/ethnicity was important in the study. Authors should be prepared
to provide study protocol number(s) if requested.

Authors should obtain permission from all individuals named in the Acknowledgments who contributed
substantially to the work reported (eg, data collection, analysis, or writing/editing assistance) but did not
fulfill the authorship criteria. Likewise, authors should receive permission from all individuals named as
sources for personal communication or unpublished data. Such permissions should be affirmed by the
corresponding author in the cover letter.
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the text, including citations in tables and figure legends. Complete author citation is required (use of "et al" is
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institution sponsoring the web site, URL address with direct linkage to the referenced information, and date
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Tables should be black and white text only and should not include figures or other non-typeset images.

Figures. Authors should give considerable care in preparing figures. Figures may consist of multiple related
panels (labeled A, B, C, etc.) described under one figure legend. Each figure (with all of its related panels)
should be arranged on a single page as it should appear in final publication. Figure panels submitted on
separate pages will be arranged at the publisher's discretion. If figures are to be published in black and white,
they should be submitted for review in black and white. Digital figure files are required, but authors may
provide production-quality hardcopies for review purposes. Hardcopies should not differ from the output of
digital figure files. When preparing composite figures, the front side of individual parts should be clearly and
properly labeled. Figures should be sized to fit one column (8 cm) or two columns (17 cm). Maximum page
length is 22.5 cm. Figures deviating from these dimensions will be sized at the publisher's discretion.
Unwanted background material should be excluded, and edges should be straight. Figure legends should be
submitted as part of the manuscript and should state the staining method and degree of magnification. If the
exact scale is critical, scale bars should be used on the photograph and specified in the legend.
No specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. The
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whole image, whether experimental or control image, and as long as they do not obscure or eliminate any
information present in the original (Adapted with permission from the JCB). Any evidence of inappropriate
manipulation may prompt the Editors to request an explanation and access to original data, which the authors
must make available. Information can be found in the Journal Scientific Integrity Policy
at http://jmd.amjpathol.org/misc/integrity.shtmi.

Beginning July 1, The Journal of Molecular Diagnostics’ requirement for color images, which has
traditionally been CMYK, is changing to RGB (Red, Green, Blue) color mode. Images submitted in RGB
will retain the vivid reds, greens, and blues of the original digital files for online publication. Authors should
therefore submit all figures (for both new and revised manuscripts) in the RGB color mode. The preferred
formats for digital figures are PDF, TIFF, and EPS. For detailed instruction on preparing digital art for
submission or production, visit http://cpc.cadmus.com/da/ or contact the Editorial Office (jmd@asip.org).

Digital Art. Images submitted in RGB will retain the vivid reds, greens, and blues of the original digital files
for online publication. Authors should therefore submit all figures (for both new and revised manuscripts) in
the RGB color mode. The preferred formats for digital figures are PDF, TIFF, and EPS. For detailed
instruction on preparing digital art for submission or production, visit http://cpc.cadmus.com/da/ or contact

the Editorial Office (jmd@asip.org).

Data Supplements and Non-Traditional Media. Figures and tables that are critical to the evaluation and
understanding of the research presented, but which cannot be accommodated via the print medium (eg,
video), will be considered part of the manuscript submission and will be published on the Journal website if
the manuscript is accepted. Supplemental material published on the Journal website is subject to the same
copyright as applies to the printed article. Online data will remain associated with its article and is not subject
to any modifications or updates after publication. Authors of accepted manuscripts will be charged $50 per
supplemental data file to be published on the Journal website (up to 1MB; files over 1MB will be charged an
additional $50 per megabyte).

Complex data sets such as microarray data and gene sequences should be deposited in a reliable public
archive. Microarray repositories should comply with the Minimum Information About a Microarray
Experiment (MIAME) guidelines (http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame_1.1.html). Examples
include Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and Array Express
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files published on the Journal website will be charged $65 per file (up to 1MB; files over 1IMB will be
subject to an additional $65 per megabyte).

Other materials that are not required to understand and evaluate the article may be stored on an institutional
website and referenced as a URL within the manuscript text. In this case, the authors must assume
responsibility for maintaining a live, unrestricted link to the material from the URL published within the
article, in perpetuity. Failure to maintain a live, unrestricted link may result in retraction of the article by the
Editors. Material that has been published previously (print or online) is not acceptable for posting as
supplementary data. Instead, the appropriate reference(s) to the original publication should be made in the
text and references.

The Editors will make the final determination as to whether a given data set is essential to the manuscript and
whether they will require publication of the material on the Journal website. Failure to relinquish required
materials for online publication can result in the reversal of a manuscript’s acceptance.

Copyright. Authors will be charged $750 per color figure per printed page (figures necessitating more than
one printed page will incur an additional charge). A summary of color figure charges will be presented to the
corresponding author of accepted manuscripts for approval prior to publication. Color figure charges will not
be waived, but color figures may be published in black and white, pending editorial approval. Requests for
black and white publication must be made prior to production to avoid color charges.

Embargo Policy. All information regarding the content of submitted or accepted manuscripts is strictly
confidential. Information contained in or about accepted articles cannot appear in print, audio, video, or
digital form or be released by the news media until the Journal embargo date has passed, not to exceed the
publication date of the article. For detailed information on embargo release dates or for news media requests
for preprint copies of specific articles, contact the Editorial Office at 301-634-7959 or jmd@asip.org.

Financial Disclosure and Conflicts of Interest. All authors must disclose any current or former affiliations
(eg, employment, consultancies, stock ownership, honoraria, expert testimony) with any organization or
entity having a direct financial or personal interest in the subject matter or materials discussed in the article.
Authors should err on the side of full disclosure and should contact the Editorial Office if they have questions
or concerns. This information should be provided at the time of submission and reiterated as part of copyright
assignment. Failure to do so may result in manuscript rejection or editorial retraction of the article. Further
information can be found in the Journal Scientific Integrity Policy
at http://jmd.amjpathol.org/misc/integrity.shtml. Upon manuscript acceptance, all coauthors will be instructed
to formally disclose all potential conflicts.

Color Figures. Authors will be charged $750 per color figure per printed page (figures necessitating more
than one printed page will incur an additional charge). A summary of color figure charges will be presented
to the corresponding author of accepted manuscripts for approval prior to publication. Color figure charges
will not be waived, but color figures may be published in black and white, pending editorial approval.
Requests for black and white publication must be made prior to production to avoid color charges.

Page Charges. Authors will be charged $65 per printed page. Corresponding authors of published
manuscripts who are current, dues-paying members of ASIP at the time of submission will receive free page
charges as a benefit of membership. Manuscripts arising from research in developing countries may be
eligible for waiver of publication charges only if all authors are located in a qualifying country (for details,
seehttp://jmd.amjpathol.org/misc/waivernations.pdf). Otherwise, page charges will not be waived, except for
solicited editorials.

Beginning with articles accepted for the May 2010 issue, the following changes to Publications Charges will
apply: Authors will be charged $550 per color figure, $50 per black & white or grayscale figure, and $50 per
composed table, per printed page (figures or tables necessitating more than one printed page will incur an
additional charge). Authors will be charged $65 per printed page. Corresponding authors of published
manuscripts who are current, dues-paying members of ASIP at the time of submission will receive one free
color figure as a benefit of membership; page charges will not be waived for ASIP members. Supplemental
data files published on the Journal website will be charged $65 per file (up to 1MB; files over 1MB will be
subject to an additional $65 per megabyte). A summary of publications charges will be presented to the
corresponding author of accepted manuscripts for approval prior to publication.
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Open Choice. In addition to publication charges outlined above, authors may elect to participate in the
Journal’s Open Choice program. Articles published under Open Choice will become immediately accessible
on the Journal website upon publication, without the twelve-month subscriber-only access delay. Authors
wishing to participate should contact the Editorial Office following manuscript acceptance. All copyright
restrictions regarding reuse still apply. Cost to participate is $3000, which must be received before article
restriction is lifted.

Reprints. Reprints should be ordered when page proofs are returned; an order form is included with the
proofs. Late reprint orders may result in additional fees. There is no extra charge for color reprints. Author
reprints will be supplied in CMYK color mode because it is a printed medium, but electronic reprints will be
supplied in RGB color mode for visualization on screen. Each author will receive one complimentary
electronic (secure PDF) reprints for distribution at their discretion. Additional electronic reprints can be
ordered at the time page proofs are returned, or at a later date. No hardcopy complimentary reprints are
provided by the publisher.

Proofs. The corresponding author will be contacted by email once proofs are ready and will be directed to
download electronic proofs from a secure website. Electronic page proofs will be provided in RGB, thus
reflecting the online quality. Image files will be converted to CMYK for the printed journal; all images
published online will be in RGB. Full instructions on completing proof corrections will be provided at that
time. The author should check the proofs carefully, mark any printer's errors, and answer queries as
requested. Author changes should be kept to a minimum. Proof corrections and replacement figures (if any)
must be returned within 24 hours to avoid any delay in publication.

Cover Figure. The cover figure is selected by the Editors from illustrations appearing in the issue. Authors
are encouraged to suggest a figure for consideration, or include an additional cover figure submission along
with their manuscript submission. Cover figures are published at no charge; cover reprints are available (no
complimentary reprints are provided by the publisher).

Editorial Communications. All correspondence concerning editorial matters should be addressed to the
Editor-in-Chief at The Journal of Molecular Diagnostics, 9650 Rockville Pike, Bethesda, Maryland, USA
20814-3993, faxed to 301-634-7961, or emailed to jmd@asip.org. Letters to the Editor will be printed at the
Editors' discretion in the Correspondence section.

Corrections are published upon request and after editorial review. Retractions are published upon request of
authors or their institutions and may also be published by the Journal following a determination of scientific
misconduct. Notes of Concern are published in response to editorial concerns relating to scientific or
publishing misconduct by authors or reviewers or to alert the scientific community of an ongoing
investigation.
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