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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ considerada a doenga hereditaria letal mais
comum em populagdes de origem caucasiana. A doenga se manifesta
clinicamente com varias formas de gravidade, moduladas por diferentes
genodtipos € 0 meio ambiente. Aproximadamente 2.000 mutagdes ja
foram descritas, sendo que a frequéncia destas variam de populagdo para
populacdo em fungdo de diferengas étnicas e geograficas. Dentre as
inimeras mutagdes do gene CFTR, a F508del é tida como a mais
frequente na populacdo mundial (66%). Entretanto, no Brasil a
frequéncia desta mutagdo ¢ reduzida, aproximadamente 47%, e no
Estado de Santa Catarina ainda ¢é desconhecida. Neste sentido, a
determinacdo da frequéncia e distribui¢do das mutagdes do gene CFTR
no Estado de Santa Catarina ¢ fundamental para poder implementar ou
adaptar estratégias diagnosticas, de manejo e tratamento, das criancas e
jovens catarinenses afetados pela doenca. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi determinar o perfil mutacional do gene CFTR da
populagdo catarinense. Além disso, amostras de pacientes com
diagnostico clinico de FC foram utilizadas para padronizar e¢ validar
protocolos de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do tipo Allele
Specific Oligonucleotide (ASO). Adicionalmente, seis pacientes que
previamente realizaram rastreio molecular com painel de 36 mutagdes
foram submetidos ao sequenciamento. Foram identificadas 14 mutagdes,
responsaveis por 69% dos alelos de FC em Santa Catarina: F508del
(51,33%), G542X (4,87%), R334W (2,21%), R1162X (2,21%), N1303K
(2,21%), 3120+1G>A (2,21%), CFTR dele2,3 (21 kb) (0,88%), R553X
(0,44%), 1717-1G>A (0,44%), 2183AA>G (0,44%), 1507del (0,44%),
R1066C (0,44%), W1282X (0,44%), Y1092X (0,44%). Seis mutagdes
(F508del, G542X, R334W, RI1162X, NI1303K, 3120+1G>A)
apresentaram frequéncia alélica superior a 1%, totalizando em conjunto
65,04% dos alelos caracterizados. Estas 6 muta¢des foram selecionadas
para o rastreio molecular em 21 pacientes e representaram um excelente
painel para o rastreio da FC em Santa Catarina, com um poder de
detec¢do de 66,67%, aproximando-se ao poder de detec¢do de outras
metodologias mais completas como painéis de mutagdes importados e
sequenciamento génico. A andlise por painel de sequenciamento de 6
amostras de pacientes do presente estudo contribuiu para o diagnostico
definitivo da doenga em 3 casos e possibilitou a identificagdo de um
alelo mutado em um paciente. Portanto, além de ser uma técnica
laboriosa e com elevado custo por andlise, ¢ inapropriada para detectar
mutagdes raras, pois as mutagoes de FC ndo sdo igualmente distribuidas



entre as diferentes populacdes. Desta forma, os resultados obtidos com a
presente pesquisa, além de possibilitarem a determinagdo do perfil
mutacional do gene CFTR na populagio catarinense, também foram de
extrema importancia para a implementacdo de uma nova estratégia de
rastreio molecular da FC em Santa Catarina, com eficiéncia diagnostica
e rapidez. Tal abordagem permitird uma contribuicdo diagnéstica ao
teste do suor e possibilitara a criagdo de uma diretriz que auxilie no
manejo ambulatorial e tratamento dos acometidos pela doenga.

Palavras-chave: fibrose cistica, perfil mutacional, CFTR, frequéncia,
PCR-ASO.



ABSTRACT

The Cystic fibrosis (CF) is considered the most common inherited lethal
disease at the Caucasian population. There are various forms of severity
of CF modulated by different genotypes and the environment.
Approximately 2,000 mutations have already been described, the
frequency of which varies from population to population due to ethnic
and geographical differences. Among the many mutations of the CFTR
gene, F508del is considered the most frequent in the world population
(66%). However, in Brazil the frequency of this mutation is reduced,
approximately 47%, and in the State of Santa Catarina it is still
unknown. In this context, the determination of the frequency and
distribution of CFTR gene mutations in the State of Santa Catarina is
fundamental to be able to implement or adapt diagnostic, management
and treatment strategies of Santa Catarina children and young people
affected by the disease. Thus, the objective of the present study was to
determine the mutational profile of the CFTR gene of the population of
Santa Catarina. In addition, samples of patients with clinical diagnosis
of CF were used to standardize and wvalidate Allele Specific
Oligonucleotide (ASO) polymerase chain reaction (PCR) protocols. In
addition, 6 patients who previously performed molecular screening with
a panel of 36 mutations were submitted to sequencing. Fourteen
mutations, responsible for 69% of CF alleles in Santa Catarina, were
identified: F508del (51.33%), G542X (4.87%), R334W (2.21%),
R1162X (2.21%), N1303K (2.21%), 3120 + 1G> A (2.21%), CFTR
dele2.3 (21 kb) (0.88%), R553X (0.44%), 1717-1G> 44%), 2183AA> G
(0.44%), 1507del (0.44%), R1066C (0.44%), WI1282X (0.44%),
Y1092X (0.44%). Six mutations (F508del, G542X, R334W, R1162X,
N1303K, 3120 + 1G> A) presented allele frequencies higher than 1%,
totaling 65.04% of the alleles. These 6 mutations were selected for
molecular screening in 21 patients and represented an excellent panel
for the screening of CF in Santa Catarina, with a detection power of
66.67%, approaching the power of detection of other more complete
methodologies such as Panels of imported mutations and gene
sequencing. Sequencing panel analysis of 6 patient samples from the
present study contributed to the definitive diagnosis of the disease in 3
cases and allowed the identification of a mutated allele in a patient.
Therefore, in addition to being a laborious technique and with a high
cost per analysis, it is inappropriate to detect rare mutations, since the
mutations of CF are not equally distributed among the different



populations. In this way, the results obtained with the present project,
besides making possible the determination of the mutational profile of
the CFTR gene in the population of Santa Catarina, were also extremely
important for the implementation of a new strategy for the molecular
tracing of CF in Santa Catarina, with diagnostic efficiency and speed.
Such an approach will allow a diagnostic contribution to the sweat test
and will enable the creation of a guideline that assists in the outpatient
management and treatment of those affected by the disease.

Key words: cystic fibrosis, mutational profile, CFTR, frequency, ASO-
PCR.
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1 INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) ¢ considerada a doenga hereditaria letal
mais comum em populacdes de origem caucasiana (FRANCKX et al.,
2015). Sua incidéncia varia entre os paises e grupos étnicos, atingindo
um caso para cada 2.683 caucasianos nascidos vivos na Europa e um
caso para cada 3.500 nascidos vivos nos Estados Unidos (RUEEGG et
al., 2013; CFF, 2015).

No Brasil, ndo existem estudos epidemiolégicos abrangentes que
permitam estimar a incidéncia nas regides (LEMOS et al, 2004), porém
um estudo no Rio Grande do Sul evidenciou que a estimativa da
incidéncia de FC chega a um caso para cada 1.587 individuos, ou seja, ¢
tdo frequente quanto na Europa e América do Norte (RASKIN et al.,
2008).

Nas ultimas décadas, a sobrevida dos pacientes fibrocisticos tem
aumentado consideravelmente em decorréncia do diagnéstico precoce,
proporcionado pela triagem neonatal, associado a boa adesdo ao
tratamento (ALVAREZ et al., 2004; SANTOS et al., 2005). Nos Estados
Unidos (EUA), por exemplo, a sobrevida média do acometido pela FC ¢
de 38 anos (CFF, 2015) e no Brasil, segundo o Registro Brasileiro de
FC, 2014, a mediana de sobrevida ¢é de 37,7 anos.

Neste contexto, o rastreamento neonatal obrigatério que foi
recomendado pelo Ministério da Saude em 2001, através da dosagem
sérica da tripsina imunorreativa (IRT), tornou-se um marco importante
para FC no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Entretanto, é uma
estratégia de rastreio da doenca e ndo de diagndstico. Nos casos
positivos, os neonatos sdo encaminhados para realizar o teste
diagnostico definitivo (FARREL et al., 2008; BOROWITZ et al., 2009).

O diagndstico confirmatoério da FC ¢ realizado pelo teste do suor,
que pode apresentar erros de interpretacdo e contribuir para falsos
resultados (LEGRYS et al., 2007). Além do teste do suor, a pesquisa da
mutac¢do mais comum, a F508del, também ¢ utilizada na confirmagdo do
diagnoéstico (MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Entretanto, estudos
mostram que a frequéncia da mutacdo F508del é reduzida no Brasil,
provavelmente em decorréncia da maior miscigenagdo racial e da
existéncia de perfis mutacionais particulares para as diferentes regides
do pais (CABELLO et al., 2003; OKAY et al., 2005).

Tendo em vista estes aspectos, fica clara a necessidade de
reestruturar a estratégia de diagnostico molecular para FC para permitir
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uma contribuigdo diagnéstica ao teste do suor e desenvolver novas
estratégias de manejo e tratamento dos pacientes fibrocisticos
catarinenses no intuito de proporcionar uma melhor qualidade de vida e
aumento da sobrevida dos acometidos. Neste sentido, o conhecimento
do perfil mutacional da populag@o catarinense é o principio crucial para
o desenho e aplicagdo de qualquer nova estratégia em prol de avangos
diagnosticos e terapéuticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRICAO E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A FC ou mucoviscidose ¢ uma doenga genética com padrao de
heranca autossOmica recessiva, crOnica, progressiva € com
manifestacdes sistémicas (ZIELENSKI, 2000; RATJEN e DORING,
2003). Afeta cerca de 30.000 criangas e adultos nos EUA e 70.000 no
mundo todo (CFF, 2015). Sua incidéncia varia de acordo com a etnia do
pais ou regido, ocorrendo preferencialmente em individuos caucasianos
(RASKIN et al., 2008; FEREC ¢ CUTTING, 2012).

Embora a FC seja mais incidente em caucasianos (1:2.500), é
uma doenga pan-étnica (ZVEREFF et al, 2014). Segundo a
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) a incidéncia de FC na Europa ¢
de aproximadamente um caso em cada 2.000 nascimentos, sendo que na
Irlanda, Italia e Franga a incidéncia oscila entre 1:1.800 ¢ 1:2.400
(WHO, 2015). No sul da Africa, 1 em cada 42 pessoas sdo carreadoras
da FC e a incidéncia é estimada em 1:7.000 individuos (FEREC e
CUTTING, 2012). Na Asia, embora a FC seja subdiagnosticada,
evidéncias sugerem que a doenca seja rara apresentando uma incidéncia
de 1:350.000 (WHO, 2015).

Na América Latina, a composi¢do étnica da populagdo é
heterogénea. Em paises como Uruguai e Argentina, cerca de 90% da
populagdo ¢ de origem caucasdide, enquanto em outros como, por
exemplo, México, Colombia e Chile, 57 a 87% s8o mesticos. A
incidéncia de FC nestes paises varia de 1:4.000 a 1:10.000 nascidos no
Chile e México, respectivamente (O’SULLIVAN e FREEDMAN, 2009;
FIRMIDA e LOPES, 2011).

Nos EUA a prevaléncia é de um caso em cada 3.500 nascimentos
e no Brasil, embora a prevaléncia ainda ndo tenha sido mapeada, alguns
estudos epidemiolodgicos estimam entre 1:16.275 e 1:13.073 nascidos
vivos (NUNES et al., 2013; WHO, 2015).

Contudo, a incidéncia na regido sul do Brasil assemelha-se a da
populagéo caucasiana da Europa (1:2.000) e América do Norte (1:2.500)
(ZVEREFF et al.,, 2014; WHO, 2015), sendo observado 1:1.587
individuos no Rio Grande do Sul e 1:6.803 no Parana (RASKIN et al.,
2008). Em Santa Catarina, a estimativa de incidéncia ¢ de 1:6.800
(PTN-SC, 2016). Dentre os Estados da regido sul o Rio Grande do Sul
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destaca-se por possuir a mais alta incidéncia, isso implica que 1:20
habitantes é heterozigoto para FC (RASKIN et al., 2008).

Em outras regides do Brasil a incidéncia diminui para cerca de
um caso em cada 10.000 nascidos vivos (RIBEIRO et al., 2002;
SANTOS et al., 2005), sendo que em Minas Gerais e Sdo Paulo a
incidéncia diminui ainda mais, cerca de 1:21.277 e 1:32.258,
respectivamente (RASKIN et al., 2008). A variagdo de incidéncia
encontrada entre as regides € decorrente, principalmente, da maior
descendéncia européia na regido sul e de afrodescendentes na regido
sudeste (OKAY et al., 2005; RASKIN et al., 2008; PERONE et al.,
2010).

Em relagdo a expectativa de vida dos pacientes fibrocisticos,
estudos realizados nos EUA revelaram que a sobrevida média dos
pacientes afetados em 1980 foi de 20 anos e em 1996, de 31,3 anos
(SANTANA et al, 2003; ALVAREZ et al, 2004). Segundo
informagdes da Cystic Fibrosis Foundation (CFF), em 2006 a
expectativa de vida dos fibrocisticos dos EUA alcangou 36,9 anos e em
2010 chegou ha 38,3 anos (CFF, 2015).

No Brasil, estudos mostraram que a expectativa média de vida
dos pacientes fibrocisticos no periodo de 1979 a 1989 foi de 6,4 anos,
aumentado para 12,6 anos no periodo de 1970 a 1994 (REIS et al.,1998)
e atingindo 18,4 anos no periodo de 1990 a 2000 (ALVAREZ et al.,
2004). Em 2014, o Registro Brasileiro de FC publicou que a mediana de
sobrevida foi de 37,7 anos.

Segundo Reis e colaboradores (2000), os avangos no diagnéstico
e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas tém elevado a
expectativa de vida dos pacientes com FC. Além destes fatores, o
desenvolvimento de centros de referéncia para o diagndstico e o
tratamento precoce da FC também contribui para aumentar as taxas de
sobrevida e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (ROSA et al.,
2008).

2.2 GENE CFTR E SUA PROTEINA

A FC ¢ causada por mutagdes no gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Condutance Regulator) localizado no brago longo do
cromossomo 7, l6cus q31, sendo dividido em 27 éxons e representando
cerca de 5% do DNA gendmico (REIS e DAMACENO, 1998; DAVIS,
2006). Além disso, ¢ constituido de aproximadamente 250 kb e ¢
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responsavel pela codificagdo de uma protéina de 1.480 aminoacidos,
denominada CFTR (Figura 1) (ZIELENSKI e TSUI, 1995).

GENE CFTR !

0 50 100 150 200 250 kb
56b 8 12 14al5 17b 23

CROMOSSOMO 7 4 6a7 910 11 13 14b17a 19 20 21 2224
16 18

Transcrigao l Splicing
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citoplasma
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Figura 1. Gene CFTR, proteina CFTR e sua posi¢do na célula.
Fonte: Adaptado de ZIELENSKI e TSUI, 1995.

A CFTR ¢ uma glicoproteina sintetizada no nticleo, que sofre
maturacdo em organelas citoplasmaticas, localizando-se na membrana
apical das células epiteliais de diversos 6rgdos, como intestino grosso,
trato respiratorio, tecidos reprodutivos, pele, pancreas, glandulas
sudoriparas e figado. Ademais, ¢ uma proteina transmembrana
dependente de ATP que funciona como um canal de cloro, mantendo o
equilibrio eletrolitico da célula, favorecendo o transporte de ions cloro
para o meio extracelular e a inibigdo da entrada de ions sddio para o
meio intracelular (HUFFMYER et al., 2009; LUBAMBA ¢t al., 2012).

A proteina CFTR é membro da superfamilia dos transportadores
ABC e ¢ formada por dois dominios transmembrana hidrofobicos
(MSD), cada um com 6 segmentos, dois dominios de ligacdo de
nucleotideo (NBD) e um dominio regulatdrio citoplasmatico (R) que
contém multiplos sitios-alvo para fosforilagdo por proteinas quinases
(Figura 2). As caudas amino e carboxo-terminal sdo orientadas para o
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citoplasma e atuam como mediadores da interagdo entre CFTR e uma
ampla variedade de proteinas ligantes (ZIELENSKI, 2000; LI e
NAREN, 2005; ROWE et al.,2005).

3
0P i e e 2R
I { 1[1888}3 B B JLM ]

NBD1 e NBD2 .

Figura 2. Estrutura da proteina CFTR e seu posicionamento na célula.
Fonte: LUBAMBA et al., 2012.

N

Na FC a proteina CFTR esta ausente no epitélio ou apresenta
alteragdes qualitativas e quantitativas em seu nivel de expressdo, o que
confere as células epiteliais impermeabilidade ao cloro. Desta forma, a
diminuicdo da secre¢do de cloro € o aumento excessivo da reabsor¢do
do sédio alteram a composi¢do do muco secretado pelas células
epiteliais (BIEGER et al., 2012; LUBAMBA et al., 2012).

As consequéncias da perda de fun¢do da proteina CFTR variam
de acordo com os tecidos envolvidos. Nas glandulas sudoriparas, a
CFTR normal funciona reabsorvendo o cloro do lumen da glandula.
Quando defeituosa, o cloro deixa de ser reabsorvido ficando em
concentracdes elevadas no limen. Como a CFTR também regula os
canais de sodio, quando estd defeituosa, o cloro ndo ¢é reabsorvido e o
sodio, devido a hiperatividade dos canais de sodio, ¢ hipersecretado
fazendo com que o cloro e o sddio sejam encontrados em concentragdes
elevadas no suor, levando ao conhecido “suor salgado” encontrado nos
pacientes (ROWE et al., 2005). O funcionamento da proteina CFTR na
glandula de suor pode ser observado na figura 3.
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A Glandula de suor B Ducto da gldndula normal
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Figura 3. Mecanismos associados aos niveis elevados de NaCl no suor
de pacientes com FC. Ductos de suor (Painel A) em pacientes com FC
diferem daqueles em pessoas sem a doenca na capacidade de reabsor¢ao
de CI" antes do suor ser liberado na superficie da pele. A principal via de
absorcdo de CI ¢ através da proteina CFTR, inserida na membrana
plasmatica do limen das células que revestem o ducto (Painel B). A
diminuigdo da reabsor¢do de cloro e a alteragdo no transporte de sddio
levam a diferenca de potencial transepitelial elevada por todo ducto de
suor, ¢ o limen se torna carregada negativamente devido a falha da
reabsor¢do do CI” (Painel C). O resultado é que o fluxo de NaCl total
diminui acentuadamente, levando ao teor de sal aumentado. A espessura
das setas corresponde ao grau de movimento de ions.

Fonte: Adaptado de ROWE et al., 2005.

Em outros 6rgdos, como o pulmio e o pancreas, a CFTR normal
atua secretando o cloro e ndo o reabsorvendo como ocorre nas glandulas
sudoriparas (HULL, 2003). Portanto, o funcionamento da CFTR
defeituosa, provoca um acumulo do ion cloro dentro da célula, causando
aumento do fluxo de sédio através dos canais de sdédio, com o objetivo
de manter o equilibrio eletroquimico interno da célula (REIS e
DAMACENO, 1998).

A combinag¢do da diminui¢do da secre¢do do ion cloro, pela
auséncia ou mau funcionamento da CFTR, ¢ do aumento da reabsor¢do
de sdédio e agua, através dos canais de sdédio, resulta na diminui¢do do
liquido de superficie das vias aéreas, conduzindo a desidratagdo das
secregOes respiratorias € ao aumento de sua viscosidade. Essa alteracao
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da viscosidade do muco, principalmente no epitélio pulmonar e
pancreatico, causa obstru¢do nos ductos de ambos os oOrglos,
propiciando um ambiente favoravel para infec¢des (RIBEIRO et al.,
2002; BIEGER et al., 2012).

2.3 MUTACOES ASSOCIADAS A FIBROSE CISTICA

As mutagdes do gene CFTR podem ocorrer pela substituicao de
nucleotideo (missense), delegdo de pares de bases, inser¢do ou delecdo
de uma base na sequéncia do DNA resultando em deslocamento do
cddon de leitura durante a tradugdo (frameshift), formagdo de um cé6don
de parada prematuro (nonsense) ou alteragdo do local de splicing
(LUBAMBA et al., 2012; CFTR1, 2015). As mutagdes do gene CFTR
encontram-se localizadas ao longo de toda a regido codificante do gene,
nos introns € no promotor, porém, sdo comuns nos dominios de ligagéo
de nucleotideos e no dominio regulador da proteina (ROWNTREE e
HARRIS, 2003).

Em todo mundo, menos de 20 mutagdes CFTR apresentam uma
frequéncia superior a 0,1%, sendo que estas frequéncias variam entre
diferentes regides geograficas e grupos étnicos (BRODLIE et al., 2015).
A mutacdo F508del ¢ a mutagdo CFTR mais comum na populagéo
caucasiana, sendo encontrada em aproximadamente dois tercos dos
individuos diagnosticados com FC (FEREC e CUTTING, 2012).
Entretanto, a frequéncia relativa da mutagdo F508del tem uma
variabilidade grande entre diferentes regides geograficas e distintos
grupos étnicos. Na Europa, esta mutagdo apresenta um evidente
gradiente na sua frequéncia, variando de 100% em ilhas da Dinamarca a
24,5% na Turquia (BOBADILLA et al., 2002; FEREC ¢ CUTTING,
2012). Nas populagdes nativas da Africa e Asia a F508del esta ausente,
embora exista com uma frequéncia consideravel em populagdes mistas,
tais como os afro-americanos (BARTOSZEWSKI et al., 2010).

A mutacdo F508del consiste na delecdo de 3 pares de base
(CTT) no éxon 10, resultando na auséncia do aminoacido fenilalanina na
posicdo 508 da proteina CFTR (BIEGER et al., 2012; LUBAMBA et al.,
2012). Esta delecdo da fenilalanina impede a migragdo da proteina para
0 apice da membrana celular, mantendo-a retida no citoplasma celular,
no complexo de Golgi (CG) e no reticulo endoplasmatico (RE). A
auséncia da proteina na membrana celular proporciona um fenotipo
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grave da doenga, marcado por insuficiéncia pancreatica (FEREC e
CUTTING, 2012; BRODLIE et al., 2015).

Desde a identificagdo do gene CFTR, em 1989, quase 2.000
mutagdes ja foram descritas, segundo o site Cystic Fibrosis Mutation
Database, destas, a mutagdo F508del apresenta a maior frequéncia
mundial (66% dos casos) seguida das mutagdes G542X (2,4%), G551D
(1,6%), N1303K (1,3%) e W1282X (1,2%) (CFTR1, 2015).

Em estudo realizado nos EUA, além da alta frequéncia
observada da mutacdo F508del, presente em 75% dos casos, outras
mutagdes encontram-se presentes: G542X (3,4%), W1282X (3,1%),
G551D (2,4%), N1303K (1,8%), R117H (1,3%) e 3120+1G>A (1,2%)
(STROM et al., 2011). Segundo Bobadilla e colaboradores (2002), a
elevada frequéncia da mutagdo F508del pode ser atribuida a forte
origem européia da populagdo (BOBADILLA et al., 2002).

No entanto, no Brasil, a frequéncia da mutacdo F508del tem se
mostrado varidvel de estado para estado. Segundo Raskin e
colaboradores (1993) a frequéncia da mutacdo F508del foi de 49% no
Rio Grande do Sul, 27% em Santa Catarina, 44% no Parana, 52% em
Sdo Paulo e 53% em Minas Gerais (RASKIN et al., 1993). Em estudo
similar, conduzido no Rio de Janeiro, a frequéncia da mutagdo F508del
foi de 30,68% (CABELLO et al., 1999).

No Brasil ha uma frequéncia reduzida da mutagdo F508del em
comparagdo as taxas mundiais e aquelas registradas em paises europeus
e norte-americanos, provavelmente em decorréncia da maior
miscigenacdo racial e da existéncia de perfis mutacionais particulares
para as diferentes regides do pais (ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al.,
2005).

Neste contexto, ao longo dos anos pesquisas realizadas no Brasil,
nas regides sul e sudeste, mostraram as seguintes frequéncias
mutacionais: F508del (47%), G542X (5,5%), N1303K (2,6%), R553X
(0,8%) e G551D (0,2%) (RASKIN et al., 1993). Enquanto, no Estado do
Para, regido norte do Brasil, o perfil mutacional apresentou a seguinte
particularidade: F508del (22,7%) e G551D (3%) (ARAUJO et al,
2005), ressaltando que a frequéncia das mutagdes da FC, assim como
sua incidéncia, varia entre as diferentes regides e populagdes do Brasil
(OKAY et al., 2005).

Além destes perfis mutacionais peculiares de cada regido do
pais, estima-se que aproximadamente 73% dos alelos mutantes da FC
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permaneg¢am nao caracterizados indicando que outras mutagdes podem
estar envolvidas nestes perfis (CABELLO et al., 2003).

De acordo com a funcionalidade da proteina, as mutagdes do
gene CFTR, foram organizadas em sete classes, as quais associam a
gravidade da mutagdo em relagdo ao fenétipo do paciente (Tabela 1). As
mutagdes pertencentes as classes I, 11, III e VII sdo consideradas graves
e as das classes IV, V e VI moderadas (RATJEN, 2009; CULLING e
OGLE, 2010; BRODLIE et al., 2015; DE BOECK e AMARAL, 2016).

Classe I: pertencem a esta classe todas as mutagdes que
impedem a transcricio do gene CFTR em seu RNA mensageiro
(RNAm) completo. As mutagdes nonsense, frameshift e que alteram o
local de splicing sdo as mais encontradas nesta classe (FEREC e
CUTTING, 2012). A mutacdo mais frequente ¢ a G542X, que produz
um cédon de término da transcrigdo. Ocorre formagdo de transcritos
instaveis e ou proteinas aberrantes que sdo reconhecidas por proteinas
chaperonas no RE e rapidamente degradadas. Desta forma, ndo se
observa proteina CFTR ativa na membrana (VANKEERBERGHEN et
al., 2002; BELCHER e VIJ, 2010; CULLING e OGLE, 2010;
BRODLIE et al., 2015). Outras mutagdes pertencem a esta classe como
R1162X, R553X e W1282X (ROWE et al., 2005).

Classe II: as mutagdes que pertencem a esta classe estdo
associadas com um processamento anormal da proteina CFTR, pois
bloqueiam os eventos pelos quais a proteina se torna madura, impedindo
que esta chegue a membrana e assuma sua correta conformacio
(KREINDLER, 2010). As proteinas imaturas traduzidas ficam retidas no
RE e, portanto, ndo passam para o CG para serem glicosiladas, havendo
uma falha de proteinas funcionais na membrana. Estas proteinas
anormais saem diretamente do RE para o citosol para serem degradadas
no proteossoma (BRODLIE et al.,, 2015). Devido a auséncia de
proteinas na membrana, as mutagdes (F508del, N1303K e G85E) desta
classe estdo associadas a fendtipos de FC graves (BELCHER e VIJ,
2010; CULLING e OGLE, 2010).

Classe III: nesta classe as mutacdes causam uma regulagdo
anormal do canal de cloro, portanto, ocorre o amadurecimento e
posicionamento da proteina na membrana celular, mas ndo seu
funcionamento. As mutagdes interferem na fosforilagdo do dominio
regulatorio (R) e por consequéncia na hidrolise de ATP nos dominios de
ligagdo aos nucleotideos (NBD), necessarios para a ativagdo do canal
(ROGAN et al.,, 2011; BRODLIE et al.,, 2015). Nesta classe estdo
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incluidas as mutagdes G551D, G5518, G1244E e G1349D (CULLING e
OGLE, 2010).

Classe IV: as mutagOes associadas a esta classe incluem os
casos em que o gene codifica uma proteina CFTR que é corretamente
traduzida, processada, transportada e inserida na membrana apical e que
responde a estimulos, contudo, a condutancia de cloro é reduzida. Estas
mutagdes estdo localizadas nas regides correspondentes aos varios
segmentos transmembrana (MSD), alterando a condutancia e/ou as
propriedades de transporte do canal de cloro (BELCHER e VIJ, 2010;
BRODLIE et al., 2015). Assim, quando existe uma mutacdo desta
classe, hd uma diminui¢do do fluxo i6nico. Nesta classe se enquadram
as mutacdes R117H, R334W, R337P, G314E (KREINDLER, 2010;
FEREC e CUTTING, 2012).

Classe V: a proteina se encontra em quantidade reduzida, porém
ativa (VANKEERBERGHEN et al., 2002; BELCHER e VIJ, 2010).
Nesta classe se incluem mutagdes nas regides promotoras que reduzem a
transcri¢do, alteragdes de nucleotideos que promovem splicing
alternativo do transcrito da CFTR e substitui¢des de aminoacidos que
causam maturacdo protéica ineficiente (BRODLIE et al., 2015). Dentro
dessa classe, podem ser citadas as mutacdes A455E, P574H e
3849+10KbC>T (FEREC e CUTTING, 2012; BRODLIE et al., 2015).

Classe VI: inclui as mutagoes que diminuem a estabilidade da
proteina CFTR, tais como muta¢des nonsense ou frameshift que causam
a delecdo dos ultimos 70-98 pb da zona C-terminal da proteina e
mutacdes que afetam a regulagdo de outros canais (ZIELENSKI, 2000;
KREINDLER, 2010). As mutagdes desta classe sdo responsaveis pelo
turnover acelerado e precoce da proteina na superficie celular (ROWE et
al., 2005; BRODLIE et al., 2015). Pertence a esta classe as mutagdes
Q1412X e 4326delTC (CULLING e OGLE, 2010).

Atualmente se tem descrito a sétima classe de mutagdo que esta
associada a fenétipos graves da FC por causar auséncia do RNAm,
entretanto, os mecanismos que contribuem para a falta de RNAm e
consequentemente auséncia da proteina CFTR ainda ndo estdo
esclarecidos. A CFTR del2,3 (21 kb) e a 1717-1G>A sdo exemplos de
mutagdes de classe VII (DE BOECK e AMARAL, 2016).
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Tabela 1. Categorias e classes de mutagdes do gene CFTR.

Classe . . Efeito na Exemplo
d Efeito na via - .
a metabélica proteina de Mecanismo
mutacao CFTR mutacdes
Mutagao
N oroteina GSX | i
I CFTR na De,felto na R1162X frameshift
membran sintese R553X o siti
embrana W1282X ou em sitio
apical de
splicing
Mutagdes de
Ausenc,la de I?efelto no F508del sentido
proteina trafego até a trocado ou
N1303K ~
1 CFTR na membrana ou X delecdo
3905insT
membrana | processamento de
. G85E Lo
apical anormal aminoacidos
Proteina
CFTR em
quantidade ~
normal na Defeito na G351D Mutagdes de
I membrana regulacdo R333G sentido
. guiag R560T trocado
apical,
porém nao
funcional
Proteina
CFTR em
quantidade
normal na Reducio na R334W
v membrana coen(;ftézcia R117H
apical, R347P
porém
parcialmente

funcional
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Proteina 2789 Mutagoes de
CFTR em 15G/A sentido
quantidade Reducdo na trocado ou
\ . , . IVS8-5T e
reduzida na | sintese/trafego A455E em sitio
membrana de splicing
apical
Proteina
reggr};}:na 4326delTC Mutacoes
VI Izn embrana Reducdo da 4279ins A | em sentido
apical estabilidade Q1412X ou
piea’, frameshift
porém
instavel
Auséncia de CFTR
proteina A dele2,3 (21
Vil CFTR na Auﬁ?ﬁide kb)
membrana 1717-
apical 1G>A

Fonte: Adaptado de CULLING e OGLE, 2010; DE BOECK ¢ AMARAL, 2016.

2.4 CORRELACAO ENTRE GENOTIPO E FENOTIPO

A FC ¢ uma doenca altamente heterogénea, com uma
consideravel variabilidade na gravidade e velocidade de progressdo nos
diferentes orgdos. Apesar da classificacdo das mutagdes fornecerem
informacdes acerca da gravidade da mutagdo, ndo podem ser
consideradas como o unico fator para previsdo de prognostico
(CASTELLANI et al., 2009). A grande variabilidade clinica associada a
presenga de heterozigotos compostos dificulta o estabelecimento da
correlagdo entre gendtipo e fendtipo (FAUCZ et al., 2007).

Dentre as varias manifestagdes clinicas, a fungdo pancreatica
demonstra a maior correlagdo com as caracteristicas genotipicas
(MOSKOWITZ et al., 2008; BRENNAN ¢ SCHRIJVER, 2016). Em
geral, pacientes com insuficiéncia pancredtica sdo homozigotos ou
heterozigotos compostos para duas mutacdes graves (classes I, II e III)
(SLIEKER et al., 2005). Enquanto, pacientes com uma ou duas
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mutagdes das classes IV, V e VI (mutagdes moderadas) tém funcio
pancreatica suficiente (RATJEN et al., 2009).

Além da insuficiéncia pancredtica, os pacientes homozigoticos
ou heterozigdticos compostos para mutagdes graves tendem a apresentar
elevada frequéncia de ileo meconial, mortalidade prematura,
deterioragdo precoce e grave da fung@o respiratoria, maior incidéncia de
desnutricao, doenca hepatica grave, altos niveis de cloro no suor e
infertilidade masculina. Ao passo que individuos portadores de pelo
menos uma mutagdo moderada, apresentam geralmente, doenga
pulmonar moderada, baixos niveis de cloro no suor, diagnostico tardio e
expectativa de vida maior (MCKONE et al.,, 2006; ROWNTREE e
HARRIS, 2003; BRENNAN ¢ SCHRIJVER, 2016). Normalmente, as
mutagdes moderadas sdo fenotipicamente dominantes quando ocorrem
em combina¢do com as mutacdes graves, favorecendo um quadro
clinico mais brando (CASTELLANI et al., 2008).

Em estudo realizado na Holanda observou-se que doentes
heterozigoticos nos quais foram evidenciadas mutagdes F508del/A455E
apresentavam uma melhor fun¢do pulmonar que os pacientes
homozigéticos F508del/F508del. Estes resultados mostraram que a
mutacdo A455E (classe V) causa uma forma de doenga pulmonar menos
severa que a mutagdo F508del (WELSH e SMITH, 1993). Entretanto,
foi observado que existem pacientes homozigdticos para F508del que
apresentam insuficiéncia pancreatica e outros que apresentam um
funcionamente normal (KRISTIDIS et al., 1992).

A heterogeneidade fenotipica da FC, observada em individuos
com genotipos semelhantes, sugere que existem mais fatores envolvidos
na determinac¢do do fendtipo que vai além do fator genotipo CFTR,
como por exemplo, fatores ambientais (estado socioecondmico, tabaco,
outros poluentes e exposi¢cdes infecciosas) e outros modificadores
genéticos (GRAVINA et al., 2015).

Estudos demonstraram que genes envolvidos no processo da
inflamagdo, atuam como modificadores da doenga pulmonar na FC
(ROWNTREE e HARRIS, 2003). Neste sentido, Coutinho et al. (2014)
verificaram associa¢do entre gene tumour necrosis factor o (TNF-a)
com a doenga pulmonar grave, Arkwright et al. (2000) encontraram
relacdo entre o gene transforming growth factor 1 (TGF- 1) com o
rapido declinio da fun¢do pulmonar e Rowntree e Harris (2003) também
verificaram que variantes alélicas do gene mannose-binding lectin 2
(MBL2) estdo relacionadas com a gravidade da doenga pulmonar na FC.
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2.5 TERAPIAS ESPECIFICAS DE MUTACAO

Os tratamentos atualmente disponiveis, como os mucoliticos,
antimicrobianos na forma inalatéria e antinflamatorios sistémicos tem
aumentado a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes
fibrocisticos. No entanto, ndo tratam do defeito basico, ou seja, a
auséncia da proteina CFTR funcional (SLOANE e ROWE, 2010).

Neste sentido, novos medicamentos prometem dar suporte
complementar as terapias disponiveis, agindo na modulagdo da proteina
CFTR através do tipo de mutagdo (BRENNAN e SCHRIJVER, 2016).

Dentre os novos farmacos disponiveis estd o Ataluren,
anteriormente chamado de PTC124, age principalmente nas mutagdes de
classe I. Este firmaco permite a leitura do RNA mensageiro pelo
ribossoma, que ndo identifica as mutagdes, levando a formacao de uma
proteina funcional com troca de apenas um aminoacido (RATIJEN,
2009). Segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF), 2015, o Ataluren
vem apresentando resultados promissores na modulagdo da CFTR do
epitélio respiratorio de adultos e criangas, entretanto, ¢ um fairmaco que
ainda se encontra em fase trés de estudo clinico (FLUME e VAN
DEVANTER, 2012; CFF, 2015).

Outra estratégia terapéutica que estd sendo utilizada com éxito
na modulag@o da proteina CFTR ¢ o VX-770 ou ivacaftor. Este farmaco
aumenta o tempo de fosforilagdo dos canais CFTR defeituosos
(mutagdes de classe I1I) permitindo que permane¢am abertos, com isso 0
fluxo de cloro e bicarbonato aumentam através das membranas apicais
(ERLINGER, 2011). Ensaios clinicos de fase trés com o ivacaftor em
pacientes adultos e pediatricos, que apresentavam a mutagdo G551D,
mostraram melhora expressiva nas fun¢des pulmonares e em outros
sintomas da FC, incluindo aumento de massa corporal e redugdo nas
taxas de exacerbacdo pulmonar (FLUME e VAN DEVANTER, 2012;
BRODLIE et al., 2015; EGAN, 2016). Com base nestes resultados, o
ivacaftor foi primeiramente aprovado em 2012 para uso em adultos e
criangas acima de 6 anos com a mutagdo G551D. Em decorréncia dos
bons resultados obtidos, em margo de 2015 a Food and Drug
Administration (FDA) também aprovou o uso do ivacaftor no tratamento
de criangas de 2 a 5 anos de idade e com outras mutagdes relacionadas:
G178R, S549N, S549R, G5518S, G1244E, S1251N, S1255P, G1349D ¢
R117H (CFF, 2015).



40

Além dos farmacos citados, o lumacaftor, também conhecido
como VX-809, é outra opgdo terapéutica que tenta resgatar a atividade
da proteina CFTR. O objetivo deste farmaco ¢ facilitar o movimento da
proteina mutante CFTR (mutac¢des de classe 1I), permitindo-lhe escapar
da degradacdo pelo reticulo endoplasmatico e encaminhando-a para a
superficie da célula (BRODLIE et al., 2015). Ensaios clinicos de fase
trés com o lumacaftor em combinagdo com o ivacaftor, em pacientes
homozigotos para F508del, mostraram melhora significativa nas fungdes
pulmonares e em outros sintomas da FC (EGAN, 2016).

Mesmo com estes progressos na terapéutica da FC, poucos
ensaios clinicos se destinam a corrigir o defeito basico, refletindo o
baixo impacto que estas abordagens ainda t€ém na clinica (CFF, 2015;
BRENNAN e SCHRIJVER, 2016). Entretanto, as mais recentes terapias
dirigidas para a correcdo do defeito basico, que estdo em fase de teste,
dependem do conhecimento prévio da mutagdo responsavel e
representam um marco para o tratamento efetivo da FC e outras doencas
genéticas (BRODLIE et al., 2015; EGAN, 2016). Neste sentido, o mape-
amento das mutacdes proprias de cada populagdo permitird aos
pesquisadores investigarem terapias personalizadas, proporcionando aos
acometidos melhor qualidade de vida (CABELLO et al., 2003; DOULL,
2016).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico de FC deve ser estabelecido rapidamente de forma
a providenciar aconselhamento genético e tratamento apropriado aos
doentes. A FC ¢ diagnosticada na presenca de pelo menos um achado
clinico (como doenca sinusopulmonar cronica, manifestagdes
gastrointestinais e nutricionais, sindromes perdedoras de sal e
anormalidades urogenitais), historia familiar de FC (que ocorre em cerca
de 20% dos casos) ou teste de triagem neonatal alterado, acompanhado
de evidéncia laboratorial de disfungdo da proteina CFTR (teste do suor
alterado) ou pela identificacdo de duas mutagdes causadoras de FC
(DALCIN e ABREU, 2008; FARRELL et al., 2008).

Conforme estabelecido pelo Ministério da Satide (portaria 822 de
06/06/2001), através do Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN), Santa Catarina ficou apta para detectar mutagdes no gene
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CFTR. Os individuos que apresentam IRT positivo e teste de suor
alterado sdo encaminhados para a investigacdo molecular da mutacao
F508del no gene CFTR, conforme fluxograma 1 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004).

IRT ALTERADO
Triagem - I 3
Neonatal NOVA COLETA:

IRT ALTERADO
\_ )
TESTE DO
SUOR
ALTERADO
Testes N\ o

Confirmatoérios

ANALISE DE
DNA: F508del

Fluxograma 1. Investigagdo molecular da mutagdo F508del no gene
CFTR apo6s Triagem Neonatal positiva.
Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2004.

2.6.1 Triagem Neonatal

Com a ampliagdo das doengas pesquisadas pelo PNTN em 2001,
a FC passou a ser rastreada, no Brasil, pelo “teste do pezinho”, através
da dosagem do IRT (NUNES et al., 2013). O Estado do Parana foi
pioneiro na realizagdo da triagem neonatal para FC (2001), seguido por
Santa Catarina (2002) e Minas Gerais (2003) (SANTOS et al., 2005;
PERONE et al., 2010).

A dosagem do IRT deve ser realizada na primeira semana de
vida dos neonatos com FC, pois avalia a integridade da fungéo
pancreatica. O IRT ¢ um precursor da enzima pancreatica, cuja
concentracdo sérica nos fibrocisticos atinge niveis entre 5 a 10 vezes os
valores normais. O aumento desta enzima na circulagdo é ocasionado
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pela fibrose pancreatica, que a maioria dos recém-nascidos apresenta no
periodo intrauterino, levando a um refluxo das enzimas pancreaticas
para a circulagdo e aumento dos niveis de IRT (NUNES et al., 2013;
BREWINGTON e CLANCY, 2016).

A interpretagdo do resultado do IRT para FC na triagem neonatal
no Estado de Santa Catarina ¢ estabelecida com ponto de corte de 70
ng/ml em sangue total (NUNES et al., 2013). Portanto, a presenca de
niveis elevados de IRT em um primeiro exame indica que ¢ necessario
um segundo teste para confirmag@o. Este segundo exame deve ser
realizado em até 30 dias de vida do recém-nascido. Apos este periodo, o
IRT tende a baixar sua concentracdo e normalizar, dificultando a
suspeita e o diagnodstico da FC (CABELLO et al., 2003; SANTOS et al.,
2005; FARREL et al., 2008; DALCIN e ABREU, 2008).

Um dos problemas relacionados com a utilizagdo da dosagem de
IRT ¢ a falta de consenso relativamente ao valor normal. O nimero de
falsos negativos depende do ponto de corte escolhido. Se o ponto de
corte do IRT for elevado, existe um risco aumentado de ocorrer
resultados falsos negativos. Pelo contrario, com um valor limite baixo,
maior € o risco de existir falsos positivos (PARAD ¢ COMEAU, 2003).
O valor de 70 ng/ml correspondente ao percentil 99,8 estabelecido por
Hammond et al. (1991) e confere ao teste sensibilidade de
aproximadamente 90% e uma especificidade de 98% (HAMMOND et
al., 1991; SANTOS et al., 2005). Entretanto, a especificidade deste
exame pode se apresentar baixa, variando de 32 a 74%, dependendo dos
pontos de corte estipulados pelos laboratérios (FOLESCU e COHEN,
2011).

Além da FC, outras condigdes fisiologicas ou médicas estdo
relacionadas com o aumento do IRT no periodo neonatal como as
trissomias 13 e 18, a agenesia de ductos pancreaticos, as infecgdes
congénitas, a obstrucdo intestinal e os casos de diabetes (SANTOS et
al., 2005; CASTELLANI et al., 2009). Baseado nestes aspectos, as taxas
de falso-positivos obtidas na dosagem do IRT tém se mostrado elevadas
com valores entre 5 ¢ 10% (SOUZA et al., 2002). Entretanto, a repeticao
do exame nos primeiros 30 dias de vida da crianca reduz o nimero de
falso-positivos em torno de 90% (SANTOS et al., 2005). Por outro lado,
os falso-negativos estdo associados a coleta tardia, visto que os valores
de IRT tendem a declinar apds a terceira semana de vida, mesmo em
criangas afetadas. Nestes casos, as taxas de falso-negativos obtidas na
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dosagem do IRT se encontram em torno de 20% (SOUZA et al., 2002;
CABELLO et al., 2003).

O IRT esta aumentado mesmo em criangas com mutagdes
pertencentes as classes IV ou V e associadas a suficiéncia pancreatica
(O’SULLIVAN e FREEDMAN, 2009). Neste sentido, em alguns paises
a estratégia de rastreio neonatal pode apresentar duas fases (Figura 4):
na primeira, realiza-se o IRT numa amostra de sangue seco; na segunda,
repete-se 0 IRT numa amostra de sangue fresco recolhido apds 1-2
semanas de idade (IRT/IRT), ou realiza-se um teste de DNA para a
mutagdo F508del ou multiplas mutagdes (IRT/DNA) (MOSKOWITZ et
al., 2008; CULLING e OGLE, 2010). Entretanto, o rastreio IRT/DNA
sugere uma melhor sensibilidade que o algoritmo IRT/IRT por
possibilitar a obtengdo de wum resultado especifico com o
reconhecimento das muta¢des do gene CFTR (SOUTHERN et al.,
2007).

Em paises desenvolvidos como o Canadd, que utiliza a estratégia
de rastreio neonatal IRT/DNA, aproximadamente 59% dos pacientes
fibrocisticos sdo diagnosticados no primeiro ano de vida e 67% até os 2
anos de idade (CANADIAN CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION,
2016). Enquanto, no Brasil aproximadamente 56% dos casos sao
diagnosticados até o primeiro ano de vida e 61% até os 2 anos de idade
(REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014), mostrando a grande
contribuicdo da triagem neonatal baseada no algoritmo IRT/IRT para a
detecgdo da FC. Neste contexto, em 2014, segundo o Registro Brasileiro
de FC, 70% do total de casos de FC foram diagnosticados por triagem
neonatal.
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IRT/IRT IRT/DNA
IRT IRT
(1-3 dias) (1-3 dias)
=guteff ~ =eutoff
g {/
v v
Repetir IRT
(2 semanas) Anslise de DA
-~ routoff 1 ou 2 mutagdes
e //_ -
v v
Teste do suer Teste do suor

Figura 4. Estratégias utilizadas para o rastreio neonatal — IRT/IRT e
IRT/DNA
Fonte: Adaptado de KLOOSTERBOER et al., 2009.

Desta forma, a deteccdo precoce da FC, proporcionado pela
triagem neonatal ¢ importante para a profilaxia das infec¢des
pulmonares nos recém-nascidos, para a reposicdo das enzimas
pancreaticas, crescimento normal, diminuicdo das complicagdes
resultantes da doenca e para o aumento da expectativa de vida
(BREWINGTON e CLANCY, 2016). No entanto, a triagem neonatal ¢
um método de rastreamento da doenga e ndo de diagnostico. Nos casos
positivos, os recém-nascidos sdo encaminhados para realizar exame
confirmatério (teste do suor) (RATJEN e DORING, 2003;
ROSENFELD et al., 2016).

2.6.2 Teste do Suor

O teste confirmatoério de FC, padrdo ouro no Brasil, ¢ o teste do
suor com precisao superior a 90%. O teste do suor raramente ¢ normal
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em pacientes homozigotos para o gene da FC (DOMINGOS et al.,
2015). Este teste ¢ uma analise quantitativa de eletrdlitos no suor e
mantém-se como a chave de investigacdo que sustenta o diagndstico de
FC. As indicagdes para o teste do suor incluem: fenotipo sugestivo de
FC, historia familiar e seguimento de alguns testes de rastreio
populacional (GREEN e KIRK, 2007).

Embora varias técnicas tenham sido criadas para a coleta e
medicao de eletrolitos do suor, o método mais confiavel é baseado na
estimulagdo por iontoforese pela pilocarpina, também denominada de
método classico de Gibson e¢ Cooke (REIS e DAMACENO, 1998).
Entretanto, ¢ uma técnica laboriosa que requer a determinagdo do peso
exato do suor através de balanca analitica e o cuidado para evitar a
evaporacdo do mesmo durante a coleta, além da amostra de suor
necessitar ser submetida a andlise bioquimica dos eletrolitos, técnica
também relativamente complexa. Por esse método, deve-se colher um
minimo de 50 mg de suor (idealmente > 75 mg) para se obter um
resultado acurado (MATTAR et al., 2010). A incidéncia de erros, neste
procedimento, estd entre 10 e 15% com maior porcentagem de falso-
positivos, mas também de falso-negativos (BARRETO e PEREIRA,
2004).

A maioria dos erros € atribuida a profissionais inexperientes e
sem treinamento especializado na coleta e analise do suor, no entanto,
algumas falhas que ocorrem no teste do suor podem ser ocasionadas por
problemas fisioldgicos ou patologias de outra natureza, resultando tanto
em falso-positivos quanto falso-negativos (BEAUCHAMP e LANDS,
2005; LEGRYS et al., 2007; MASTELLA, 2010).

Neste sentido, o teste do suor pode ser falso-positivo na
insuficiéncia  adrenal ndo  tratada, displasia  ectodérmica,
hipoparatireoidismo, hipotireoidismo, diabetes insipido nefrogénico,
deficiéncia de glicose 6-fosfatase, sindrome nefrotica, doenga de Von
Gierke, fucosidose, colestase familiar, pseudo-hipoaldosteronismo,
mucopolissacaridose, pan-hipopituitarismo. Bem como pode se
apresentar falso-negativo nos seguintes casos: em lactentes com
hipoproteinemia, edema e que fazem uso de mineralocorticoides, coleta
e analise de quantidade insuficiente de suor e outros problemas técnicos
(LEIGH, 2004; BEAUCHAMP e LANDS, 2005).

Quanto aos valores de referéncia do método, o resultado é
positivo quando a concentracdo de cloro é maior que 60 mEq/l. Os
niveis considerados normais sdo abaixo de 30mEq/l e limitrofes estdo
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entre 31 ¢ 59 mEq/l. Pela gravidade da doenca e pelo prognéstico
reservado da mesma, o diagndstico de FC somente podera ser
confirmado com dois testes positivos, realizados em momentos distintos
(FARRELL et al, 2008; FARRELL et al., 2017).

Com base nestes fatos, qualquer um dos critérios clinicos, se
acompanhado por niveis de cloro no suor acima de 60 mEq/l, seria
suficiente para confirmar o diagnostico de FC. Porém, por motivos
técnicos, o teste ¢ usualmente realizado somente apds o segundo més de
vida do recém-nascido, mesmo quando ha forte suspeita clinica
(BARRETO e PEREIRA, 2004; MASTELLA, 2010). Por isso, apesar
da urgéncia do resultado, o diagndstico do neonato ndo pode ser
confirmado neste periodo (MATTAR et al., 2010).

Em 97 a 98% dos pacientes fibrocisticos o teste do suor ¢
patolégico, entretanto, 4 a 5% pode apresentar niveis limitrofes entre 40
e 60 mEq/l ou normais, o que também dificulta o diagnostico e acaba
em interpretacdes incorretas (BARRETO e PEREIRA, 2004). Neste
aspecto, ¢ importante ressaltar que o teste do suor normal ou limitrofe
ndo exclui o diagnostico de formas atipicas de FC e, por isso devera ser
confirmado em outras técnicas (RIBEIRO et al, 2002).

Diante do exposto, presume-se que a taxa de subdiagndstico de
FC no Brasil ¢ alta, e isso decorre, em parte, da complexidade que
envolve a realizagdo do teste do suor, da pouca quantidade de
profissionais especializados para tal realizagcdo no nosso meio e também
da auséncia de equipamentos para a realizacdo adequada do teste
(MATTAR et al., 2010).

2.6.3  Analise Molecular

A andlise molecular pode ser realizada por métodos de analise
direta do gene CFTR, através da deteccdo de mutacdes causadoras de
FC. Uma grande variedade de técnicas ¢é utilizada para a identificagdo de
variagdes na sequéncia do gene CFTR, ndo havendo um padrio
estabelecido (DEQUEKER et al., 2009).

Os kits comerciais disponiveis permitem detectar as mutacdes
causadoras de FC mais frequentes na populagdo caucasiana (DE
BOECK et al., 2005). A maioria destas muta¢des ¢ recomendada pelo
American College of Medical Genetics (ACMG) e pelo American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG), sendo as outras
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especificas de determinadas populagdes. Neste contexto, os Kkits
comerciais apresentam alta especificidade, porém baixa sensibilidade
em decorréncia do grande nimero de mutagdes conhecidas, (RIBEIRO
et al., 2002; DALCIN e ABREU, 2008; FARREL et al., 2008;
CASTELLANI et al., 2008).

No caso de nenhuma ou apenas uma mutacdo ser detectada
através do kit comercial, pode recorrer-se a um estudo molecular
completo do gene CFTR. Normalmente, o sequenciamento completo do
gene permite a analise da regido promotora e de todos os éxons e regides
intronicas flanqueadoras. Adicionalmente, pode ser também realizada a
pesquisa de rearranjos do gene CFTR, como grandes delegdes, insercdes
ou duplicagdes, pela técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) ¢ QF-PCR (Quantitative Fluorescent multiplex
PCR) (DE BOECK et al., 2005; DEQUEKER et al., 2009; CULLING e
OGLE, 2010).

Além das técnicas anteriormente descritas, outras podem ser
utlizadas na detec¢do das mutagdes presentes no gene CFTR como a
analise de polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP), a
analise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢dao
(RFLP), hibridizacdo de oligonucleotideos alelo-especificos (ASO),
sistema de mutagdo refrataria a amplificacdo (ARMS-PCR), eletroforese
em gel com gradiente de desnaturagdo (DGGE), cromatografia liquida
desnaturante de alta performance ({HPLC) e sistemas de PCR em tempo
real usando sondas para hibridizagdo (DEQUEKER et al., 2009).

Face o acima exposto e em conformidade com Culling e Ogle
(2010), haja vista o amplo conjunto de técnicas utilizadas para
identificar as variagdes nas sequéncias do gene CFTR, ndo existe um
padrdo-ouro para o teste de rotina.

Dentro deste cenario, a analise de mutacdes tem se mostrado
muito util para esclarecer casos de FC atipica, que podem apresentar
resultados de teste do suor inconclusivo ou normais (ROSENSTEIN,
2003; FOLESCU e COHEN, 2011). Neste sentido, alguns estudos
mostraram associacdo das mutagdes RI117H, PSL, DI1152H e
polimorfirmos com concentracdes de cloro no suor normal ou
borderline (NOOIJER et al., 2011; SPICUZZA et al., 2012; TERLIZZI
et al., 2015). Além disso, ¢ uma técnica que possibilita o diagnostico
molecular precoce nos pacientes fibrocisticos e possui valor progndstico
e epidemioldgico, identificando portadores de alelos para FC e
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permitindo a documentacdo de mutacdes raras no gene CFTR (LYON e
MILLER, 2003).

Em alguns paises, onde o diagnostico molecular faz parte dos
exames dos programas de triagem neonatal, esta estratégia diagnodstica
tem se mostrado significativa para melhorar a qualidade de vida e,
consequentemente, a sobrevida dos pacientes fibrocisticos (FOLESCU e
COHEN, 2011). Nos EUA, por exemplo, o teste genético ¢ menos
oneroso do que o teste do suor e como a mutacao mais frequente no pais
¢ a F508del, o teste molecular costuma ser a primeira opcdo de
diagnéstico (BREDEMEIER, 2005). Além disso, em paises
desenvolvidos € comum a utilizag@o de kits diagndsticos desenvolvidos
a partir das mutagdes mais frequentes nos paises de origem, como, por
exemplo, o kit Elucigene (Tepnel Diagnostics Ltda.), que detecta
simultaneamente at¢ 50 mutacdes frequentes em diferentes paises
europeus (FRENTESCU et al., 2008).

Entretanto, no Brasil a analise de DNA é uma das alternativas
menos escolhida para o diagndstico da FC, dado seu alto custo, o grande
nimero de mutacdes envolvidas e os poucos centros capacitados em
realiza-la (BREDEMEIER, 2005; FOLESCU e COHEN, 2011).
Ademais, a sensibilidade da genotipagem para FC depende inteiramente
do nimeo de mutagdes testadas ¢ da etnia dos individuos testados
(CABELLO et al, 2011; SARAIVA-PEREIRA et al, 2011).
Geralmente a reduzida sensibilidade ¢ em decorréncia do numero de
mutagdes conhecidas e da miscigenagdo racial, uma vez que as
mutagdes causadoras da FC em paises desenvolvidos ndo sdo as mesmas
encontradas no Brasil (CABELLO et al., 2003; FAUCZ et al., 2010).

Contudo, mesmo com a futura melhora da sensibilidade dos
testes genéticos, uma grande parcela dos pacientes com FC sera portador
de uma mutagdo ndo identificada (REIS e DAMACENO, 1998). Em
funcdo disso é aconselhavel que seja analisado o maior nimero de
mutagdes disponiveis, levando-se em conta o perfil mutacional de cada
populagdo (CABELLO et al., 2003; FOLESCU ¢ COHEN, 2011).

No Brasil, o programa nacional de triagem neonatal contempla o
diagndstico precoce para FC com a dosagem do IRT, o teste do suor ¢ a
pesquisa de uma uUnica mutacdo genética, no caso, a F508del
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Neste sentido, é necessario um
processo diagndstico estruturado, com uma triagem molecular mais
detalhada, incluindo mutacdes além da F508del, para validar ou excluir
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o diagnostico (KIEHL, 2010; CABELLO et al.,, 2011; SARAIVA-
PEREIRA et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO

Atualmente o diagnostico, manejo e tratamento de pacientes
fibrocisticos sdo voltados para os avangos genéticos. Hoje em dia sabe-
se que a utilizagdo de estratégias baseadas na analise de diferentes
mutagdes do gene CFTR e o conhecimento do perfil mutacional,
variavel em populagdes étnicas e geograficamente diferentes, permite 1)
aumentar a acuidade do diagnéstico, melhorando o valor preditivo dos
programas de rastreio; ii) correlacionar o genotipo-fenotipo,
possibilitando prever como evoluirda a doenga, facilitando estratégias
para o controle das manifestacdes clinicas futuras e iii) utilizar
tratamentos especificos e mais efetivos em funcdo da disfuncdo genética
responsavel pela doenga, uma vez que ja existem no mercado
tratamentos especificos para certas mutagdes, além de outras terapias
genéticas em fase de desenvolvimento.

Neste sentido, o conhecimento do perfil mutacional da
populagdo de Santa Catarina é crucial para o desenho e aplicagdo de
qualquer nova estratégia em prol de avangos diagndsticos e terapéuticos
para as criangas e jovens catarinenses afetados pela doenca. Todavia,
diante da auséncia de estudos moleculares prévios, ha total
desconhecimento do perfil mutacional do gene CFTR no Estado,
impossibilitando implementar ou melhorar quaisquer estratégias
baseadas na relagdo genotipo-fenotipo.

Frente ao exposto, justifica-se a urgente necessidade de
determinar a frequéncia das muta¢des do gene CFTR e conhecer o perfil
genético de Santa Catarina. Além disso, o projeto se diferencia por sua
relevante caracteristica de inovagdo cientifica e seu desenvolvimento
propiciara dados de extrema importancia para o seguimento de
diferentes linhas de pesquisa, uma voltada a desenvolver novas
tecnologias para testes diagndsticos e a outra para o desenvolvimento de
novas estratégias de manejo ambulatorial e tratamento mais apropriadas.

Ademais, com o conhecimento do painel de mutagdes
caracteristicas da populacdo de Santa Catarina, estratégias de
diagnostico e tratamento especificos poderdo comegar a ser aplicadas.
Isto colocaria o Estado de Santa Catarina ao lado de paises
desenvolvidos, onde tais estratégias ja estdo bem determinadas e sdo
rotineiramente utilizadas. E importante destacar que os resultados deste
estudo terdo consequéncias praticas, de aplicacdes clinicas imediatas, ja
que os dados a serem obtidos irdo proporcionar a equipe multidisciplinar



52

de FC do Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG) informagdes
essenciais para: i) adequar o acompanhamento multidisciplinar dos
pacientes incluidos neste estudo, uma vez que através da informacdo
genotipica e sua correlagdo com o fenotipo sera possivel antecipar
estratégias voltadas a adiar e controlar as complica¢des decorrentes da
doenga; e ii) possibilitar aos clinicos optarem por terapias
personalizadas, uma vez que ja existe no mercado internacional
tratamentos especifico para certas mutagoes.
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4 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
e Determinar o perfil mutacional do gene CFTR na populaggo de
Santa Catarina;

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizagdo da frequéncia das mutagdes do gene CFTR
identificadas no Estado de Santa Catarina;

e Padronizar e validar protocolos de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) do tipo Allele Specific Oligonucleotide
(ASO) para a deteccdo individual das mutagdes: F508del,
G542X, R334W, R1162X, N1303K ¢ 3120+1G>A;

e Identificar muta¢des conhecidas e/ou mutag¢des raras e/ou novas
mutagdes (ndo descritas) do gene CFTR por sequenciamento.
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5 MATERIAL E METODOS
51 ASPECTOS ETICOS

O projeto intitulado "Desenvolvimento de um kit diagnostico de
Fibrose Cistica" foi submetido ao Comité de Etica do HIIG de
Floriandépolis e aprovado em 11 de setembro de 2014 (CONEP
789.932/2014), conforme parecer anexo 1.

52 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Trata-se de um estudo prospectivo com coleta de dados
retrospectiva de 113 pacientes com achados clinicos de FC, atendidos no
HIJG de Floriandpolis no periodo de 2002 a 2016. Optou-se por realizar
o estudo neste hospital por ser um Centro de Referéncia em FC, que
recebe pacientes encaminhados de servigos publicos e particulares de
todo o Estado de Santa Catarina.

Em relacdo a coleta de dados retrospectiva, que compde a
primeira parte desta pesquisa (Fluxograma 2), foram realizados 3
estudos a partir da analise dos prontudrios dos 113 pacientes. No
primeiro estudo, realizado com 94 dos 113 pacientes avaliamos a
prevaléncia da mutacdo F508del em Santa Catarina e a necessidade de
se ampliar a triagem molecular para auxiliar na confirmagao ou exclusdo
do diagnoéstico de FC. Este primeiro estudo resultou em um artigo, que
foi publicado em revista internacional (anexo 2). Em um segundo estudo
foi realizado um levantamento de todas as mutacdes encontradas no
gene CFTR dos 113 pacientes. No terceiro estudo avaliamos o
rastreamento molecular realizado e o resultado do estudo genético dos
pacientes.

Com base no segundo estudo restrospectivo foi realizado,
inicialmente uma padronizagdo e valida¢do de protocolos de singleplex
PCRs-ASO para a detecgdo individual das mutagdes de maior
frequéncia alélica, utilizando-se de amostras controles positivas para as
mutagdes selecionadas. Posteriormente, 27 pacientes aceitaram
participar do estudo prospectivo, sendo que 21 foram submetidos a
detecgdo molecular por PCR-ASO das mutagdes de maior frequéncia
alélica encontradas no segundo estudo retrospectivo e 6 foram
submetidos ao sequenciamento de Nova Geragdo para a investigacao de
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mutagdes raras e/ou novas mutacdes (ndo descritas) do gene CFTR
(Fluxograma 3).

Inicialmente, os pacientes ou seus responsaveis legais foram
esclarecidos quanto ao objetivo da pesquisa, forma de condugdo (sigilo e
privacidade), os métodos aplicados e os beneficios que o projeto poderia
trazer. Apos os esclarecimentos foram convidados a participar da
pesquisa, e, havendo interesse, foi solicitada a confirmagdo da
participacdo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

Apds o consentimento por escrito dos responsaveis legais, uma
aliquota de 2 mL de sangue periférico foi coletada em tubo a vacuo com
EDTA. Estas amostras de sangue foram encaminhadas para o
Laboratorio DNAnalises em Florianopolis/SC, seguindo as normativas
de transporte de amostras bioldgicas estipuladas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para extragdo do DNA gendmico e,
posteriormente, realizagdo da PCR-ASO. Para a realizacdo do
sequenciamento, amostras de DNA gendémico foram encaminhadas em
gelo seco para a Unidade de Analises Moleculares ¢ de Proteinas
(Centro de Pesquisa Experimental) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre/RS.
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5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Foram incluidos no estudo pacientes com achados clinicos de
FC, com confirmag@o pelo teste do suor;

e A participacdo no estudo somente foi aceita posteriormente a
assinatura do TCLE pelo responsavel legal.

5.4 CRITERIO DE EXCLUSAO

e Foram excluidos do estudo pacientes, cujos responsaveis legais
ndo aceitaram participar ou assinar o TCLE.

55 CASUISTICA

5.5.1 Populacdo do Estudo Prospectivo

O grupo de participantes foi composto por 27 pacientes
acompanhados pela equipe multidisciplinar de FC do HIJG, que
previamente foram submetidos a dosagem do IRT no LACEN/SC, e ao
teste do suor pela equipe de FC do HIJG. Além disso, os pacientes
apresentavam caracteristicas clinicas da doenga. Os pacientes que
compuseram a populagdo de estudo eram provenientes de diferentes
regides do Estado de Santa Catarina e possuiam diferentes origens
étnicas, entre eles descendentes de portugueses, alemaes, italianos, e
outras origens.

5.5.2  Grupo Controle

Dois grupos controles foram utilizados neste estudo. O primeiro
grupo sem FC, constituido de 2 doadores de sangue sadios, forneceu
uma grande quantidade de DNA sem as mutacdes F508del, G542X,
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A e, portanto, foram utilizados
como controles negativos das reagdes. Também foram utilizados
controles negativos, sem adi¢do de DNA.
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O segundo grupo controle foi composto de 10 pacientes com FC
que apresentaram as mutacdes em questdo (F508del, G542X, R334W,
R1162X, N1303K e 3120+1G>A) e, portanto, foram convidados a
participar da pesquisa como controles positivos.

O DNA obtido dos doadores de sangue sadios e dos pacientes
convidados nos permitiu fazer os testes necessarios a padronizagao da
PCR tipo ASO e serviu de controle para todo o estudo.

5.6 ANALISE DAS AMOSTRAS
5.6.1 Extracdo do DNA

O isolamento do DNA das amostras de sangue venoso foi
realizado utilizando o Kit de extra¢do por coluna (Ludwig Biotec®) e
seguindo instrugdes do fabricante. Cerca de 200uL de sangue com
anticoagulante EDTA foram adicionados a microtubos de 1,5mL
contendo 20uL de proteinase K 20mg/mL (Ludwig Biotec), para a
eliminacdo inicial de proteinas. Em seguida, foram adicionados 200uL
de tampao CB (tampao do kit Ludwig Biotec®) para promover a lise das
hemadcias e lavagem da amostra, agitados por 30 segundos em vortex e
incubados por 10 minutos em termobloco a 70°C. Apods a incubagdo
foram acrescentados 100pL de isopropanol, seguido de 30 segundos de
agitagdo em vortex. Em seguida as amostras foram transferidas para a
coluna acoplada ao microtubo de 2 mL e centrifugadas a 12.000 rpm por
1 minuto. Descartou-se o filtrado e acrescentou-se S00uL do tampéo IR
(tampao do kit Ludwig Biotec®) no interior da coluna para lavagem da
amostra ¢ eliminacdo de proteinas. Em seguida foi realizada a
centrifugagdo a 12.000 rpm por 30 segundos. O filtrado foi descartado e
adicionou-se 600puL de tampao WB (tampao do kit Ludwig Biotec®) no
interior da coluna, para a elimina¢do completa de impurezas da amostra.
A seguir, foi realizada uma centrifuga¢@o a 12.000 rpm por 30 segundos
e o filtrado novamente desprezado. Esta etapa com a adi¢do do tampao
WB foi repetida mais uma vez. Em seguida realizou-se a centrifugagéo
com a coluna vazia para remover completamente o etanol da coluna, a
12.000 rpm por 2 minutos. Esta coluna foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL e 50 pL do tampdo de eluicdo (do kit Ludwig
Biotec®) foram adicionados no centro da coluna. A seguir o microtubo
e a coluna contendo o tampao de elui¢do foram incubados a temperatura
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ambiente por 3 minutos e centrifugados a 12.000 rpm por 1 minuto para
retirar o restante de DNA da coluna. Finalmente, a coluna foi descartada
e o DNA obtido em 50uL de tampdo de eluicdo (do kit Ludwig
Biotec®), mantido a -20°C até o momento da analise.

5.6.2 Quantificacdo e grau de pureza do DNA

Apds a extragdo de DNA, foi realizada a determinagdo da
concentracdo e da pureza da amostra.

Para quantificar o DNA, usou-se um espectrofotdmetro
(NanoDrop® 1000 — Thermo Fisher Scientific, EUA). Este equipamento
quantifica o DNA de cadeia dupla de acordo com a lei de Lambert-Beer:

_Abs X &
- b

Onde C ¢ a concentragdo de DNA em ng/uL, Abs a absorvancia
(neste caso a 260nm, que corresponde ao pico de absor¢do de UVs do
DNA), € o coeficiente de extingdo (que para o DNA de cadeia dupla é
igual a 50 ng.cm/puL) e b a altura da coluna criada no espectrofotometro
(que neste caso corresponde a 1cm). Assim, quando o NanoDrop® mede
a absorbancia a 260 nm obtém-se um valor, que multiplicado por 50
(constante €) indica a concentragdo de DNA na amostra, em ng/pL.

Além de calcular a concentracio de DNA na amostra, este
equipamento ¢ acompanhado de um software que permite observar o
espectro de absorbancia da amostra em forma de grafico permitindo que
contaminagdes sejam detectadas mais facilmente (BOESENBERG-
SMITH et al., 2012).

E importante medir a absorvancia a 230nm e a 280nm uma vez
que ¢ comum as amostras de acidos nucleicos estarem contaminadas
com outras moléculas. Assim, acidos nuclé€icos apresentam uma
absorbancia maxima a um comprimento de onda de 260nm, enquanto
que as proteinas absorvem luz a 280nm e outros contaminantes
organicos a 230nm. Com base nestas leituras, é calculada a razdo da
absorbancia 260/280, que indica a pureza das amostras de DNA. O
DNA puro deve apresentar uma razdo A260/A280 que se situa entre 1,7
¢ 2,0 (AGRAWAL etal., 2011).



62

5.6.3  Eletroforese em gel de agarose para avaliagdo da
integridade do DNA

Na avaliagdo da integridade do DNA foi preparado um gel de
agarose a 1% (p/v) (Ludwig Biotec®) em tampao TBE 1X (Ludwig
Biotec®) e adicionados 2,5 pL de brometo de etidio (Ludwig Biotec®),
para atingir uma concentragdo de 0,5 pg/mL no gel. Foram aplicados 3
pL de azul de bromofenol (Ludwig Biotec®), com 5 pL. de DNA em
cada pogo. Foi entdo aplicada uma corrente de 100 volts durante 20
minutos e apds este tempo, o gel foi exposto a luz ultravioleta para
detectar as bandas de DNA.

O DNA das amostras integro surgiu como uma banda bem
definida enquanto que o aparecimento de arrastamento indicou
degradacdo do material genético (VINOD, 2004).

5.6.4 Padronizagdo da PCR-ASO para identificacdo das mutagdes
F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A

A PCR-ASO ¢ um método de detecgdo direta de mutagdes que
utiliza um par de oligonucleotideos com seqiiéncia especifica na
extremidade 3" para cada alelo presente no locus génico (EDELMANN
et al, 2004), requerendo, desta forma, duas amplificacdes
independentes. Portanto, com duas PCRs diferentes ¢ possivel
determinar se o paciente é homozigoto mutante, heterozigoto ou
homozigoto selvagem, isto é, quando ndo possui a mutacao.

Para a detec¢do da mutacdo F508del foi utilizado o protocolo
descrito por Perone e colaboradores (2010), o qual foi testado e
adaptado as condigdes de trabalho a fim de obter-se a maxima
sensibilidade e especificidade com os reagentes e equipamentos
disponiveis. Para tanto, foram utilizados os primers da tabela 2.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edelmann%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15371909
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Tabela 2. Descrigdo da sequéncia dos iniciadores utilizados na PCR-
ASO para a mutagdo F508del.

Mutacéo Sequéncia 5°—3’° ;?(Ei?:?p%())
F508del-S ACC ATT AAA GAA AAT ATC
F508del-M ATCTT
F508del-R ACC ATT AAA GAA AAT ATC 262
ATT GG
TGC AAG CTT CTT AAA GCA
TA

Sufixo —S indica um primer especifico para alelo selvagem; sufixo -M
um primer especifico para alelo mutante e sufixo —R primer utilizado na
amplificagdo tanto do alelo selvagem quanto mutante.

As condi¢des de amplificagdo para a detec¢do da mutagdo
F508del estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Preparacéo da mix de PCR-ASO para amplificagdo e detecgdo
da mutagdo F508del, em um volume final de reacdo de 25 pL.

Reagente Concentragéo na reagdo

DNA 50 ng

Tris-HCI pH 8,3 (100 mM)* 10 mM
MgCl, (50 mM)* 3 mM

dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM

Iniciadores (100 pmoles-cada)* 10 pmoles
Taq polimerase (5U/uL)* 1,250
*Ludwig Biotec®

O programa de termociclagem para a amplificagdo e detec¢do da
mutagdo F508del esta descrito na tabela 4.
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Tabela 4. Programa de PCR-ASO para a realizagdo do gradiente de
temperatura no termociclador DA-7600 (Da An Gene Co.).

Ciclos da PCR-ASO Temperatura Tempo

Desnaturacdo inicial 94°C 5 min
Desnaturacio 95°C 1 min
Anelamento 54°C 30 seg 35 ciclos
Extensdo 72°C 30 seg
Extensdo Final 72°C 10 min

Para analisar o produto amplificado foi preparado um gel de
agarose 2% (p/v) (Ludwig Biotec®) em tampdao TBE 1X (Ludwig
Biotec®) e adicionados 3,5 puL de brometo de etidio (Ludwig Biotec®),
para atingir uma concentragdo de 0,7 pg/mL no gel. Dez microlitros do
produto amplificado foram aplicados com 3 pL de azul de bromofenol
(Ludwig Biotec®) em cada poco e a eletroforese decorreu durante 60
minutos a uma voltagem constante de 100 volts, utilizando um marcador
de peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotec®) (Anexo 4). Apds este
tempo, as bandas foram visualizadas em transiluminador com luz
ultravioleta (UV Transilluminator 2000 — Bio-Rad, EUA).

Para a realizacdo da amplificagdo e deteccdo das mutagdes
G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A por PCR-ASO,
foram desenhados primers especificos para as mutagdes alvo. As
sequéncias dos iniciadores ndo serdo apresentadas neste estudo (Tabela
5) por serem parte integrante de um kit diagndstico para fibrose cistica,
o qual se encontra em fase de registro de patente. Entretanto, para esta
etapa foram levadas em consideragdo as seguintes caracteristicas dos
iniciadores:

» Tamanho entre 18-28 nucledtidos, o que confere uma boa
especificidade a uma Unica sequéncia alvo, mesmo com um
molde complexo como 0 DNA gendmico humano;

» Conteudo ideal em GC de 40-60%, o que confere uma
temperatura de melting (Tm) mais elevada, aumentando a
especificidade para o DNA molde;
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» Ambos os iniciadores devem ter Tm que diferem entre si apenas
de 2 a 5° C, assegurando que ¢ atingida a temperatura de
emparelhamento apropriada para os dois iniciadores no passo
de anelamento.

» Devem ser evitadas sequéncias que sejam complementares no
proprio iniciador, para evitar a formagdo de estruturas
secundarias e também no outro iniciador, para evitar a formagao
de dimeros que podem competir com a amplificagdo do produto
de PCR pretendido (KAMPKE et al., 2001).

Tabela 5. Tamanho do produto dos iniciadores utilizados na PCR-ASO
para as mutacoes G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A.

Mutacéo Tamanho do produto (pb)
G542X 800
R334W 296
R1162X 453
N1303K 872
3120+1G>A 374

Para a detec¢do das mutagbes G542X, R334W, R1162X,
N1303K e 3120+1G>A optou-se por utilizar a enzima Taq DNA
Polimerase hot start, empregando para a Master mix seu tampao e
cofator, resultando na produ¢do de bandas mais intensas e especificas.
As condi¢bes das singleplex PCRs padronizadas estdo descritas nas
tabelas 6 ¢ 7.
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Tabela 6. Preparagdo da mix de PCR-ASO para amplificacdo e detecgdo
da mutacao G542X, R334W, R1162X e N1303K, em um volume final

de reacgdo de 25 pL.

Reagente Concentracgdo na reacdo
DNA 50 ng
Tampao de PCR (5X)** 1X
MgCl, (25 mM)** 0,75 mM
dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM
Iniciadores (10 uM-cada)*** 0,4 uM
Taq polimerase Hot Start (SU/uL)** 1,25 U

*Ludwig Biotec®; **Promega®;***Sigma®.

Tabela 7. Preparagdo da mix de PCR-ASO para amplificacdo e detecgdo
da mutagdo 3120+1G>A, em um volume final de reagdo de 25 pL.

Reagente Concentracdo na reacdo
DNA 50 ng
Tampao de PCR (5X)** 1X
MgCl, (25 mM)** 0,75 mM
dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM
Iniciadores (10 pM-cada)*** 0,6 UM
Taq polimerase Hot Start (SU/uL)** 1,25U

*Ludwig Biotec®; **Promega®;***Sigma®.

O parametro fundamental que determina o sucesso da reagdo de
PCR ¢ a temperatura a qual os iniciadores se ligam a sequéncia-alvo, ou
seja, a temperatura de anelamento. Esta temperatura situa-se geralmente
5°C abaixo da Tm dos iniciadores. Assim, uma das formas de
optimizagdo do PCR ¢ realizar um gradiente que compreenda um
intervalo que inclua estas temperaturas, a fim de determinar a mais
especifica (ISHII e FUKUI, 2001). Nesta pesquisa, a temperatura
especifica de anelamento dos primers dirigidos as mutagdes G542X,


http://aem.asm.org/search?author1=Kousuke+Ishii&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Manabu+Fukui&sortspec=date&submit=Submit
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R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A foi de 60°C, conforme
observado na tabela 8.

Tabela 8. Programa de PCR-ASO para a realizagdo do gradiente de
temperatura no termociclador DA-7600 (Da An Gene Co.).

Ciclos da PCR-ASO Temperatura Tempo

Desnaturacdo inicial 94°C 2 min
Desnaturacao 94°C 1 min
Anelamento 60°C 1 min 35 ciclos
Extensdo 72°C 1 min
Extensao Final 72°C 5 min

O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 2% (p/v)
(Ludwig Biotec®) com tampdo TBE 1X (Ludwig Biotec®) e
adicionados 3,5 pL de brometo de etidio (Ludwig Biotec®), para atingir
uma concentracdo de 0,7 pg/mL no gel. Dez microlitros do produto
amplificado foram aplicados com 3 pL de azul de bromofenol (Ludwig
Biotec®) em cada pogo e a eletroforese decorreu durante 60 minutos a
uma voltagem constante de 100 volts, utilizando um marcador de peso
molecular de 50 pb (Ludwig Biotec®) (Anexo 4). Apds este tempo, as
bandas foram visualizadas em transiluminador com luz ultravioleta (UV
Transilluminator 2000 — Bio-Rad, EUA).

5.6.5 Validacdo da técnica de PCR-ASO e comparacdo dos
resultados obtidos com os do HIJG

O controle de qualidade dos resultados foi realizado por meio da
reprodutibilidade intra e inter-ensaio. Para os testes intra-ensaio houve
repeticdo de todas as amplificagdes e comparagdo com os resultados
anteriormente obtidos.

Em relagdo aos testes de reprodutibilidade inter-ensaio foi
realizada uma comparagdo dos resultados da PCR-ASO do presente
estudo com os resultados obtidos de um kit diagnostico para fibrose
cistica de 34 mutacdes (CFTRdel 2,3 (21kb), 1507del (-ATC), F508del
(-CTT), 1717-1G>A, G542X, G551D, R553X, R560T, 2143delT,
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2183AA>G, 2184delA, 2184insA, 2789+5G>A, R1162X, 3659delC,
3905insT, W1282X, N1303K; GS85E, 394delTT, RI117H, Y122X,
621+1G>T, 711+1G>T, 1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E,
1898+1G>A, 3120+1G>A, 3272-26A>G, Y1092X, 3849+10kbC>T,
IVS8 5T/7T/9T) (Figura 5). Este kit inclui trés passos: (1) isolamento do
DNA; (2) amplificagdo por PCR utilizando primers biotinilados e (3)
hibrida¢do dos produtos de amplificagdo em uma tira teste, na qual se
encontram sondas de oligonucleotideos alelo-especificas dispostas em
um array de linhas paralelas. As sequéncias biotiniladas ligadas neste
array sdo detectadas usando fosfatase alcalina-estreptavidina e
substratos de cor (CF StripAssay®).

Para finalizar, quando possivel foi comparado os resultados da
técnica de PCR-ASO com os resultados obtidos do HIJG.
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Teststrip A

- Red Marker Line (top)

Control
1 . CFTRdel2,3 (21kb) c.54-5940 273+10250del
2 - 1607del (-ATC) c.1518_1521delATC
3 F508del (-CTT) c¢.1521_1523delCTT
4 - AT17-1G=A c.1685-1G>A
5 - G542X c.1624G>T
6 G551D c.1652G>A
7 R563X c.1657C>T
8 - R560T c.1879G>C
9 - 2143delT c.2012delT :
10 w 2183AA>G ¢ 2051_2052delAAnsG Teststrip B
1 - 2184delA c.2052delA
12 - 2184insA c2052 2053insA  e—— - Red Marker Line (top)
13 - - 2789+5G=A c.2B57+56G>A
14 - R1162X C.3484C>T ~- Gontrol
15 - 3659delC c.3528delC
16 - -~ 3905insT c.3773dupT 33 - GBSE € 254G=A
17 - W1282X C.3846G>A 34 - 394delTT c262_263delTT
18 - == N1303K c.3908C>G 35 - R117H c.350G>A
36 e Y122X c.366T=A
19 .. CFTRdel23(21kb) wild type a7 e 621+1G>T c480+1G>T
20 - -~ codon 50710508  wild type 38 - T11+1G>T cB79+1G>T
21 - 17171 wild type 39 - 1078delT c.948delT
22 - codon 542 wild type 40 - R334W c.1000C>T
23 - -~ codon 55110553  wild type 41 - - R34TH c.1040G=A
24 -~ codon 560 wild type 42 -~ R34TP c.1040G>C
25 - 2143 wild type 43 ~- A4B5E c.1364C>A
26 - e 218310 2184 wild type 44 - - 1898+1G=~A c.1766+1G=A
27 - 2789+5 wild type 45 - - 3120+1G=>A €.2988+1G>A
28 - - codon 1162 wild type 46 - . - - 3272-26A>G c.3140-26A>G
29 - 3689 wild type 47 - —- Y1082X c.3276C>A
30 - 3905 wild type 48 - ~- 3849+10kbC>T c¢.3718-2477C>T
31 - codon 1282 wild type
32 - -~ codon 1303 wild type 49 - codon85and 394  wild type
50 - - codon 117 wild type
-~ (Green Marker Line (bottom) 51 - - codon 122 wild type
52 - e 62141 wild type
53 - - F11+1 wild type
54 - -~ 1078 wild type
55 - - codon 334 wild type
56 - - codon 347 wild type
57 - - - codon 455 wild type
58 - —- 1898+1 wild type
59 - - 312041 wild type
60 - . 3272-26 wild type
61 - pm — - codon 1092 wild type
62 - —- 3849+10kb wild type
83 - ~ IVS8 5T c.1210-12T[5]
64 - p—m - IVSBTT c.1210-12T[7]
65 - N - IVSB 4T c.1210-12T[9]

----- - Blue Marker Line (bottom)

Figura 5. Desenho dos TestStrips.
Fonte: Adaptado do manual de uso do kit CF StripAssay® (Vienna Lab).
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5.6.6  Sequenciamento de Nova Geracéo

Para investigar a ocorréncia de polimorfismos/mutagdes raras e/ou
novas mutacdes (nfdo descritas) no gene CFTR foi realizado o
sequenciamento de amostras de DNA gendomico de 6 pacientes
(Fluxograma 4) através do uso de tecnologia baseada em chip
semicondutor sensivel ao ion hidrogénio (H") (Ion Torrent Personal
Genome Machine/Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA).
Este consiste num método de sequenciamento de DNA por sintese,
baseado na deteccio de ions H' que sdo liberados durante a
polimerizagdo de DNA, desta forma, o sistema Ion Torrent é capaz de
determinar a sequéncia da molécula em estudo, transformando o sinal
quimico em sinal digital (MERRIMAN et al., 2012).

As etapas envolvidas no processo de sequenciamento na plataforma
Ion Torrent foram as seguintes: 1) Construcdo da biblioteca; 2) Preparo
de template e 3) Sequenciamento em chip semicondutor (SHENDURE e
JI, 2008; MERRIMAN et al., 2012; MARDIS, 2013).

A construgdo da biblioteca iniciou-se com a amplificagdo dos 27
éxons do gene CFTR por PCR multiplex. Em seguida, os amplicons
produzidos nesta reacdo receberam nas extremidades 3’ e 5° dois
adaptadores de DNA com sequéncia conhecida, os quais sdo essenciais
nas etapas posteriores do processo. Nesta etapa foram utilizados o kit
Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, EUA) e painel de primers especifico (Ion AmpliSeq™ CFTR
Panel (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA)) para
amplificagdo do gene CFTR. Como foram processadas 6 amostras na
mesma corrida de sequenciamento, junto aos adaptadores sequéncias
denominadas de barcodes foram utilizadas. Estas sequéncias sdo
especificas para cada amostra, permitindo que no momento da analise
cada amostra seja devidamente separada (MARDIS, 2008;
MERRIMAN et al., 2012).

As bibliotecas de DNA resultantes foram purificadas utilizando-se
microesferas magnéticas (beads (AMPure beads)). Apds o preparo das
bibliotecas de DNA, realizou-se a etapa de PCR em emulsgo utilizando-
se as esferas conhecidas como lon Sphere Particles — ISP, que contém
primers complementares aqueles adaptadores adicionados durante o
preparo da biblioteca. Nesta etapa, ocorre o preparo dos moldes para
sequenciamento (template) através de uma PCR em emulsdo, a qual
consiste na amplificacdo clonal dos fragmentos de DNA dentro de
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micelas geradas em uma solucdo emulsionada. Cada fragmento de DNA
¢ isolado em uma micela independente, a qual funciona como um
microrreator. Os microrreatores gerados na reagdo, quando submetidos a
ciclos de PCR, fazem com que os adaptadores da biblioteca hibridizem
ao primer da microesfera, produzindo novas cadeias de DNA fita dupla
ligadas as beads. Apos o término da reagdo, a emulsdo foi desfeita com
uma solucdo de recuperagdo contend detergente. As microesferas
carregadas (positivas) foram recuperadas e separadas daquelas onde nao
houve amplificagdo através da reagdo de enriquecimento, a qual se
baseia na interacdo estreptavidina-biotina. Portanto, na etapa final do
enriquecimento, as esferas positivas recuperadas estavam com DNA fita
simples ligado a elas (METZKER, 2010).

Finalmente, as microesferas positivas contendo DNA foram
depositadas em um chip semicondutor para sequenciamento. O chip
semicondutor utilizado na reagdo foi o lon 314™ Chip v2 com
rendimento de até 100 Mb. Este chip é constituido por milhares de
pocos de didmetro micrométrico, cada um com didmetro suficiente para
acomodar apenas uma microesfera carregada (MERRIMAN et al.,
2012).

Abaixo dos micropogos, existe uma placa-sensor ISFET (lon-
Sensitive field-effect transistor) que ¢é sensivel a alteragdes de pH. O
equipamento Ion Torrent Personal Genome Machine (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA) fornece as microesferas
carregadas quatro nucleotideos (A, C, T ou G) separadamente, desta
forma, quando ocorre a incorporagdo de algum nucleotideo em algum
fragmento de DNA, a ligagdo fosfodiéster gerada liberara fons H' no
meio, alterando o pH no micropogo de reagdo. Esta alteracdo de pH foi
detectada pelos semicondutores e transformada em impulsos elétricos
que sdo interpretados por algoritmos especializados (ROTHBERG et al.,
2011; MERRIMAN et al., 2012).

A analise da informacdo bruta obtida no sequenciamento foi
realizada utilizando-se a plataforma de bioinformatica lon Reporter
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA), o programa VEP
(Variant Effect Predictor) do Ensembl
(http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) e o software
de analise de sequéncias de DNA Enlis Genome Research.

As alteracdes detectadas (polimorfismos e mutagdes) foram
identificadas recorrendo as bases de dados Cystic Fibrosis Mutation
Database (CFTR1) (http://www.genet.sickkids.on.ca/app), Clinical and


http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.genet.sickkids.on.ca/app
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Functional Translation of CFTR (CFTR2) (https://www.cftr2.org/) e
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

,

6 pacientes (12 alelos): rastreio

molecular prévio com painel 36
mutagoes

5

Coleta de material bioldgico

5

Extragdo de DNA

H

PCR multiplex
o Amplificagdo dos 27 éxons

-

Preparo das bibliotecas:
¢ Insercdo de adaptadores;
o Insercdo de barcodes;

-

Preparo dos templates:
PCR em emulséo;
Amplificagdo clonal;
Remocdo das beads sem fragmento de DNA;

Fluxograma 4. Etapas envolvidas no processo de sequenciamento.


https://www.cftr2.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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6 RESULTADOS
6.1 ESTUDO RETROSPECTIVO

Apoés levantamento e andlise dos prontudrios dos 113 pacientes
incluidos neste estudo foram identificadas 14 mutagdes, responsaveis
por 69% dos alelos de FC em Santa Catarina, sendo que 70 alelos
(30,97%) ndo foram identificados a partir do rastreio prévio utilizado
(mutagdo F508del e painéis 3 e 36 mutagdes). A analise dos 226 alelos
demonstrou que das 14 mutac¢des identificadas, 6 (F508del, G542X,
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) apresentavam frequéncia
alélica superior a 1%, totalizando em conjunto 65,04% dos alelos
caracterizados (Anexo 5). As demais mutagdes detectadas mostraram
frequéncias menores que 1% e foram responséaveis por 3,08% dos alelos
de FC.

A descri¢do da frequéncia alélica para as mutagdes identificadas é
apresentada na tabela 9.

Tabela 9. Descricdo da frequéncia alélica das mutagdes identificadas
nos pacientes com fibrose cistica atendidos no HIJG.

Alelos n Frequéncia (%)
F508del 116 51,33
G542X 11 4,87
R334W 5 2,21
R1162X 5 2,21
N1303K 5 2,21

3120+1G>A 5 2,21
CFTR dele2,3 (21 kb) 2 0,88
R553X 1 0,44
1717-1G>A 1 0,44
2183AA>G 1 0,44
1507del 1 0,44
R1066C 1 0,44
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W1282X 1 0,44
Y1092X 1 0,44
Naio identificado 70 30,97
Total 226 100

n: numero de alelos;

Excluindo-se os alelos que ndo puderam ser identificados
(30,97% dos casos), as 6 mutagdes com maior frequéncia representam
94% dos alelos identificados a partir do rastreio prévio utilizado
(mutagdo F508del e painéis 3 e 36 mutacdes) (Figura 6).

HF508del
BG542X
ER334W
ER1162X
EN1303K
H3120+1G>A
ECFTR dele2,3 (21 kb)
ERSS3X
1717-1G>A
H2183AAG
HIS07del
R1066C
W1282X
Y1092X

Figura 6. Distribuicdo das 6 mutagdes de maior frequéncia sobre o total
de alelos de FC identificados no Estado de Santa Catarina.

Quinze genoétipos foram definidos a partir do rastreio prévio,
conforme observado na tabela 10. Entre estes, a mutagdo F508del em
homozigose foi a mais frequente, observada em 35 (30,97%) pacientes.
Cinquenta e quatro pacientes (47,79%) ndo tiveram o diagnostico
molecular definido, apesar de todos apresentarem os critérios clinicos
caracteristicos da doenga (Anexo 5). Destes (n=54), 40 (74,07%)
apresentaram o gendtipo parcialmente caracterizado e nenhuma mutagao
foi detectada nos outros 14 (25,92%).
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Tabela 10. Descrigdo da frequéncia genotipica das mutagdes
identificadas nos pacientes com fibrose cistica atendidos no HIJG.

Genotipos n Frequéncia (%)
F508del/ F508del 35 30,97
F508del/N1303K 5 4,42
F508del/R1162X 3 2,65
F508del/R334W 2 1,77
G542X/R334W 2 1,77
G542X/3120+1G>A 2 1,77
G542X/G542X 2 1,77
F508del/3120+1G-A 1 0,88
R1162X/R1162X 1 0,88
G542X/R553X 1 0,88
G542X/1717-1G>A 1 0,88
F508del/2183AA>G 1 0,88
F508del/W1282X 1 0,88
F508del/Y1092X 1 0,88
3120+1G>A/1507del 1 0,88
F508del/? 33 29,20
G542X/? 2 1,77
CFTR dele2,3 (21 Kb)/? 2 1,77
R334W/? 1 0,88
3120+1G>A/? 1 0,88
R1066C/? 1 0,88
2/? 14 12,39
Total 113 100

n: tamanho amostral em numero absoluto de pacientes; ? = Mutagdo nao
identificada;

As 6 mutagdes selecionadas para realizar o estudo prospectivo,
quando em combinagdo, apresentaram potencial para definir o
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diagnoéstico molecular em 89,83% dos pacientes — 9 dos 15 genotipos
definidos.

6.2 ESTUDO PROSPECTIVO

6.2.1 Determinacdo da concentracdo, grau de purezae
integridade do DNA genémico

As amostras de DNA utilizadas neste estudo foram avaliadas
segundo o procedimento de controle de qualidade anteriormente citado,
que engloba a determinagdo da concentracdo de DNA, grau de pureza e
avaliacdo da integridade do material genético.

Em relagdo aos pardmetros de concentragdo e grau de pureza, as
amostras encontravam-se dentro do intervalo aceitdvel com uma
concentracdo média de DNA de 58,5+32,1 e razdo da absorbancia
260/280 média de 1,79£0,05 (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados da quantificagdo e grau de pureza das amostras
de DNA avaliadas pelo equipamento NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher
Scientific).

Amostra Concentracao de DNA (ng/uL) @ Razdo A260/A280

25 89,8 1,79
26 80,5 1,78
27 44,0 1,72
29 78,0 1,77
31 165,2 1,84
1 34,6 1,75
8 59,5 1,81
11 13,8 1,70
16 84,0 1,83
18 37,3 1,84
20 55,7 1,76

21 46,7 1,73
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6 50,4 1,75
9 55,8 1,85
17 35,8 1,77
19 98,6 1,78
24 53,6 1,78
30 35,1 1,86
33 71,9 1,79
34 89,9 1,83
36 24,9 1,70
37 40,6 1,79
38 43,1 1,74
39 14,9 1,90

As amostras com pardmetros fora do controle de qualidade
apresentavam concentragdo média de DNA de 33,5+24,0 e razdo
A260/A280 média de 1,64+0,02 (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados da quantificagdo e grau de pureza das amostras
que se encontravam fora do intervalo da razdo A260/A280.

Amostra | Concentracéo de DNA (ng/uL) Razdo A260/A280

28 27,2 1,67
35 65,5 1,63
10 1,7 1,61

Apds a verificagdo destes pardmetros, as amostras foram
avaliadas quanto a integridade por eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v), onde foram obervadas bandas sem a presenga de arrastamento,
indicando que as mesmas nao se encontravam degradadas.

Apbs o controle de qualidade das 27 amostras foi possivel
determinar que, relativamente a pureza do DNA, 88,9% das amostras
encontravam-se dentro do intervalo 1,7 € 2,0 € 11,1% n&o foram aceitas
neste parametro, no entanto, esta limitacdo da amostra ndo comprometeu
as analises posteriores. Em relagdo a integridade do DNA em gel de
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agarose, 81,5% das amostras apresentavam DNA gendmico integro com
bandas bem definidas enquanto 18,5% ndo apresentavam bandas
definidas.

6.2.2 Padronizagdo da técnica de PCR-ASO para detec¢do da
mutacao F508del

Neste estudo, os resultados da PCR-ASO para detec¢do da
mutacdo F508del apresentavam concordancia absoluta com os
resultados do HIJG, conforme pode ser observado nas figuras 7 a 11. E
os testes intra-ensaio revelaram reprodutibilidade de 100%, pois ndo
houve discrepancia entre os resultados obtidos na primeira ¢ na segunda
amplificagdo.

PPM CN1 CN2 CP P17 P16 P8 P6 P9 PPM CN1CN2 CP P17 P16 P8 P6 P9

A B

Figura 7. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificacdo da
mutagdo F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A esta representada a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal
e em B a amplificacdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante.
PPM: Padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1:
controle negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo
(paciente ndo portador da delecdo F508del); CP: controle positivo
(paciente  portador da delecio F508del em  homozigose
(F508del/F508del); P17: paciente 17 - heterozigoto para a delecdo
F508del (F508del/?); P16: paciente 16 - heterozigoto para a delecio
F508del (F508del/?); P8: paciente 8 - heterozigoto para a delecio
F508del (F508del/?); P6: paciente 6 - heterozigoto para a delecdo
F508del (F508del/?); P9: paciente 9 - heterozigoto para a delecio
F508del (F508del/?);
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PPM CN1 CN2 P18 P1 P37 P36 P35 P34 PPM CN1CN2 P18 P1 P37 P36 P35 P34

1000 pb
750 pb
500 pb
350 pb

250 pb 262 pb

A B

Figura 8. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutagdo F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A esta representada a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal
e em B a amplificacdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante.
PPM: padrio de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CNL1:
controle negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo
(paciente ndo portador da delecdo F508del); P18: paciente 18 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P1: paciente 1 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P37: paciente 37 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P36: paciente 36 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P35: paciente 35
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P34: paciente 34
heterozigoto para a delegdo F508del (F508del/?);

PPM CN1 CN2 P18 P1 P37 P36 P35 P34 PPM CN1CN2 P18 P1 P37 P36 P35 P34

1000 pb
750 pb

500 pb
350 pb
250 pb 262 pb

A B

Figura 9. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutagdo F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A esta representada a
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amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal
e em B a amplifica¢do com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante.
PPM: padrio de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1:
controle negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo
(paciente nao portador da delecdo F508del); P19: paciente 19 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P29: paciente 29
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P26: paciente 26
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P24: paciente 24
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P21: paciente 21
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P20: paciente 20 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?);

PPM CN1CN2 P30 P33 P38 P39 P25 P31PPM CN1CN2 P30 P33 P38 P39 P25 P31

A B

Figura 10. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutacao F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A esta representada a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal
e em B a amplificacdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante.
PPM: padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1:
controle negativo sem adi¢do de DNA; CN2: controle negativo
(paciente nao portador da delecdo F508del); P30: paciente 30 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P33: paciente 33 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P38: paciente 38 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P39: paciente 39 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P25: paciente 25 - ndo
portador da delecdo F508del; P31: paciente 31 - heterozigoto para a
delegdo F508del (F508del/?);
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A B

Figura 11. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificacdo da
mutacdo F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A esta representada a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal
e em B a amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante.
PPM: padrio de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1:
controle negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo
(paciente ndo portador da delecdo F508del); P10: paciente 10 -
heterozigoto para a delecdo F508del (F508del/?); P11: paciente 11 -
heterozigoto para a dele¢do F508del (F508del/?); P27: paciente 27 - ndo
portador da deleg@o F508del; P28: paciente 28 - ndo portador da delegdo
F508del;

6.2.3 Padronizagdo da técnica de PCR-ASO para detecgédo das
mutacdes G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A

A padronizagdo realizada neste estudo foi bem sucedida, pois
apresentou reprodutibilidade intra-ensaio de 100% e concordancia
absoluta com os resultados do HIJG, conforme demonstrado na figura
12.
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Figura 12. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo das
mutagdes G542X, 3120+1G>A, R334W, N1303K e R1162X em gel de
agarose 2% (p/v). Em A estd representada a amplificacdo com os
iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal e em B a amplificacdo
com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: padrio de peso
molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CP G542X: controle positivo -
heterozigoto para a mutagdo G542X (G542X/?); CP 3120+1G>A:
controle positivo - heterozigoto para a mutacdo 3120+1G>A
(3120+1G>A/?); CP R334W: controle positivo - heterozigoto para a
mutacdo R334W (R334W/?); CP N1303K: controle positivo -
heterozigoto para a mutacdo NI1303K (N1303K/?); CP R1162X:
controle positivo - heterozigoto para a mutacdo R1162X (R1162X/?);
CN: controle negativo sem adigdo de DNA;

6.2.4  Deteccdo das mutagbes G542X, R334W, R1162X, N1303K e
3120+1G>A

Uma Unica amplificagdo com iniciadores dirigidos ao alelo
mutante foi realizada, pois os pacientes deste estudo eram heterozigotos
para a mutagdo F508del, logo se determinou a mutagdo do outro alelo.
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Nenhum dos pacientes do estudo apresentou a mutagdo 3120+1G>A,
entretanto, os pacientes que apresentavam as mutacdes G542X, R334W,
N1303K e R1162X estdo demonstrados nas figuras 13 a 20. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, acrescidos de um controle
negativo (sem adicdo de DNA), controle negativo (pacientes sem a
mutagdo) e controle positivo (pacientes com a mutagdo em questdo).

PPM CNICN2 CP PN PN PN PN PN P1l PN PN P18 PN PN PN PN PN

l

800 pb

Figura 13. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagcdo da
mutacdo G542X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adi¢do de DNA; CN2: controle negativo para a mutacdo
G542X; CP: controle positivo para a mutagdo G542X; PN: pacientes
negativos para a mutacdo G542X; P11: paciente 11 - positivo para a
mutacdo G542X; P18: paciente 18 - positivo para a mutacdo G542X;

PPM CN1CN2 CP PN PN P35 PN PN PN PN

1000 pb
750 pb
500 pb
350 pb
250 pb

Figura 14. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutacdo G542X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
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amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutacdo
G542X; CP: controle positivo para a mutagdo G542X; PN: pacientes
negativos para a mutagdo G542X; P35: paciente 35 - positivo para a
mutacdo G542X;

PPM CN1 CN2 CP P1 PN PN PN PN PN PN PN PN PN P20 PN PN

Figura 15. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificacdo da
mutacdo R334W em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutagdo
R334W; CP: controle positivo para a mutacdo R334W; P1: paciente 1 -
positivo para a mutacdo R334W; PN: pacientes negativos para a
mutacdo R334W; P20: paciente 20 - positivo para a mutacdo R334W;
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PPM CN1 CN2 CP PN PN PN PN PN PN PN

1000 pb
750 pb

500 pb
350 pb

250 pb J'
296 pb

Figura 16. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificacdo da
mutacdo R334W em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutagdo
R334W; CP: controle positivo para a mutagdo R334W; PN: pacientes
negativos para a mutagcao R334W;

PPM CN1CN2 CP PN PN PN PN PN PN PN PN PN PN PN P21 PN PN

1000 pb
750 pb

500 pb
350 pb
250 pb

Figura 17. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutacdo N1303K em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
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amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutacdo
N1303K; CP: controle positivo para a mutagdo N1303K; PN: pacientes
negativos para a mutacdo N1303K; P21: paciente 21 - positivo para a
mutacao N1303K;

PPM CN1CN2 CP PN PN PN PN PN PN PN

1000 pb
750 pb

500 pb
350 pb
250 pb

Figura 18. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificacdo da
mutagdo N1303K em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1 controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutacdo
N1303K; CP: controle positivo para a mutagdo N1303K; PN: pacientes
negativos para a mutagdo N1303K;
EEM CN1 CNZ CP

1000 pb
750 pb
500 pb
350 pb
250 pb

Figura 19. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutacdo R1162X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
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amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutagdo
R1162X; CP: controle positivo para a mutagdo R1162X; PN: pacientes
negativos para a mutacdo R1162X; P16: paciente 16 - positivo para a
mutagao R1162X;

PPM CN1 CN2 CP PN PN PN PN PN PN PN

£ F g - 3 ———

1000 pb
750 pb

500 pb

350 pb
250 pb

433 pb

Figura 20. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificagdo da
mutacdo R1162X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a
amplificagdo com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM:
padrdo de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle
negativo sem adicdo de DNA; CN2: controle negativo para a mutagdo
R1162X; CP: controle positivo para a mutagdo R1162X; PN: pacientes
negativos para a mutacdo R1162X;
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6.2.5 Reprodutibilidade inter-ensaio dos resultados

Os resultados obtidos na PCR-ASO para as mutagdes F508del,
G542X R334W, N1303K, R1162X e 3120+1G>A foram comparados
aos resultados obtidos em um Kit de diagnostico de fibrose cistica,
constituido a partir de um painel de 34 mutagdes (Figuras 21 a 26).
Estes testes inter-ensaio para uma mesma amostra de DNA revelaram
concordancia de 100% e comprovaram a especificidade,
reprodutibilidade e acuracia da técnica de PCR-ASO padronizada neste
estudo.

. [
o Red Marker Line (lop) F Red Marker Line (top)
= Control
re— Control |
\ 33 GBSE €.254G>A
1 CFTRde2 3 (21Kb) ¢ 54-5040_273+10250d0l | | |- 34 - 394delTT £.282 263delTT
2 1507del (-ATC) ¢ 1519_1521delATC 35 R117H 6.350054
3 «F508del (-CTT) ¢ 1521_1523QeiCTT ‘ 28 Y10y C.365ToA
. 1717-1G>A € 1585-1G>A | 87 621+1G>T c489+1G>T
s G542x ¢ 1624G>T 38 ~ TG>T c.579+1G>T
.| G351 ¢ 1852G=A 39 1078delT ©.948deIT
1 RE§3X c 1857C>T 40 - jemef. - R3IW ¢.1000C>T
i 8 RS60T ¢ 1679G>C 41 R347H ¢.1040G>A
» L) 2143delT © 2012delT 42 - R347P €.1040G>C
- 10 2183AA>G ¢ 2051_2052dalAAINSG 43 A4SSE €.1384C>A
e 1" 2184dalA ¢ 2052d0IA 44 1808+1G>A .1786+1G>A
12 2184insA G 2052_2053msA 45 3120+1G>A €.2088+1G>A
1 2780+ 5G>A ¢ 2B57+5G>A 48 3272-26A>G £.3140-26A>G
14 R1182X ¢ MB4C>T 47 - Y1092X .3276C>A
15 3659cieiC ¢ 3528delC 48 - 3840+10kbC>T  ©.3718-2477C>T
16 100SinsT ¢ 37T dupT -
17 Wi1282X ¢ 3848G»A 49 - -codon 85 and 304 wild type
AL} N1303K © 3908C>G 50 -~-codon 117 wild type
o 81 coden 122 wild type
S| 19 CFTRdel2 3 (21kb)  wikd Type 82 .- 82141 wild type
Tem| 2 - codon 507 1o 508 wild type | 52 141 . wild type
| N 17174 wild type 54 - 1078 wild type
T 2 codon 542 wild type 55 codon 334 wild typs
{2 codon 55110 553 wild Iype 56 codon 347 wild type
Sl 24 codon 560 wild type - 57 -codon 455 wild type
Swenl 25 2143 wild type | 58 -~ 18D8+1 wild type
e ] 2183 10 2184 wild type " 59 3120+1 wild type
Ty 27 2780+5 wild type 80 3272-26 wild type
e LI codon 1182 wild type - 61 - -~ codon 1092 wild type
T 20 3854 wild Ly pe 62 3849+10kb wild type
sl 30 10908 wild type
giles| L1 codon 1282 wild lype 83 1vs8 5T €.1210-12T(5]
L eodon 1303 wald lype 64 VSB 7T €.1210-12T{7)
85 VS8 9T €1210-12T(8)
om|
Ak L (buiw) ! Blue Marker Line (bottorn)
L i
| Controle Negativo
L

Figura 21. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para o controle
negativo (paciente sem as mutacdes F508del, G542X, R334W, N1303K,
R1162X e 3120+1G>A). A seta indica o controle da prova.
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- Red Marker Line (lop)

T

Ccaontroi

1 1 CFTRdel2,3 {21kb) ¢.54-5340_273+10250del]
2 _l 2 1507del (-ATC) c.1519_1521delATC
3 3 F508del (-CTT)  ¢.1521_1523delCTT
4 __,V_ 4 1717-1G>A ¢.1585-1G>A
5 5 G542X c.1624G>T
& - 8 G551D c.1652G>A
T A 7 R553X c1657C>T
B =] 8 R560T c.1679G>C
C T 9 - 2143delT . €.2012delT
10 ‘ 10 2183AA>G €.2051_2052delAAINSG
1" 11 2184delA ¢.2052delA
12 l 12 - 2184in3A €.2052_2053insA
13 13 - 278645G>A . 2B57+5G>A
14 14 R1162X C.3484C>T
15 ' 15 - - 3654delC ¢.3528delC
18 16 -3905InsT ¢.3773dupT
b7 17 -~ \W1282X ¢.3B46G>A
18 18 -~ NI1303K ¢.3908C>G
19 19 CFTRdel2,3 (21kb) wild type
20 = 20 - codon 507 to 508 wild type
21 - 2 1717-1 wild type
2 1 22 codon 542 wild type
23 — codon 551 o 553 wild type
24 24 - coadon 560 wild type
25 . 2143 wild type
28 | 28 2183 to 2184 wild yps
27 27 2789+5 wild 1ype
28 28 - codon 1162 wild type
29 29 . 3859 wild type
30 —-30 - 3905 wild type
31 = 31 - codon 1282 wild lype
a2 4 32 codon 1303 wild type

L3

Green Marker Line (bottom)

Genoétipo: F508del/G542X

Figura 22. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para os
pacientes 11, 18 e 35, heterozigotos compostos para as mutagdes
F508del/G542X.
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) : -l 385001C o 62040C IBHOKCT  CATIB-UTICHT
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| 18 N1303K ¢ 3008C>G - codon 117 wild type
. - codon 122 wild fype
19 jmm  CFTROel23 (21kb) wikd lype - gfh} wild type
T4
e el o
ot y
2 e oodon 842 wid lype codon 334 wikd type
223 e codon 85110 553 wild lype gm :;; wg:g gps
codon 580 wild type 2 wild type
2% el 2143 wild type 186641 wild type
2 e 283002184 wikdtype 312041 wild type
2 : 2180¢5 wild typa 3;2-216092 wid type
r codon 1162 wild type -4 -~ eoden wild type
2 : 59 wild type - 3B45+10kb wid type
o o B wild type
1] = codon 1202 wild type V88 5T 6.1210-12T(5]
) codon 1308 wikd typ# VS8 7T 61210-12T(7)
5 VS8 9T ¢121042T5)
Groon Marker Lie (botlom) Blue Marker Line (boom)
|

i Genoétipo: F508del/R334W |

Figura 23. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para os
pacientes 1 e 20, heterozigotos compostos para as mutacdes
F508del/R334W.
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Genotipo: F508del/N1303K
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Figura 24. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para o paciente
21, heterozigoto composto para as mutagdes F508del/N1303K.



92

Red Marker Line (lop)
Control
1 CFTRdel2,3 (21kb) ¢ 54-5940_273+10250d¢f
2 1507del (-ATC) ¢.1519_1521delATC
3 « F508del (-CTT) ¢ 1521_1523delCTT
4 1717-1G>A c 1585-1G>A
5 G542X ¢ 1824G>T
8 G551D ¢ 1852G>A
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9 2143delT ¢ 2012delT
10 2183AA>G ¢ 2051_2052delAAINSG
n 2184delA ¢ 2052delA
12 2184insA 0.2052_2053insA
13 2789+5G>A C 2657+5G>A
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15 3859delC ¢ 3528delC
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17 W1282X ¢ 3848G>A
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19 CFTRdel2,3 (21kb) wild type
20 « codon 507 1o 508  wikd type
21 171741 wild type
22 codon 542 wild type
23 codon 551 10 553 wild type
24 codon 560 wild type
25 2143 wild type
26 218310 2184 wild type
27 2789+5 wild type
28 codon 1162 wild type
29 3859 wild type
30 3008 wild type
3 cadon 1282 wikd type
32 codon 1303 wild type
Greon Marker Line (bottom)
Gendétipo: F508del/R1162X

Figura 25. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para o paciente
16, heterozigoto composto para as mutagdes F508del/R1162X.
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Figura 26. Resultado obtido com o painel 34 mutagdes para os
pacientes 6, 17 e 34, negativos para a mutagdo 3120+1G>A e
heterozigotos para a mutagdo F508del.
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6.2.6 Panorama do rastreamento com as mutac¢des F508del,
G542X R334W, N1303K, R1162X e 3120+1G>A

No terceiro estudo retrospectivo, onde avaliamos o rastreamento
molecular realizado e o resultado do estudo genético dos pacientes,
observamos que 54 dos 113 pacientes atendidos no HIJG apresentavam
genotipo parcialmente definido ou ndo identificado (Anexo 5). Com
base neste estudo foi possivel definir a populagdo de estudo, entretando,
somente 27 dos 54 pacientes aceitaram coletar a amostra de sangue e
participar do estudo prospectivo.

Estes 27 pacientes previamente realizaram rastreio molecular
para a mutagdo F508del ou painel 3 mutagdes (F508del; R553X;
N1303K) ou painel 36 mutacdes (711+1G>T; 3120+1G>A; 621+1G>T;
1717-1G>A; CFTR dele2,3(21Kb); 3849+10Kb C>T; 2789+5G>A;
1898+1G>A; G542X;  GS85E; Y1092X(C>A); G551D; R553X;
3659delC; N1303K; R560T; R117H; R1162X; L1077P; R117C;
R1066C; L1065P; W1282X; R347H;R347P; 1507del; T338I; F508del;
1336K; 1677delTA; R334W; 3272-26 A>G; 1078delT; 2183AA>G;
2184insA; 2143delT e regido poliT), conforme observado na tabela 13.
Os pacientes (n=21) que realizaram rastreamento molecular prévio para
a mutagdo F508del ou painel de 3 mutagdes foram submetidos a
detec¢do molecular por PCR-ASO das 6 mutagdes de maior frequéncia
alélica (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K ¢ 3120+1G>A)
encontradas no segundo estudo retrospectivo (Anexos 5 e 6).

Neste estudo preliminar com 21 pacientes (42 alelos), o
rastreamento molecular com as mutacdes de maior frequéncia alélica
definiu o genétipo em 7 (33,33%) e apresentou um poder de detecgdo de
66,67% (Tabelas 14 e 15). Quatorze pacientes (66,66%) nio tiveram o
gendtipo definido pelo rastreio molecular com as 6 mutagdes e nenhum
paciente do estudo apresentou a mutagdo 3120+1G>A.



Tabela 13. Participantes da pesquisa, rastreamento molecular
previamente realizado e resultado do teste genético.

Rastreamento molecular Resultado do teste
realizado* genético*

Pacientes
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24

36

37

38

39

25
26

27
28

29

31

Painel 3 mutag¢des
Painel 3 mutagoes
Painel 3 mutag¢des
Painel 3 mutag¢des
Painel 3 mutagoes

Painel 36 mutagoes

Painel 36 mutagoes

Painel 36 mutagoes

Painel 36 mutagoes
Painel 36 mutagoes

Painel 36 mutagoes

F508del em
heterozigose
F508del em
heterozigose
F508del em
heterozigose
F508del em
heterozigose
F508del em
heterozigose
Negativo

F508del em
heterozigose
Negativo

R1066C em
heterozigose
F508del em
heterozigose
F508del em
heterozigose

*Informagdes obtidas de prontudrios e laudos de investigacao genética
do HIJG.

Tabela 14. Genétipos definidos com 5 mutagdes.

Genotipos n Frequéncia (%)
F508del/G542X 3 14.28
F508del/R334W 2 9.52
F508del/R1162X 1 4.76
F508del/N1303K 1 4.76
Total 7 33,33

n: tamanho amostral em nimero absoluto de pacientes.
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Tabela 15. Frequéncia alélica das 5 mutagdes nos pacientes analisados.

Mutac0es detectadas n Frequéncia (%)
F508del 21 50
G542X 3 7.14
R334W 2 4.76
R1162X 1 2.38
N1303K 1 2.38

Poder de deteccéo 28 66,67
ND 14 33.33
Total 42 100

n: numero de alelos; ND: alelos com
mutagdes nado detectadas;

6.2.7  Sequenciamento de Nova Geragao

6.2.7.1 Controle de qualidade e desempenho

O sequenciamento do gene CFTR dos 6 pacientes, que
previamente realizaram triagem com painel de 36 mutagdes (Tabela 13 e
Anexo 6), foi processado na mesma corrida produzindo um pool de
amostras, o que gerou um perfil de resultados em termos de rendimento
e qualidade dos dados. Os dados obtidos do experimento apresentaram
boa qualidade. Esta ocorréncia deveu-se em parte as condi¢des de
carregamento do chip com as microesferas contendo em sua superficie
as moléculas a serem sequenciadas. O carregamento do chip com as
microesferas enriquecidas foi eficiente, pois o total de bases geradas a
partir do carregamento de 79% da area total do chip foi de 84,7 Mb
(Figura 27).
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Figura 27. Tmagem da 4rea de carregamento do chip contendo as
microesferas (lon Sphere Particles- ISP) com os pools de amplicons. A
variagdo da escala de cores indica a densidade de pogos carregados com
beads enriquecidas; cores tendendo para o vermelho indicam boa
densidade, e cores tendendo para o azul, indicam baixa densidade de
microesferas carregadas. M: Megabases

A figura 28 apresenta um resumo das condi¢des de carregamento
do chip. O total de microesferas carregadas foi de 994.273, que
ocuparam uma area de 79% do chip (Figura 28A). Destas, 100%
continham moléculas de DNA (Figura 28B) e destas, 60% (600.978
microesferas) eram clonais (Figura 28C), ou seja, microesferas com
apenas um tipo de molécula de DNA que foi sequenciada em um pogo
especifico. Das 600.978 microesferas clonais, 88% (530.476) geraram
leituras de reads que foram utilizadas nas analises; os 12% excluidos
correspondem a 8% retirados por serem de baixa qualidade e 4%
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continham sequéncias de teste de fragmento, sequéncias conhecidas e
introduzidas junto com a biblioteca para analise de qualidade (Figura
28D). Do total de bases geradas (84,7 Mb) 55% geraram sequéncias
adequadas.

530,476
Total Reads

55%

Usable Reads
ISP Summary

79% [EEPYE 21%
Loading Empty Wells
100% [EERNEE %

Enrichment Mo Template
60% [ELLrRFE 40%
Clonal Palyclona

4% Test Fragmenls

B84 530,476 04 Adapter Dimer

Fimal Librar 8% Low Quality

Figura 28. Rendimento das microesferas (lon Sphere Particles- ISP)
geradas. A) carregamento do chip, B) presenga de microesferas
enriquecidas, C) presenca de microesferas clonais, D) biblioteca efetiva.

A figura 29 apresenta o perfil de distribui¢do do tamanho das
reads e seu nimero total por tamanho. Observa-se um perfil de
distribuicdo das reads na faixa entre 160 e 184 pb. Este perfil reflete
uma sele¢do uniforme na etapa final do preparo da biblioteca, pois o
perfil esperado ¢ de um pico Unico na faixa entre 170 e 220 pb para um
melhor rendimento e montagem inequivoca dos alinhamentos.
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Figura 29. Distribui¢do dos tamanhos das leituras geradas. O eixo Y
corresponde ao numero de reads e o eixo X, o tamanho das reads.

A tabela 16 apresenta os resultados de qualidade geral das reads
e bases alinhadas. O pardmetro AQ (Alignment Quality) refere-se a
qualidade de alinhamento em escala Phred; AQ17 corresponde a escala
Phred de 17, ou seja, 2% de erro na identificagdo de bases em uma
determinada read (isto ¢, 2 nucleotideos incorretos em uma read de 100
pb); AQ20 equivale a 1% de erro e "perfeito" equivale a qualidade igual
ou superior a AQ30 (<0,1% de erro). O resultado de alinhamento das
reads para o pool de pacientes apresentou 67,8 Mb de sequéncias com
qualidade superior a AQ30; estas sequéncias correspondem a reads com
comprimento médio de 139 pb sem nenhum erro de sequenciamento.
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Tabela 16. Qualidade de alinhamento das reads.

AQL7 AQ20 Perfeito
NuUmero total de bases 79,95 77,1 67,8
(Mb)
Comprimento médio (pb) 158 154 139

AQ17: alignment quality 17; AQ20: alignment quality 20; Mb:
mega bases; pb: pares de bases.

Para concluir, o sequenciamento do gene CFTR nos 6 pacientes
gerou uma média de 86.300 reads por paciente. Em média, 98% destas
sdo mapeadas para as regides alvo do gene CFTR. Para os 6 pacientes
analisados em um chip 314™ obteve-se uma cobertura média de
225.000X, que se mostrou muito satisfatoria, uma vez que os valores de
cobertura impactam diretamente na qualidade e confiabilidade da
deteccao de variantes.

6.2.7.2  Alteragdes encontradas

No total, foram detectadas 9 alteracdes diferentes nas 6 amostras,
descritas na tabela 17.

Tabela 17. Alteragdoes detectadas nas 6 amostras analisadas por
sequenciamento.

Nome legal Localizagdo cDNA dbSNP
E92X* Exon 4 c.274G>T rs121908751
M470V** Exon 10 c.1408G>A rs213950
P205S* Exon 6 c.613C>T rs121908803
F508del* Exon 10 c.1521 1523delCTT rs113993960
IVS8(TG)m** intron 8 c.1242-12_1242-35TG 1200454589
R1066C* Exon 20 c.3196C>T rs78194216
406-6T->C**  Intron 3 ¢.274-6T>C rs371315549
711+5G->A*  Intron 5 c.579+5G>A rs78440224

3132delTG* Exon 19 ¢.3002_3003delTG rs193922731

*Mutagdes; **Polimorfismos; dbSNP: Single Nucleotide
Polymorphism Database;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs121908751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs213950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs121908803
javascript:void(0)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs78194216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs371315549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs78440224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs193922731
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Dos 6 pacientes, que previamente realizaram o rastreamento
molecular com painel 36 mutagdes, 3 tiveram o genotipo (mutagdo)
definido pelo sequenciamento, 2 tiveram o genotipo parcialmente
definido e 1 ndo teve o genoétipo definido por nenhuma das duas técnicas

(Tabela 18).

Tabela 18. Comparagdo dos resultados obtidos com o painel 36
mutagdes e sequenciamento dos 6 pacientes incluidos no estudo.

RESULTADOS 3 RESULTADOS

PACIENTES PAI[\I_EL 36 MUTAQ_OES SEQ_UENCIAMEI}I'_I‘O

Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo
Mutac6es | Polimorfismos | Mutacgdes | Polimorfismos

25 ND ND E92X/? M470V/?

F508del/ M470V/?

o

26 F508del/? 9T/7T P205S 9T/ 7T

M470V/?

27 ND 7T/7T ND TT7T
-6T->C/?
28 RI066C/2 | 7T/7T R1066C/ | H066T>C

7T/7T

F508del/ M470V/?

? -
29 F508del/? 9T/7T 711+5G 9T/7T
>A
M470V/?
31 Fsosdel? | om/7T | O8N
¢ 9T/7T

ND: Nenhuma mutagdo detectada pela técnica; ? =

polimorfismo ndo detectado;

Mutag¢do ou
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7 DISCUSSAO E CONCLUSOES

7.1 ESTUDO RETROSPECTIVO

No Brasil, o programa nacional de triagem neonatal contempla
a triagem para FC com a dosagem sérica do IRT. A confirmagdo
diagnodstica com a andlise da concentracao de eletrdlitos no suor (teste
do suor) e a pesquisa da mutagdo mais comum, a F508del
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Entretanto, estudos mostraram que
a frequéncia da mutagdo F508del no Brasil é de aproximadamente 47%
(FAUCZ et al., 2010), muito similar as frequéncias encontradas em
Portugal (45%), Espanha (53%) e Italia (51%), provavelmente em
decorréncia da colonizacdo ocorrida no Brasil por esses paises
(BOBADILLA et al., 2002). Deste modo, ndo sendo a populagdo
brasileira etnicamente homogénea, a heterogeneidade de mutagdes varia
entre as regides (ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al., 2005).

No presente estudo, dos 226 alelos analisados (Tabela 9), a
mutacdo F508del foi identificada em 116 (51,33%). Outras pesquisas de
frequéncia alélica realizadas no Brasil também revelaram variagdes na
prevaléncia da F508del como observado por Streit et al. (2003) no Rio
Grande do Sul, Raskin et al. (2003) no Parana, Coutinho et al. (2013)
em Sdo Paulo, Perone et al. (2010) em Minas Gerais, Cabello et al.
(2001) no Rio de Janeiro e Aratjo et al. (2005) no Pard, nos quais,
respectivamente, as analises de 154, 100, 140, 222, 148 e 66 alelos,
mostraram a frequéncia de 48,7%, 39%, 50%, 48,2%, 25,68% e 22,7%.
Além da mutacdo F508del apresentar prevaléncias variaveis de Estado
para Estado, a sua frequéncia também tem se mostrado reduzida em
comparagdo as taxas mundiais e aquelas registradas em populac¢des
euro-descendentes (cerca de 66% dos casos), provavelmente em
decorréncia da variagdo étnica em cada regido (BOBADILLA et al.,
2002; ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al., 2005).

Embora a F508del seja a mutacdo mais frequente e a
preconizada pelo programa nacional de triagem neonatal para o
diagnoéstico da FC (MINISTERIO DA SAUDE, 2004; BIEGER et al.,
2012), outras muta¢des podem estar envolvidas. Em andlise de pacientes
brasileiros com FC, Raskin e colaboradores (1999) mostraram que a
F508del e outras 4 mutagdes (G542X, N1303K, G551D e R553X)
representaram 56% dos alelos de FC. Segundo o Registro Brasileiro de
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Fibrose Cistica, 2014, as 4 mutagdes ndo F508del mais frequentes foram
G542X (4,33%), 3120+1G>A (1,18%), R334W (1,12%) e R1162X
(1%).

Em Santa Catarina observamos 5 mutacgdes (G542X, R334W,
R1162X, N1303K e 3120+1G>A) com frequéncia alélica superior a 1%,
que em conjunto com a mutacao F508del totalizaram 65,04% dos alelos
caracterizados (Tabela 9). Analisando-se somente a muta¢do F508del, a
taxa de detecgdo foi de 51,33%, desta forma a utilizagdo de estratégias
baseadas na analise adicional de outras mutagdes do gene CFTR permite
aumentar a acuidade do diagnostico da FC, melhorando o valor
preditivo dos programas de rastreio como o teste de triagem neonatal e o
teste do suor (CABELLO et al., 2003; ROSENSTEIN et al., 2003).

Portanto, excluindo-se os alelos que ndo puderam ser
identificados (30,97% dos casos), as 6 mutagdes (F508del, G542X,
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) com maior frequéncia
encontradas em nosso estudo representaram 94% dos alelos
identificados (Figura 6). Em nossa casuistica, a mutacdo G542X foi
identificada em 4,87% dos alelos analisados (Tabela 9). Frequéncia
semelhante as encontradas nos estudos de Alvarez et al. (2004), Cabello
et al., (2005), Friedrich (2007), Faucz et al., (2007), Perone et al. (2010)
e Coutinho et al. (2013), que respectivamente foram: 4,2%, 2,1%, 4,1%,
6,3%, 4,5% e 4,3%. Mundialmente, a mutagdo G542X ¢é a segunda mais
frequente (2,4%), sendo mais prevalente na Itdlia e Espanha
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/).

As outras 4 mutacdes (R334W, R1162X, NI1303K e
3120+1G>A) verificadas em nosso estudo apresentaram a mesma
frequéncia alélica de 2,21%. Numa investigagdo realizada em
fibrocisticos na cidade do Rio de Janeiro, Cabello et al. (2001)
identificaram a mutagdo R334W como a responsavel pela doenga em
2,6% dos individuos analisados, cujos resultados foram similares ao do
presente estudo e de Bernardino et al. (2000) em amostra de Sdo Paulo.
No Rio Grande do Sul, esta muta¢do, mais encontrada no sul da Europa,
foi detectada em 1,3% de individuos analisados (STREIT et al., 2003).

A frequéncia detectada da mutacdo R1162X em nossa pesquisa
foi semelhante a encontrada no Estado do Parana. Dos 100 alelos
analisados apenas dois (2%) apresentaram a mutagdo, comum na [talia
(RASKIN et al., 2003). Coutinho et al. (2013) também verificaram esta
mutacdo em 2,4% dos alelos em pacientes no Estado de Sdo Paulo.
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A N1303K ¢ a quarta mutagdo mundialmente mais frequente
(1,3%), sendo mais prevalente na Italia
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Na presente pesquisa foi identificada
em 2,21% dos 226 alelos analisados. Bernardino et al. (2000) e
Coutinho et al. (2013) encontraram as seguintes frequéncias,
respectivamente, 2,5% e 1,43%. Enquanto Raskin et al. (2003) e Faucz
et al. (2007) identificaram esta mutacdo em 5,21% e 4,5% dos alelos,
respectivamente.

A mutagdo 3120+1G>A ¢é a mais prevalente (46%) na Africa
(GOLDMAN et al., 2001) e a segunda mais prevalente (9-14%) em
americanos afrodescendentes, perdendo em frequéncia apenas para a
F508del (MACEK JUNIOR et al., 1997; MASEKELA et al., 2013). No
Brasil, Cabello et al. (2001), foram os primeiros a reportar essa mutagao
em 5 pacientes (6,7%) no Rio de Janeiro. No Estado da Bahia, onde a
populacdo ¢ bastante miscigenada esta mutacdo foi encontrada em 4
pacientes (9%) (MOTA, 2015) e em Minas Gerais em 9 pacientes
(4,05%) (PERONE et al., 2010). No Estado de Santa Catarina, onde a
maioria ¢ de origem caucasoide, esta mutacdo foi encontrada em 5
pacientes (2,21%), o que presumivelmente emergiu de mistura étnica
com afrodescendentes.

As demais muta¢des detectadas em Santa Catarina mostraram
as seguintes frequéncias (Tabela 9): CFTR dele2,3 (21 kb) (0,88%),
R553X (0,44%), 1717-1G>A (0,44%), 2183AA>G (0,44%), 1507del
(0,44%), R1066C (0,44%), W1282X (0,44%) e Y1092X (0,44%). CFTR
dele2,3 (21 kb) ¢ uma mutacdo de origem eslava (DORK et al., 2000) e
ndo ha relatos de sua descricdo no Brasil. As mutagdes R553X, 1717-
1G>A, 1507del e R1066C sdo de origem européia e no Brasil foram,
respectivamente, identificadas em 0,28%, 0,22%, 0,12% ¢ 0,28% dos
alelos analisados (CASTELLANI et al, 2008; REGISTRO
BRASILEIRO DE FC, 2014). A 2183AA>G foi encontrada pela
primeira vez em trés pacientes com FC de origem sardenha
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr) e no Brasil a frequéncia observada foi
de 0,25% (REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014). A W1282X é uma
mutacdo de origem Judaica-Ashkenazi (ZIELENSKI e TSUIL 1995)
encontrada em 0,50% dos alelos analisados no Brasil (REGISTRO
BRASILEIRO DE FC, 2014). A mutagdo Y1092X foi identificada pela
primeira vez na populacdo canadense francesa (BOZON et al., 1994;
PEREIRA et al.,1999) e no Brasil foi observada com uma frequéncia de
0,19% (REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014).
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Segundo as diretrizes do programa nacional de triagem neonatal
somente a identificacdo de duas mutagdes patogénicas no gene CFTR,
uma em cada alelo, confirma o diagndstico molecular (REIS e
DAMACENO, 1998). Em nosso estudo, observamos que 30,97%
(Tabela 10) dos pacientes tiveram o diagndstico molecular definido pela
mutacdo F508del, este baixo percentual de pacientes com teste genético
confirmado por duas mutagdes também foi verificado em pesquisas
realizadas no Rio Grande do Sul (STREIT et al., 2003), Sdo Paulo
(COUTINHO et al., 2013), Minas Gerais (PERONE et al., 2010) e Rio
de Janeiro (OKAY et al., 2005) onde pacientes homozigotos para a
mutagdo F508del totalizaram, respectivamente, 31,2%, 30%, 26,13% ¢
10,81% dos casos de FC.

No entanto, dos gendtipos definidos de nossa pesquisa 6
mutagdes (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A),
quando em combinagdo, apresentaram potencial para definir o
diagnéstico molecular em 89,83% dos pacientes fibrocisticos
catarinenses (Tabela 10). Este achado é particularmente importante, pois
a presenca de determinadas muta¢des no gene CFTR contribuem na
determinacdo da gravidade das manifestacdes clinicas da doenga
(CASTELLANTI et al., 2008). A mutacdo F508del, por exemplo, estd
associada as manifestacdes clinicas graves de FC, entretanto, existe uma
grande variabilidade do grau de comprometimento da doenca entre as
pessoas que apresentam esta mutacdo em homozigose e quando em
combinagdo com mutagdes das classes IV, V ou VI do gene CFTR (OOI
etal., 2011). Além disso, o conhecimento da identidade genética de cada
paciente pode contribuir para um tratamento individualizado e ndo
padronizado (SLOANE e ROWE, 2010).

Neste contexto, no mercado internacional novos medicamentos
estdo sendo utilizados com éxito na modulagdo da proteina CFTR,
agindo de maneira mutagdo-especifica (CASTRO e FIRMIDA, 2011), o
que depde contra o rastreio molecular de uma tnica mutagcdo em Santa
Catarina ¢ no Brasil. As mutagdes de classe I (G542X, R1162X e
3120+1G>A) identificadas em nosso estudo, embora apresentem baixa
frequéncia, vale ressaltar que estudos em modelos animais ¢ humanos
tém sido promissores para novos farmacos corretores da fungdo da
CFTR para essas mutacdes, entre eles, PTC124 (FLUME et al., 2012).

Ao contrario da mutagdo F508del, também de classe II, com
alta frequéncia, a N1303K apresentou baixa prevaléncia (2,21% dos
alelos analisados). Para essa classe de mutagdo, farmacos corretores e
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potenciadores da fung@o da CFTR tém sido pesquisados, tais como VX-
770 e VX-809 (FLUME et al., 2012; COUTINHO et al., 2013).

A G551D de classe III é a terceira mutagdo, mundialmente,
mais prevalente (1,6%), sendo encontrada com frequéncia na populacio
inglesa (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Em nosso estudo ndo foi
identificada, entretanto, ¢ uma das mutagdes mais pesquisadas no Brasil,
com frequéncia diversificada entre os Estados: Para (3%), até regides
onde também nao foi detectada como Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e
Rio grande do Sul (RASKIN et al., 2003; STREIT et al.,, 2003;
ARAUIJO et al., 2005; PERONE et al., 2010; COUTINHO et al., 2013).
Para esta mutacdo, esta disponivel no mercado internacional o fairmaco
VX-770, conhecido como kalydeco (COUTINHO et al., 2013; CFF,
2015).

Mesmo com a melhora da sensibilidade do teste genético,
incluindo-se mutagdes além da F508del, uma grande parcela dos
pacientes com FC serd portador de uma mutacdo ndo identificada
(PEREZ et al., 2007). Portanto, a investigagdo de outras mutacdes nao
observadas em Santa Catarina como a G551D, porém frequentes no
Brasil, podem contribuir para aumentar a taxa de detecgdo e possibilitar
0 uso de terapias personalizadas.

Desta forma, a determinac¢do do perfil mutacional da populagdo
de Santa Catarina ¢ um dado de extrema importancia ndo apenas para o
desenvolvimento de estratégias de diagnostico molecular eficientes, mas
também para que, com o conhecimento das mutacdes caracteristicas da
populacdo catarinense, possa ser criada uma diretriz que auxilie no
manejo ambulatorial e tratamento dos afetados.

7.2 PAINEL DE 6 MUTACOES

Nos Estados Unidos o rastreio mutacional para FC ¢ realizado
através de um painel que identifica as 23 mutagdes mais comuns na
populacdo norte-americana. A taxa de detec¢do de portadores para FC
através deste painel varia de acordo com a origem étnica, sendo 94% em
judeus Ashkenazi, 88% em brancos nédo hispanicos, 72% em hispanicos,
65% em afro-americanos ¢ 49% em americanos de origem asiatica
(ACOQG, 2011). Strom e colaboradores (2011), utilizando um painel de
32 mutagdes, observaram que a taxa de detec¢do ndo variou muito da
obtida com painel de 23 mutacdes sendo 88% em judeus Ashkenazi,
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86% em brancos ndo hispanicos, 75% em hispanicos, 63% em afro-
americanos e 43% em americanos de origem asidtica.

Em outro estudo realizado por Heim et al. (2001), nos Estados
Unidos, utilizando painéis de 70 e 86 mutagdes a taxa de deteccdo de
mutagdes no gene CFTR foi de 81% em americanos nativos, 85% em
caucasianos de origem européia, 95% em judeus Ashkenazi, 58% em
hispanicos, 62% em afro-americanos e 37% em americanos de origem
asiatica.

A populagao brasileira ¢ ainda mais heterogénea do que a norte-
americana, entretanto, em alguns centros de referéncia em FC o
rastreamento mutacional ¢ realizado através de kits de diagndstico
molecular importados, que sdo altamente especificos, porém, pouco
sensiveis, ou seja, detectam, no maximo, 80 a 85% dos alelos de
pacientes com FC (REIS e DAMACENO, 1998). A reduzida
sensibilidade do método ¢ devido a miscigena¢ao racial, uma vez que as
mutagdes causadoras da FC em paises europeus e norte-americanos nao
sdo as mesmas verificadas no Brasil (RASKIN et al., 1993). Neste
sentido, o conhecimento do perfil mutacional de cada populacdo é o
principio crucial para o desenho e aplica¢do de qualquer nova estratégia
em prol de avangos diagnosticos e terapéuticos.

Em Santa Catarina o estudo preliminar com um painel de 5
mutagdes (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A)
teve um poder de detecgdo de 66,67% para mutacdes do gene CFTR
(Tabela 15). Estudos anteriores realizados no Brasil utilizando painéis
de mutagdes relataram uma taxa de deteccdo de 26% para 4 mutagdes no
Para (ARAUJO et al., 2005), 42,5% para 5 mutagdes em Sdo Paulo
(PARIZOTTO e BERTUZZO, 1997), 57,9% para 6 mutagdes em Sao
Paulo (COUTINHO et al., 2013), 68% para 8 mutacdes em Minas
Gerais (PERONE et al., 2010) e 54,5% para 11 mutagdes no Rio Grande
do Sul (STREIT et al., 2003).

Em Minas Gerais, Raskin et al. (2003) utilizando um painel de
70 mutagdes encontraram uma taxa de detec¢do de 75% em pacientes
euro-brasileiros ¢ de 21% em pacientes afro-brasileiros. No sul do
Brasil, uma pesquisa envolvendo uma varredura completa do gene
CFTR, por sequenciamento, detectou 95% dos alelos mutados no Estado
de Santa Catarina e 73% dos alelos FC no Estado do Parana (FAUCZ et
al., 2007). Enquanto, no Rio de Janeiro foram detectados por
sequenciamento 45,26% dos alelos mutados (CABELLO et al., 2005).
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Adicionalmente, uma compilagdo de mutagdes do gene CFTR
encontradas em paises latino-americanos mostrou que um "painel
minimo" cobrindo as seis muta¢des mais freqiientes relatadas no Brasil
(F508del, G542X, R1162X, W1282X, N1303K e R334W) teve um
poder de deteccdo estimado de 53% (PEREZ et al., 2007). Desta forma,
em paises com alta heterogeneidade étnica, como o Brasil, e com baixa
freqiiéncia de F508del é necessario ter painéis de mutacdo especificos
de regido, permitindo um aumento da sensibilidade do painel para fins
de diagnéstico e de programas de rastreio da FC (PERONE et al., 2010).

Neste contexto, o fato de o painel aqui apresentado ter
detectado pelo menos um alelo mutado em todos os 21 doentes
analisados com um poder de detec¢do de 66,67% (Tabelas 14 e 15)
representa um aporte para o rastreio molecular da FC no Estado de
Santa Catarina, aproximando-se ao poder de deteccdo de outras
metodologias mais completas como painéis de mutagdes importados e
sequenciamento génico. Ademais, a técnica escolhida e empregada
(PCR-ASO) para a deteccdo das 6 mutagdes mostrou-se simples e
eficiente, o que a torna uma alternativa de diagndstico molecular viavel
para a triagem da FC em Santa Catarina, uma vez que metodologias
mais completas sdo inviaveis para auxiliar no diagnostico confirmatdrio
de FC no sistema publico de satide por apresentarem elevado custo por
analise e por serem técnicas muito laboriosas.

7.3 SEQUENCIAMENTO

Poucos centros de referéncia no Brasil tém acesso a painéis de
triagem de mutac¢des mais extensos ou podem realizar o sequenciamento
completo do gene para diagnoéstico de casos atipicos da FC (DALCIN e
ABREU, 2008). Geralmente, a metodologia de sequenciamento ¢
empregada com maior frequencia em trabalhos de pesquisa e na
definicdo de um gendtipo depois da utilizagdo de outro sistema que
detectou a presenca de uma mutacao (FRIEDRICH, 2007).

No presente estudo, dos 6 pacientes, que previamente
realizaram o rastreamento molecular com painel 36 mutagdes, 3 tiveram
o gendtipo definido pelo sequenciamento, 2 tiveram o gendtipo
parcialmente definido e 1 ndo teve o genotipo definido por nenhuma das
duas técnicas (Tabela 18). O uso combinado de técnicas moleculares
ndo garante a deteccdo das duas mutagdes causadoras da doenga em
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todos os pacientes, cerca de 1 a 5% dos alelos permanecem
indeterminados em pacientes com FC classica, sendo que a frequéncia
aumenta em pacientes com FC atipica (OOl et al., 2011).

A FC classica abrange pacientes com ou sem insuficiéncia
pancreatica com historia familiar, teste de triagem neonatal (IRT) acima
de 70 ng/ml e dosagem de cloreto no suor maior que 60 mEg/lL
Enquanto na doenga ndo classica ou atipica os achados fenotipicos sao
encontrados em pelo menos um o6rgdo ou sistema, com dosagem de
cloreto no suor normal - menor que 30mEq/l - ou limitrofe — 31 e 59
mEq/l (FARRELL et al, 2008; FARRELL et al., 2017).

Dentre os achados clinicos, deste estudo, a presenga de
insuficiéncia pancreatica exocrina tendeu ser mais frequente nos casos
com diagnostico molecular confirmado (dados aqui ndo mostrados).
Entretanto, outras caracteristicas clinicas foram observadas nos
pacientes como: ileo meconial, colonizagdo broncopulmonar por germes
sugestivos de FC, anormalidades gastrointestinais e nutricionais. A
maioria dos casos (pacientes 25, 26, 28 e 31) apresentou teste de triagem
neonatal acima de 70 ng/ml. Dos 3 pacientes com diagndstico molecular
definido pelo sequenciamento, 2 apresentaram teste do suor classificado
como alterado (pacientes 26 € 31) e 1 ndo foi possivel obter o resultado
do teste (paciente 29). O paciente 28 com genotipo parcialmente
definido também apresentou teste do suor alterado. Por outro lado, o
teste do suor se apresentou normal em 1 dos 2 casos com uma mutacgao
identificada (paciente 25) e no Unico caso em que a muta¢do nao foi
identificada (paciente 27), o teste do suor se mostrou alterado na
primeira amostra e normal nas seguintes (Tabela 18).

Portanto, os 2 casos (pacientes 26 e 31) com diagnostico
genético de FC podem ser caracterizados como doenca classica, pois
tinham o teste do suor alterado; enquanto 1 paciente com genotipo
parcialmente definido (paciente 25) e 1 sem diagnostico genético
(paciente 27) podem ser caracterizados com doenga atipica, pois tinham
eletrolitos do suor com valores normais.

Com o avanco do conhecimento e com a disponibilidade da
avaliacdo genética estendida, casos com maior dificuldade diagndstica
podem ser investigados (DALCIN e ABREU, 2008). Em nossa
pesquisa, 6 pacientes de dificil diagnostico e que previamente
realizaram o rastreamento molecular com painel de 36 mutagdes foram
selecionados para realizar o sequenciamento. No total, foram detectadas
9 alteracdes diferentes nas 6 amostras analisadas (Tabela 17).
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A E92X ¢é uma mutagdo de classe I, de origem germénica e
nunca foi descrita no Brasil anteriormente. Esta mutacao causa FC grave
porque causa defeitos de splicing sem produgdo de proteina. Quanto aos
achados fenotipicos, esta mutagdo esta associada a doencga tipica com
insuficiéncia pancreatica e doenga pulmonar cronica (WILL et al.,
1994).

A P205S ¢é uma mutagdo de classe IV, de origem hispanica e no
Brasil apresenta frequéncia de 0,09% (REGISTRO BRASILEIRO DE
FC, 2014). Cabello et al. (2005) e Marson et al. (2013) identificaram
esta mutacdo, respectivamente, no Rio de Janeiro (1,05%) e Sdo Paulo
(0,6%). A mutagdo P205S produz um canal que responde ao
monofosfato de adenosina ciclico com condutincia reduzida,
diminuindo assim o transporte de cloreto (WILSCHANSKI et al., 1995).
Os pacientes com esta mutacdo podem apresentar suficiéncia
pancreatica, baixos niveis de cloro no suor e dano pulmonar
intermediario (ROWNTREE e HARRIS, 2003).

As mutacoes de classe II, F508del e R1066C, estao associadas a
deficiéncia no processamento de proteinas, resultando em sintese da
proteina CFTR que ndo é capaz de atingir a membrana apical (WELSH
e SMITH, 1993; MARSON et al., 2013). A mutagdao F508del esta
associada a FC de maior gravidade clinica (DRUMM et al., 2012).
Enquanto, pacientes com a mutagdo R1066C podem apresentar
insuficiéncia pancreatica ou fungdo pancredtica normal quando em
combinac¢do com uma mutagado de classe leve (FANEN et al., 1997).

A 711+5G->A ¢é uma mutacao de classe I que causa defeitos de
splicing sem produgdo de proteina, portanto, responsavel pela
insuficiéncia pancreatica dos pacientes (BISCEGLIA et al, 1994;
http://www.genet.sickkids.on.ca). Esta muta¢do é de origem hispanica
(CASTELLANI et al., 2008) e no Brasil apresenta frequéncia de 0,03%
(REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014). Faucz et al. (2007)
detectaram esta mutag@o no Parana em 1,5% dos 68 alelos analisados.

A mutacdo de classe I, 3132delTG, causa modificacdo na
sequéncia de leitura (frameshift), resultando em proteina truncada,
instavel e facilmente degradavel (http://www.genet.sickkids.on.ca).
Portanto, esta mutagdo esta associada a fendtipos mais graves da
doenca. Existem poucos relatos na literatura sobre a frequéncia desta
mutagdo em outros paises, entretanto, Picci et al. (2010) observou uma
frequéncia de 0,9% na populacio italiana. Segundo o Registro Brasileiro
de FC, 2014, a frequéncia desta mutacdo ¢ de 0,03%.
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Os polimorfismos s@o varia¢des de sequéncia que ndo causam
FC, mas podem alterar a producdo e a fungdo da proteina CFTR. Mais
de 200 polimorfismos ja foram identificados no gene CFTR
(http://www.genet.sickkids.on.ca). A variante IVS8(TG)m (Tabela 17),
encontrada em nosso estudo, ¢ um polimorfismo que induz a perda do
éxon 9 no splicing (CUPPENS et al., 1998). Este polimorfismo,
também conhecido como sequéncia poliT, esta localizado no intron 8, ¢
¢ uma sequéncia de polipirimidinas, compostas por 5, 7 ou 9 timinas em
sequéncia, originando os alelos 5T, 7T ou 9T (CHU et al., 1993). Um
menor nimero de timinas nessa regido esta associado com o aumento na
frequéncia de perda do éxon 9 durante a transcricdo do CFTR. Portanto,
individuos homozigotos para o alelo 5T apresentam maior frequéncia
(66 a 90%) de perda do éxon 9 em comparacdo aos homozigotos 7T (12
a25%) e 9T (1 a 13%) (DAHL et al., 2005). O produto transcrito do
CFTR sem o éxon 9 resulta em uma proteina mal dobrada e ndo
funcional (RADPOUR et al., 2007).

Cinco dos 6 pacientes analisados apresentaram os alelos 7T e
9T (Tabela 18). Conforme descrito anteriormente, os transcritos
derivados de alelos com 7 ou 9T apresentam baixos niveis de remocao
do éxon 9 (DAHL et al., 2005). Deste modo, os pacientes incluidos
neste estudo provavelmente ndo apresentaram fendtipo de FC
influenciado pelo polimorfismo IVS8(TG)m.

O polimorfismo M470V presente no éxon 10 afeta a intensidade
da doenga e a fungdo de transporte de anion da proteina CFTR (LEE et
al. 2003). Um individuo que seja portador de uma mutagéo causadora de
FC em um alelo, produzindo proteina CFTR ndo funcional, e o
polimorfismo M470V no outro alelo, encontra-se sujeito a uma redugao
da atividade transcricional do alelo ndo mutado, podendo apresentar um
fendtipo moderado ou atipico de FC (ROWNTREE e HARRIS, 2003).
Em nosso estudo, o paciente 25 apresentou esta caracteristica (Tabela
18). Além disso, a variante M470V foi encontrada em maior frequéncia
associada com a mutacdo F508del (VERA et al., 2005), como também
observado no presente estudo. Na FC monossintomatica, a M470V
interfere na biogénese da proteina CFTR, aumentando em 1,7 vezes a
atividade intrinseca do cloro. Portanto, em pacientes com FC, suficiente
pancreatico, o diagndstico de pancreatite pode preceder um diagndstico
de FC atipica (DE BOECK et al., 2005).

A 406-6T->C foi descrita primeiramente na Franca e ¢ relatada
como possivel polimorfismo, pois foi encontrada em uma crianga com o
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gendtipo 406-6T->C/F508del, a qual ndo apresentava sintomas e o teste
do suor era normal. Entretanto, esta variante também foi encontrada em
um paciente sem nenhuma mutacao identificada, suficiente pancreatico,
com sintomas respiratorios moderados e eletrolitos do suor com valor
acima de 60 mEql/l (http://www.genet.sickkids.on.ca/). No presente
estudo, o paciente 28 apresentou este polimorfismo associado a mutagao
R1066C, insuficiéncia pancreatica e teste do suor alterado.

A presenca de apenas uma muta¢do ou nenhuma encontrada na
analise molecular ndo descarta o diagnostico de FC. Casos de FC atipica
em que nenhuma mutagdo foi encontrada ja foram descritos (GROMAN
et al., 2004). Por isso, mutagdes nao detectadas, como observado em
nosso estudo, podem estar em regides que ndao sdo normalmente
analisadas, como sequéncias regulatdrias distantes ou regides
promotoras, ou entdo dever-se a mutagdes e/ou polimorfismos em genes
modificadores como TNF-o ¢ MBL2 (DEQUEKER et al., 2009;
CULLING e OGLE, 2010).

Os genes modificadores podem agir por diferentes vias na
modulagdo da gravidade e variabilidade clinica da FC, sendo as
principais possibilidades: (1) em células ou tecidos especificos, ou ter
acdo sistémica; (2) efeitos qualitativos ou quantitativos, ambos em nivel
da proteina ou no fendtipo da doenga; (3) agdo especifica na
apresentacdo da doenga, bem como agfo inespecifica; (4) acao direta ou
controlada sobre a mutagdo que acarreta a doenga, bem como, sobre
condi¢des ambientais especificas (SONTAG e ACCURSO, 2004;
SLIEKER et al., 2005).

Existe variabilidade fenotipica na expressdo da FC em relagdo
ao gendtipo dos pacientes (CUTTING, 2010), ndo sendo observada
correlagdo estrita entre mutagdes especificas no gene CFTR e o fendtipo
(VANKEERBERGHEN et al., 2002), diferenca esta, explicada pela
interagdo do ambiente ¢ de fatores genéticos adicionais acerca do
fenotipo (STANKE et al., 2011). Cerca de 2% da populagdo mundial ¢é
portadora assintomatica de mutagdes no gene CFTR (MARSON et al.,
2013), no entanto, genes modificadores e polimorfismos genéticos
podem estar envolvidos na penetrancia fenotipica da doenga (GROMAN
et al, 2004). No presente estudo, o paciente 27 apresentou-se
assintomatico, nenhuma mutacdo no gene CFTR foi identificada pela
técnica utilizada, porém apresentou dois polimorfismos M470V e
IVS8(TG)m que podem estar relacionados com a penetrancia fenotipica
da FC. Entretanto, investigacdes adicionais de mutagdes no gene CFTR
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por outras técnicas de sequenciamento precisariam ser realizadas, bem
como a pesquisa de genes modificadores.

Na populagido de pacientes com achados compativeis de FC a
analise molecular da regido codificante do gene CFTR contribuiu para o
diagnostico definitivo da doenga em 3 casos, sendo que 2 casos
apresentaram teste do suor alterado; e possibilitou a identificagdo de um
alelo mutado em um paciente com teste do suor normal (Tabela 18). Os
pacientes sem muta¢des identificadas, provavelmente possuem
altera¢des ainda ndo detectaveis pela técnica molecular utilizada.

Com base no exposto, a investigacdo diagnostica de FC requer
testes diagnosticos adicionais ao teste do suor, pois este ndo possui
especificidade suficiente para excluir a doenga neste grupo de pacientes.
Neste contexto, a pesquisa genética expandida com a deteccdo de
mutagdes além da F508del é imprescindivel para a correlagdo
genotipo/fendtipo, possibilitando o diagnéstico das formas atipicas da
doenga e um melhor monitoramento dos pacientes.

Entretanto, painéis de sequenciamento, além de serem
dispendiosos, sdo técnicas inapropriadas para detectar mutagdes raras,
pois as mutacdes de FC ndo sdo igualmente distribuidas entre as
diferentes populacdes. Ademais, um dos obstaculos para estudos
abrangentes do gene CFTR ¢ a sua grande dimensao, compreendendo 27
éxons com elevado numero de mutagdes e polimorfismos, bem como
regides intronicas e reguladoras, que normalmente ndo sdo avaliadas por
apresentarem variantes de frequéncia rara (WEISS et al., 2005;
CASTELLANTI et al., 2008).
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8 PERSPECTIVAS

e Pode-se estimar que os dados resultantes do presente estudo
abrirdo um leque de oportunidades que, imediata ou
futuramente, poderdo repercutir em inumeras externalidades
positivas como: antecipar o diagnostico da FC, reduzindo a
defasagem entre o aparecimento dos primeiros sintomas e o
diagnostico definitivo; aumentar a taxa de diagnostico
molecular; facilitar o tratamento dos portadores da FC; diminuir
a possibilidade de internacdes recorrentes; barateamento dos
exames de diagnostico molecular da FC; aumentar a
investigacdo de portadores e possibilitar o aconselhamento
genético aos casais e familiares em relacdo a futuras gestacdes
e, finalmente, grande impacto social para a populagdo
catarinense no aumento da sobrevida dos pacientes;

e Sera desenvolvido e validado um Kit diagnéstico para FC para a
deteccdo das 6 mutagdes selecionadas com a menor
laboriosidade e custo por analise possivel, sem perder a
sensibilidade esperada;
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ANEXO 1
COMPROVANTES DA APROVAGAO DO PROJETO DE
PESQUISA NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM
SERES HUMANOS
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 789.932
Data da Relatoria: 11/09/2014

Apresentagdo do Projeto:

A fibrose Cistica (FC) é uma doencga genética de heranga autossémica recessiva, caracterizada por
manifestagdes cronicas e progressivas que atingem os sistemas respiratério, digestivo e reprodutor de
criangas e adultos jovens, levando-os, frequentemente, a morte prematura. O diagnéstico precoce da FC
tem demonstrado ser um fator determinante Para um prognéstico mais favoravel do paciente, possibilitando
aos fibrocisticos tratamento e monitoramento pré sintomatico voltados a adiar e controlar as complicagtes
decorrentes da doenga, e elevar sua expectativa de vida. A média de sobrevida dos pacientes com FC no
Brasil é de apenas 18 anos, uma estimativa que equivale a observada em palses desenvolvidos ainda nos
anos 80. Isto indica a necessidade de adequar o sistema de diagnéstico e tratamento da doenca utilizado no
Brasil aos padrées empregados em paises onde estas estratégias ja estdo bem desenvolvidas, Neste
sentido, j& se sabe que a utilizagso de estratégias baseadas na analise de diferentes mutacdes do gene
CFTR permite aumentar a acuidade do diagnostico, melhorando o valor preditivo dos programas de rastreio.
Assim, a abordagem nacional de rastreamento da FC seria mais eficiente se, uma vez conhecido os perfis
mutacionais variaveis das diferentes regides e grupos étnicos do pals, fossem realizadas analises para a
identificagéo das mutagtes significativas de cada grupo Populacional brasileiro. Porém, um dos grandes
problemas atuais no diagnéstico genético laboratorial da FC é a
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falta de um método rapido, barato e confiavel para fazer isto. Sendo assim, o objetivo do presente projeto &,
inicialmente, selecionar entre 43 diferentes mutacdes do gene CFTR de int clinico e epid; gico
para a populagéo brasileira, aquelas identificadas mediante rastreio epidemiol6gico-molecular em recém
nascidos com suspeita de FC oriundos do Estado de Santa Catarina, bem como aquelas que, segundo
tud , séo freqL ite observadas em outros Estados. Em seguida, propde-se desenhar e
padronizar uma metodologia, baseada na reagéio em cadeia da polimerase (PCR), que possibilite a
amplificagéo simultanea do painel das mutacdes de interesse anteriormente selecionadas, para, ent&o,
desenvolver um kit diagnéstico molecular para FC e valida-lo, através da sua aplicagédo em novas amostras
de recém-nascidos com diagnéstico de FC confirmado e mediante controle externo de qualidade, a
realidade regional e nacional. Com esta estratégia, se buscara que a metodologia desenvolvida retina
rapidez e simplicidade de execugéo, eficiéncia diagnéstica, e baixo custo para ser introduzida ao mercado e
absorvida por programas de rastreio da doenga. Acreditamos que o produto a ser desenvolvido venha
facilitar o diagnéstico precoce da FC, posslbilm_:ndb antecipar o tratamento dos afetados e proporcionar-lhes
uma melhor qualidade de vida e prognéstico mais favoravel,
DELINEAMENTO E POPULAGAO DE ESTUDO: A populagéo de estudo ser4 dividida dois grupos:
Populagao de estudo 1 sera composta por pacientes com diagnéstico prévio de FC, oriundos de todos o
Estado de Santa Catarina, monitorados pelo Centro Especializado de suor acima de 60 mEg/l, seria
suficiente para confirmar o diagnéstico de Fibrose Cistica. Porém, por motivos técnicos, o teste &
usualmente realizado somente apés o segundo més de vida, mesmo quando hé forte suspeita clinica, entdo,
apesar da urgéncia do resultado, j& que o tempo entre a coleta e a realizagéo do teste é de importancia vital
para dar inicio ao tratamento dos casos diagnosticados, que deve comegar antes dos primeiros 30 dias de
vida, o diagnoéstico do recém-nascido n&o pode ser confirmado. Ademais, sabe-se que um numero
consideravel de afetados tem niveis intermedidrios de cloreto no suor (entre 40 e 60 mEq/l), 0 que também
dificulta o diagnéstico, e acaba em interpretagdes incorretas. Sendo assim, a analise de DNA ¢é
extremamente Gtil para confirmagao de uma hipotese
diagnéstica. Portanto, para o correto diagnostico da FC o mais adequado é constatar a presenga de no
minimo uma caracteristica clinica da doenga e a presenga do fator genético para confirmar o diagnéstico. Se
esta sistematica fosse seria possivel diminuir o tempo de diagnéstico e melhorar o valor

T P
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preditivo

positivo dos programas de rastreio, por baixar as taxas de falso-positivos/negativos.No entanto, na triagem
neonatal de FC, de acordo com as normas do MS, para a confirmagéo da disfungéio génica, busca-se
caracterizar, entre mais de 1900 mutagées do gene CFTR (Gene Regulador da Condutancia
Transmembranica - o

causador da FC), apenas a mutagéo F508, tida como a mais frequente na populag&o mundial (66%). Para
isto, 0 SUS paga 60 reais pelo teste. S6 que neste caso, a pesquisa de apenas uma mutag&o do gene
CFTR, ao invés de melhorar o valor preditivo positivo dos programas de rastreio, acaba tendendo a um
aumento de resultados falso-negativos o que, quando ainda somados & possibilidade de superposicgo de
sinais e sintomas de patologias comuns do nosso meio (como é o caso das diarreias cronicas, da
desnutrigéo e das infecgdes pulmonares), acaba por gerar falha e/ou um atraso significativo no diagnéstico
e, consequentemente, no seguimento e tratamento dos afetados. Este conjunto de circunstancias reflete em
piora prognéstica e diminuig&o da sobrevida dos fibrocisticos no Brasil, Apesar disso, é evidente que com o
custo pago pelo SUS é impossivel buscar mais de uma mutag@o para a confirmag&o da disfungo do gene.
Frente a tais “caréncias” do sistema diagnostico, em muitos Estados brasileiros a confirmagéo molecular,
mesmo sendo necessaria, nem chega ser realizada.Diante desta realidade, o DNAndlises, preocupado com
a situagdo dos portadores de FC no Brasil, autofinanciou uma pesquisa de rastreamento da FC em Santa
Catarina e obteve resultados assustadores:

os dados dos nossos estudos, realizados de 2002 até 2009, com pacientes clinicamente diagnosticados
para fibrose cistica demonstram que apenas 27% dos afetad, p a ¢do F508, a Unica
investigada em pacientes com suspeita de FC encaminhados para a identificagdo molecular da mutagéo
genética em Santa Catarina. A baixa frequéncia da mutagéo F508 foi também
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referenciada em outros Estados, variando entre 23% € 50% dos pacientes com FC. Portanto, no Brasil,
onde diferengas étnicas refletem a heterogenicidade genética, estima-se que aproximadamente 70% dos

alelos mutantes de FC, uma doenga tio pl P nao indicando que outras
mutagdes devam estar envolvidas. Estes dados apontam a necessidade 6bvia de um processo diagnéstico
onde uma triag: lecular mais detall incluindo mutagdes além da F508 seja
desenvolvida para apolar ou excluir o diagnéstico. Essa medida pode fazer a diferenga entre viver em média
10-18 anos, que é o que com as criangas brasils wﬂanos,munodeumaeﬂmm
portadora norte- por plo.Por outro lado, neste contexto é importante ainda salientar que

tanto no Brasil como na maioria dos paises em desenvolvimento, é comum utilizar padroes diagndsticos e
de tratamento desenvolvido em paises onde a FC ja € bem caracterizada. Nestes paises desenvolvidos &
comum a utilizag&o de kits diagnésticos desenvolvidos a partir das mutag@es frequentes nos paises de
origem, como por exemplo os Kits da Elucigene, que detectam simultaneamente até 50 mutagdes
frequentes da Europa. No entanto, estes kits existentes no mercado interacional, além de limitados aos de
malor poder aquisitivo, devido ao

elevado custo destes insumos, considerados extremadamente caros para o padrao publico nacional,

bam por também probl de publico alvo, ja que as mutagbes causadoras da doenga em
paises d Ividos ndo s3o as das no Brasil devido as diferengas étnicas das
populagdes. Sendo assim, por plo, o teste genético que é aplicado para criangas
norteamericanas
pode néo ser eficiente para as criangas brasileiras. Mais do que isso, existem diferencas nos
erros genéti entre nascidos nos diferentes Estad do Brasil, entre descendentes de europeus e
fri Frente ao exp fica evid a de os defeit éticos em paci

brasileiros e, a partir dai, desenvolver um teste di gné de FC particularizado ao Brasil.

—— e A = e ————
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Ademais se deve

levar em conta o custo/beneficio do métodi i se fatores como rapidez, simplicidade, eficiéncia
€ baixo custo ao se planejar o rastreamento neonatal. Sendo assim, nossos esforgos destinar-se-&o a

di lver um kit diagné lab para FC, desenhado para permitir a identificagéo simultanea de

diferentes mutagGes do gene CFTR, especificas para a populagdo de Santa Catarina e, a medida do
possivel, significativas para outras regides do Pals, além de ser acessivel financeiramente  realidade

b ira. E i e que a equipe do projeto j& atua no diagnéstico molecular da FC em Santa
Catarina, vwendmdo a grande necessidade de adequar o sist diagné do Estado em prol das
riangas afetadas. Prop , entéo, ampliar o si de diagnéstico incluindo novos marcadores

moleculares, a ser selecionados entre um grupo de 43 mutagdes comuns em todas as racas e associadas a

uma maior gravidade da doenga em fung&o da frequéncia de identificag&o destas na populag&o do Estado
de Santa Catarina aqui determinadas, bem como da frequéncia de Identificagdo em outros estudos
brasileiros prévios. Nosso intuito &, portanto, determinar um padréio de mutagdes que represente a realidade

Estadual e, se possivel alcangar um nivel adeq de ab &nci i para que o produto a ser
desenvolvido possa ser aplicado aos programas de triagem. Com esta iniciativa espera-se antecipar e
al o nd de diagnéstico de recém- i f gativos para a mutagéo Fsoh. néo

caracterizados atualmente. Acreditamos que como consequéncia disto, sera posslvel"'tra(ar
antecipadamente estes pacientes, e assim, melhorar significativamente sua qualidade de vida e aumentar
sua sobrevida.

Resumidamente, entre as externalidades que pretendemos alcangar com o projeto, podemos citar:*
Antecipar o diagnéstico da FC, reduzindo a defasagem entre o aparecimento dos pri
diagnéstico definitivo;* At a taxa de diagnéstico; Facilitar enor ite ot dos

eo
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portadores

da fibrose cistica;* Possibilitar &xito na 4o dos si di da fibrose cistica;* Diminuir a
possibilidade de i [l 3 E ia no trat; ao longo dos anos, que se torna mais
efetivo e especifico; Produto naci que prop b dos de diagnostico

molecular da FC;» Aumentar investigagdo de portadores e possibilitar o aconselhamento genético aos casais
e familiares em relag#o a futuras gestagbes;* Grande impacto social para a populagdo no aumento da
sobrevida dos pacientes.Fibrose Cistica do Hospital Infantil Joana de Gusmao em Floriandpolis - SC (HIVG)
e referidos por apresentar todas ou algumas das caracteristicas clinicas da doenga: mucoviscosidade,

sindrome de ma absorg&o, d ¢do proteica e bacterianas. Estes individuos terdo seu
sangue coletado em papel filtro para analise mol desti ao epidemiolégico de 43 mutagdes
do

gene CFTR. Em geral sabe-se que os pacientes que compde a populagao de estudo sdo provenientes de
diferentes regies do Estado de Santa Catarina e possuem diferentes origens étnicas, entre eles
descendentes de portugueses, alemées, itali € outras orig Antes da coleta de sangue para a

participagdo na pesquisa, t 4 uma com o paci Ou seu responsavel legal a fim de
explicar o projeto e convidé-lo a participar. Sendo entso solici a confirmac&o da participagZo através da
assinatura do Termo de C Livre e Escl (Apéndice 1). A inclus3o do paci no projeto

somente sera aceita posteriormente a sua assinatura (ou de seu pelo responsavel legal) no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Populagio de estudo 2 sera composta por recém-nascidos oriundos de

. CEP: 88,025-301
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todo o Estado de Santa Catarina, que apresentarem valores acima do limiar na segunda dosagem da
tripsina imunorreativa (TIR-2) do “Teste do Pezinho" do Programa Nacional de Triagem Neonatal, a ser
realizado no LACEN/SC durante o transcurso do P projeto (a ¢ gar pelo pri 0 més deste) e de
novos pacientes avalizados pelo Grupo Especializado de Fibrose Cistica do HIJG, durante 0 mesmo
periodo, que apresentarem as caracteristicas clinicas tipicas da doenga. A selegéo dos participantes
ocorrerd no LACEN/SC e HIJG. No LACEN, antes da coleta para a segunda dosagem da TIR do “teste do
pezinho", acontecera uma conversa com os ponséaveis pelo recéi ido a fim de 0 projeto e
convida-los a participar, sendo ent&o solicitada a confirmagéo da participacéo através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O mesmo ocorrera antes da coleta dos pacientes

panhados pelo Grupo Especializado de Fibrose Cistica do HIJG. A inclus&o do paciente no projeto
somente serd aceita posteriormente a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo
responsavel legal.
AMOSTRA: A extragéo de DNA serd realizada a partir de amostra de sangue seco em papel filtro coletada a
partir de uma picada no dedo do paciente com diagnéstico prévio de FC ou com a mesma amostra de
sangue do RN coletada em papel filtro para o “teste do pezinho”, Portanto, o ltimo caso apresenta a
vantagem de néo necessitar nova coleta. As amostras de sangue seco em papel filtro serdo encaminhadas
para o Laboratério DNAnalises, seguindo as normativas de transporte de amostra biolégica estipuladas pela
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa), para a extragdo do DNA gendmico e, posteriormente,
realizagéo das provas moleculares propostas no projeto: Extrag&o do DNA; C. izagdo epl gico-
molecular e provas para a Validagéo e certificagdo da qualidade do Kit
Diagnéstico para Fibrose Cistica a ser desenvolvido.
ANALISE DOS DADOS: O nivel de significancia adotado seré de 5%. Para a andlise serso
utilizados os Programas estatisticos SPSS 17.0 (SPSS, Chicago), usando para a construgédo dos

Continuagéo do Parecer: 789.932
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gréficos o

software GraphPad Prisma 5, Adobe Photoshop 6.0 e Adobe lliustrator CS3.

ASPECTOS ETICOS: O protocolo do presente estudo sera submetido ao CONEP que designara o CEP
ponsavel por p 0 projeto. Ainda, a sera incl ap0s autorizagdo mediante

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que dever4 ser assinado pelo paciente ou seu representante

legal.

Objetivo da Pesquisa:
*OBJETIVO GERAL
Desenvolver e padronizar um kit Diagnéstico Laboratorial de Fibrose Cistica para a detecgao in vitro
qualitativa e simultanea de mutagdes caracteristicas do perfil mutacional do gene do regulador da
conductancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR) tipicas da Populagéo de Santa Catariana, bem como
das mutagdes mais prevalentes em outras regides do Brasil.
* OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar a presenga de um grupo de 43 mutagées do gene CFTR, comuns de todas as ragas e
identificadas em outros estudos nacionais, em de recém. idos oriundos de todo o Estado de
Santa Catarina que apresentam suspeita clinica de FC;
Estabelecer a frequéncia das ¢ t S na populagdo de Santa Catarina e comparar com
frequéncias encontradas em outros trabalhos realizados no Brasil;
Construir um painel de detecgdo das mutagdes comuns identificadas no Estado de Santa Catarina e outras
regibes do Brasil;
Otimizar uma metodol gia de detecg imulta de ¢ no gene CFTR utilizando a técnica de
Reagdo em Cadeia da Polimerasa (PCR) para que retna sensibilidade e especificidade, simplicidade de
¢do, rapidez diagnéstica, e baixo custo ao mercado nacional;

Produzir um lote pioneiro de Kits Diagnésticos Laboratorial de Fibrose Cistica utilizando PCR e aplica-lo em
pacientes com Diagnéstico Clinico de FC para validagdo interna da técnica e certificagéo da garantia dos
processos pelo 6rgao certificador externo PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Um possivel risco que seu consentimento poderia ter € a do uso indevido da amostra, porém é um
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compromisso do pesquisador com vocé que este risco n&o existir, pois a amostra sera utilizada tnica e
Jusi i I ¢a de dife mutagbes do gene CFTR, ou seja,

ite para a avaliagdo mc dap

ndo serd armazenada para outros estudos. A i 0 compromi garantindo assisténcia,

p eir izagdo por Iquer dano decorrente da pesquisa, conforme previsto na lei (V6e
V.7 da Resolugéo CNS 466/2012.)
Beneficios:
No Brasil a expectativa de vida dos fibrocisticos ainda & baixa em comparagao com outros paises,onde mais
da dos i brasileiros continuam morrendo antes de completarem os 10 anos de idade. Isto
demonstra a existéncia de falhas no sistema empregado para o diagnéstico e tratamento da doenga no pais,
e ratifica a necessidade de ad quar os prog de triag 2 realid nacional, no intuito de
aumentar o nimero de casos diagnosticados pr ite. O mé tradici de neonatal
preconizado pelo Ministério da Satde, combina a triagem prévia pela dosagem de TIR, a andlise molecular
da mutag&o F508, e andlise pelo teste de suor. Esse sistema, ao parecer ainda falho, poderia ser muito mais
eficiente se fossem realizadas andlises adicionais que permitam a detecg&o de outras mutagdes do gene
CFTR, além da F508. Tal abordagem j4 é utilizada em paises desenvolvidos através de kits diagnésticos
desenhados para identificar as mutagbes frequentes e importantes para populagdo de seus palses. A
necessidade de ampliar a abordagem de rastreio neonatal empregada no Brasil é consequéncia da baixa
frequéncia da mutagéo F508, observada entre pacientes fibrocisticos no pals, que ronda apenas 30% dos
casos, permanecendo, por tanto, aproximadamente 70% dos alelos mutantes FC nao caracterizados. Por
outro lado, se levarmos em conta que as mutagdes do gene CFTR s&o varidveis entre diferentes regides
geograficas e distintos grupos étnicos, e que no Brasil, embora prevaleca a contribuig&o de Portugueses, a
populagéo é etnicamente homogé faz-se r aria a analise do maior nimero de mutagdes
disponiveis e levando-se em conta o perfil mutaci de cada populagdo. Portanto, mais estudos s&o
necessarios para melhor caracterizarmos nossa populago em relacéo as frequéncias das mutagdes no
gene CFTR. Neste contexto, & importante salientar também que outro grande problema atual no diagnéstico
genético laboratorial da FC é a falta de um método rapido, barato e confiavel para fazer isto. Assim, frente a
inexisténcia de um produto de produg4o nacional, h& dependéncia de realizar anélises moleculares muito
dispendiosos e/ou importag&o de kits existentes no mercado internacional que, além de que pode nZo ser
eficiente para as criangas brasileiras, também tornasse muito caros para o padréo nacional, e portanto, em
ambos casos, limitados aos de maior poder aquisitivo.
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Assim sendo, se atuais caréncias no sistema de diagnéstico laboratorial para FC utilizado na rotina fossem
adequadas a realidade nacional, a quantidade de pacientes com diagnostico confirmados ou excluldos
poderia aumentar através da identificagéo molecular das mutagdes do gene CFTR, o que favoreceria o
diagnostico precoce e, consequentemente, repercutiria em antecipag#o do tratamento, aumento da
sobrevida e melhora da qualidade de vida do fibrocistico no Brasil. Acreditamos que o desenvolvimento do
kit diagnéstico laboratorial de FC proposto neste projeto, desenhado a partir da selegao de mutagbes
frequentes na populagéo de Santa Catarina e outros Estados do Brasil, e padronizado para ser um método
réapido e barato, por utilizar a metodologia de PCR para amplificagéo simultanea do painel de mutagées de
interesse, seguindo um mesmo protocolo de termociclagem, possa adequar-se aos programas de triagem
da FC e contribuir a favor do fibrocistico no Brasil.

Sendo assim citamos como possiveis beneficios: Antecipar o diagnéstico da FC, reduzindo a defasagem
entre o aparecimento dos primeiros sintomas e o diagnéstico definitivo; Aumentar a taxa de diagnostico;
Facilitar enormemente o tratamento dos portadores da fibrose cistica;

Possibilitar éxito na amenizag&o dos sintomas decorrentes da fibrose cistica;

Diminuir a possibilidade de internagdes recorrentes;

Economia no tratamento ao longo dos anos;

Produto nacional que proporcionara barateamento dos exames de diagnéstico molecular da FC;

Grande impacto social para a populagéo no aumento da sobrevida dos pacientes.

C loseC cbes sobre a P
Projeto muito bem escrito e explicado, com relevancia clinica e social, devendo apenas fazer as adequagtes
sugeridas no box Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Acredita-se que o desenvolvimento do kit diagnéstico laboratorial de FC proposto neste projeto, desenhado

Bairro: Agrondmica ‘ CEP: 88,025-301
| UF: sC Municipio: FLORIANOPOLIS
| Telefone: (48)3251-9092 Fax: (48)3251-9092 E-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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a partir da selec&o de mutagdes frequentes na populagédo de Santa Catarina e outros Estados do Brasil, e
padronizado para ser um método répido e barato, por utilizar a metodologia de PCR para amplificagdo
simulténea do painel de mutagdes de interesse, seguindo um protocolo de ter i , possa

deq! aos prog de triagem da FC e contribuir a favor do fibi ico no Brasil - o que torna
extremamente relevante o desenvolvimento da pesquisa.

Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Todos os termos de apresentagao obrigatéria foram entregues.
Recomendacgdes:

Nada a recomendar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias elencadas no Parecer Const iado deste CEP, nu 758.591 foram adequadamente
respondidas

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragées Finais a critério do CEP:

Conforme preconizado na Resolugao 466/2012, XI.2, item d, cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final.

Assim sendo, o(a) pesquisador(a) deve enviar relatorios parciais semestrais da pesquisa ao CEP (a partir de
margo/2015) e relatério final quando do seu encerramento.

Um modelo deste relatério esta disponibilizado no site
http:llwww.saude.sc.gov.brlhijg/cepldeveresdopesquisador.htm

Enderego: Rui Barbosa, n° 152

Bairro: Agrondmica CEP: 88.025-301
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3251-9092 Fax: (48)3251-8092 E-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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Continuagdo do Parecer: 789.932

FLORIANOPOLIS, 12 de Setembro de 2014

Assinado por:

Jucélia Maria Guedert
(Coordenador)
Enderego: Rul Barbosa, n° 152
Bairro: Agrondmica g CEP: 88.025-301
UF: sC Municipio: FLORIANOPOLIS
| Telefone: (48)3251-9092 Fax: (48)3251-9092 E-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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Abstract

Introduction: Cystic fibrosis [CF) is i the most lethal i ited disease among children and young people of
Cancasian origin and it is a consequence of nitations in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene (CFTHR).
As established by the Brazilian Health Ministry Unified Health System, people who have a positive immmunoreactive trypsin (IRT)
result test and a positive sweat test are referred for molecular investigation of the F508del mutation in the CFTR gene.

Objective: To verify the of the FE08del fon in the state of Santa Cataring, Brazil, and to identify the requirement
for a broader molecular sereening to confirm or excinde the diagnosis of cystic fibrosis.

Methods: Descriptive, retrospective, cross-sectional study of patients followed at the center of excellence for the treamment of
the cystic fibrosis in th f Santa Catarina 2002 and 2015,

Results: Ninety-four patients with mean age of 7.62 £ 4,08 years were studied; 55.32% of whom male and 94.68% Caucasian, 0f
the 18E alleles inal_'rzed. aﬁ-eqnen:y of 92 [48.94%) alleles was observed for the Fo08del mutation and 96 [51.06%) for other
ies fiound for F508del/F508del, F508del/another mutation, and another mutation /another
mumungenntypes were, respectively: 28.72% (27 patients), 40.43% (38 patients), and 30.85% (29 patients). Hardy-Weinberg
equilibrium was calculated and yielded a chi-square value = 3.43 (p = 0.06). The study pepulation was in equilibrium.

C i According to the guideli f the Brazilian tal ning the molecular di is be only be con-
firmed with the presence of two disease-causing mutations in the CFTR gene, one in each allele. In our study, we observed that
omly 28.72% of patients had a confirmed molecular diagnosis, which allows us to infer that the molecular diagnesis strategy for
cystic fibresis must be restructured in Brazil to provide a diagnostic contribution to the sweat test.

Keywords: Cystic Fibrosis; Genotype; Mutation; Prevalence

it Ohis arricle: Sahring Gungaive - Prevalince of FE06el Mutation and Evafuation of olecular Sereening for Cystie Fibrests (n Brsell [) Pedia 2087, 31): 016,
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Vocé (ou o menor pelo qual vocé é responsavel) esta sendo convidado (a), para participar da

Pesquisa intitulada “Desenvolvimento De Um Kit Diagnéstico de Fibrose Cistica baseado em

um

Painel Molecular para Deteceio Simultinea de Multiplas Mutagdes do Gene CFTR” sob a
responsabilidade da Dra. Maria Elizabeth Menezes, a qual pretende desenvolver e padronizar uma

metodologia para a identificagio simultdnea de diferentes mutagdes do gene CFTR da Fibrose Cistica

(FC). O motivo que nos leva a estudar esta questiio ¢ a necessidade de buscar alternativas que venham

a facilitar o diagndstico rapido da doenga para que, a partir do seu conhecimento, possa ser antecipada

uma série de procedimentos de tratamento ¢ acompanhamento adequados, visando proporcionar

aos

afetados uma melhor qualidade de vida. A participagéio neste projeto néio tem objetivo de submeter o

menor a um tratamento, bem como ndo causara nenhum gasto com relagio aos procedimentos médico-

clinico-terapéuticos efetuados com o estudo.
Sua participagdo ¢ voluntéria e se dard por meio de vocé aceitar que, apés a coleta de san,

uma pequena parte da amostra do sangue seja submetida a realizagfio desde estudo. Cabe destacar

gue,
que,

no caso desta coleta estar sendo realizada para o “teste do pezinho”, a utilizagdo desta pequena parte

da amostra ndo interferira de nenhuma forma na analise e no resultado do teste.

Desta forma, o inico possivel risco que sua participagdo poderia ter ¢ a de usarmos a amostra

para outra finalidade, porém ¢ um compromisso do pesquisador com vocé que este risco ndo existird,

pois a amostra serd utilizada tnica e exclusivamente para a avaliagio molecular da presenga de

diferentes mutagdes do gene CFTR, ou seja, ndo serd armazenada para outros estudos. Assumimos o

compromisso garantindo assisténcia, acompanhamento e indenizagdo por qualquer dano decorrente da

pesquisa, conforme previsto na lei (V.6 ¢ V.7 da Resolugdio CNS 466/2012.).

Sua colaboragéo neste estudo serd de muita importdncia para nos. Se vocé aceitar participar.

estard contribuindo com uma pesquisa cientifica que através da avaliagdo dos resultados podera

futuramente favorecer também outros pacientes. Assim mesmo, a participagdo na pesquisa possibilita

realizar, sem custo adicional, uma analise genética para mutagéo do gene causador da Fibrose Cistica,

uma metodologia mais detalhada ¢ normalmente bastante cara, que podera servir de apoio & exclusio

ou confirmagfio do diagnéstico. Vocé também podera contar com um resultado do exame, fornecido

apos a pesquisa, que sera encaminhado as clinicas de origem para que os médicos deem o retorno aos

participantes.

O desenvolvimento da pesquisa se dard no laboratorio de Genética e Biologia Molecular

DNAnélises em Florianopolis - SC.

Vocé serd esclarecido sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Ha total liberdade

para recusar-se a participar, retirar o consentimento ou interromper a participagdo a qualquer

momento. A participagéo ¢ voluntaria e ndo aceitar participar ndo ira ocasionar qualquer punigo ou

perda de beneficios.
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Sua identidade (e¢/ou a do menor) sera preservada, e ndo sera identificada em nenhuma
publicagdo que possa resultar deste estudo. Esta pesquisa garantird o sigilo de seu nome, pois sera
atribuido um numero para cada amostra, assim os resultados serdo devolvidos para a equipe médica da
mesma forma. Uma via deste consentimento informado sera arquivada no Laboratério DNAnélises e
outra sera fornecida a voce.

A participagdo ndo gerard nenhuma despesa e também ndo acarretard em nenhum ganho
financeiro.

Para qualquer outra informagéo, pode-se entrar em contato com o pesquisador pelo telefone
(48) 32248128 ou e-mail: dnanalise@dnanalise.com.br.

Igualmente, este estudo sera acompanhado por um Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos (CEP), composto por um grupo de pessoas que estardo trabalhando para garantir que seus
direitos sejam respeitados. Desta forma, se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da
forma como vocé imaginou, ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em
contato a qualquer momento com o CEP do Hospital Infantil Joana de Gusmio pelo telefone 48 —
32519092 ou pelo email: cephijg@saude.sc.gov.br . Vocé pode inclusive fazer a reclamagdo sem se

identificar, se preferir.

Eu, , na condigdo participante ou de responsavel

pelo menor , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu
concordo em participar do projeto, sabendo que nfo vou ganhar nada e posso sair quando quiser. Este
documento ¢ emitido em duas vias que serio ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando
uma via com cada um de nés.

Data: __/ /

Assinatura do participante (ou responsavel)

Assinatura do pesquisador
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ANEXO 4
MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE 50 PB (LUDWIG
BIOTEC®)
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ANEXO 5

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO RETROSPECTIVO E

RESULTADOS

113 pacientes com fibrose cistica atendidos no HIUG ]

-

Primeiro Estudo

94 pacientes (188 alelos) J

- 2

. B

ESTUDO RETROSPECTIVO

Sequndo Estudo Terceiro Estudo

L113 pacientes (226 alelos)T 113 pacientes (226 alelos) J

- 2 .

-
i

Prevaléncia da mutagdo F508del e a
necessidade de se ampliar a triagem
molecular para auxiliar na
confirmagdo ou exclusdo do
diagnostico de FC.

. =

[ Artigo publicado ]

Rastreamento molecular
realizado e o resultado do estudo
genético dos pacientes.

Levantamento de todas as mutagdes
encontradas no gene CFTR dos
pacientes.

i B . 2

54 pacientes com gen6tipo

identificado.
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ANEXO 6
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO PROSPECTIVO E
RESULTADOS

e

L L ESTUDO PROSPECTIVO‘ﬁ
.

[ Rastreio molecular prévio: mutagdo F508del ou painel 3 mutagdes ou painel 36 mutagdes ]

R e

[ Sequenciamento de Nova Geragdo

do gene CFTR






