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Resumo

Frequéncia da mutagao F508del no gene CFTR na populacao

portuguesa

A Fibrose Quistica é a doenga genética autossémica recessiva letal mais frequente na
populagdo caucasiana. Como tal, tem sido alvo de intensa investigagdo ao longo dos anos.

Com os seus efeitos complexos nas membranas celulares, envolvimento de multiplos
érgéos e o comportamento clinico imprevisivel, a Fibrose Quistica provou ser um desafio para a
moderna medicina molecular.

Em Portugal, como na maior parte dos paises, a mutacéo mais frequente no gene CFTR
associado a Fibrose Quistica, € a mutagdo F508del. No entanto, ndo existe neste pais qualquer
estudo da frequéncia deste alelo baseado no rastreio de um grande numero de pessoas
saudaveis e seleccionadas aleatoriamente.

Neste trabalho foram utilizadas duas metodologias para o rastreio da mutacao F508del
em 500 individuos oriundos de varias regides geograficas de Portugal. Através da prevaléncia
deste alelo na populagdo portuguesa, foi possivel calcular uma estimativa da incidéncia da
Fibrose Quistica no nosso pais. Surpreendentemente, e com base nos nossos dados, a
incidéncia desta doenga em Portugal encontra-se dentro da média europeia.

Estes resultados deviam ter consequéncias praticas, como por exemplo no calculo do
risco nas consultas de aconselhamento genético, bem como no calculo da relagéo

custo/beneficio dos programas de rastreio neonatal a serem implementados em Portugal.
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Abstract

Frequency of F508del mutation in the CFTR gene in the portuguese

population

Cystic Fibrosis is the most common severe autosomal recessive disorder in the
caucasian population. Therefore, it has been a target of intense investigation along the years.

With its complex effects in the cellular membranes, involvement of multiple organs and
the clinical unpredictable behaviour, Cystic Fibrosis proved to be a challenge for the modern
molecular medicine.

In Portugal, as in most countries, the most frequent disease causing mutation in the
CFTR gene is F508del. However, no population based study exists for the prevalence of this
allele in the portuguese population.

In this work, two methods were used to screen the F508del mutation in 500 healthy
individuals originated from several geographical regions of Portugal. Through the prevalence of
this allele in the portuguese population, it was possible to calculate a prediction of the incidence
of Cystic Fibrosis in our country. Surprisingly, based on our data, the incidence of Cystic Fibrosis
in Portugal should be the same as the average in Europe.

This result should have a practical application, for instance in risk calculation in genetic
counselling as well as in calculation of benefit/cost-ratio of newborn screening programs to be

implemented in Portugal.
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Introducdo

LI - Perspectiva Histérica

Em 1936 Guido Fanconi descreveu pela primeira vez os sintomas da “mucoviscidose do
pancreas”, baseado no exame patoldgico de duas criangas que morreram devido a esta doenca
(Fanconi et al., 1936). A designagédo de mucoviscidose (ainda hoje utilizada) advém do facto dos
ductos das glandulas mucosas (exdcrinas) ao longo do corpo serem obstruidos por um muco
viscoso. Em 1938 Dorothy H. Andersen definiu e caracterizou a doenga a que chamou Fibrose
Quistica do Pancreas devido a alteragdes microscopicas precoces do tecido pancreatico
(Andersen, 1938). A doenca tornou-se conhecida como uma exocrinopatia generalizada pelo
facto de muitas glandulas exdcrinas serem afectadas. Até esta altura, 0 muco secretado pelas
gléandulas era alvo de estudo no sentido de se descobrir qual o defeito basico da doenga (Davis,
2006). Em 1948, uma onda de calor em Nova lorque ajudou o jovem pediatra Paul di Sant’
Agnese a descobrir que os pacientes com Fibrose Quistica (FQ) perdiam excesso de sal no seu
suor. Esta descoberta veio pér de parte a ideia de que o defeito basico subjacente a esta
patologia estaria ligado ao muco, modificagdes do muco ou secre¢des macromoleculares (Mishra
et al., 2005). Em 1983 Paul Quinton descobriu que o transporte de cloreto da cavidade ou [imen
das glandulas sudoriparas através do epitélio que delimita as glandulas, ndo ocorria de modo
eficaz nos doentes com FQ. Numa linha paralela de investigagdo, Knowles, Boucher e seus
colaboradores descobriram que o aumento da reabsor¢ao de sodio nas vias respiratérias era
uma caracteristica regular nos individuos com FQ (Welsh and Smith, 1995). As bases genéticas
da doenca foram confirmadas pela descoberta do gene em 1989. Esta descoberta permitiu

avancos consideraveis na area de investigacdo da doenca (Davis, 2006).
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LIl - Manifestagoes clinicas

A Fibrose Quistica (OMIM #219700) é definida como uma doenga monogénica
autossomica recessiva que se apresenta como uma doenca multissistémica (Collen, 1991). E a
doenga autossomica recessiva letal mais comum na populagdo caucasiana, sendo uma
importante causa de morte na crianga, adolescente e adulto jovem nesta populagdo. A
frequéncia de portadores de um gene mutado na populagdo europeia é de 1 em cada 25 a 30
pessoas sem predominio de sexo. Apresenta uma incidéncia média, nesta populagéo, de 1 em
2000 até 1 em 3000 nascimentos com variagdes significativas de acordo com o grupo étnico e
com a localizagdo geografica (Bobadilla et al., 2002).

A doenca é provocada por mutagdes no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Condutance Regulator) que codifica um canal de cloreto (Aris et al., 2005; Beauchamp and
Lands, 2005; Davis, 2006)

A FQ é uma doenga altamente variavel. Os pacientes s&o diagnosticados com diferentes
modos de apresentacdo da doenca, desde o nascimento até a fase adulta, com consideravel
variacdo na severidade e na taxa de progressdo. A disfuncdo caracteristica da FQ resulta da
produgao anormal de um muco viscoso pelas glandulas exdcrinas em varios 6rgados, incluindo o
tracto respiratério, pancreas exocrino, intestino, vasos deferentes e sistema hepatobiliar. A
mesma disfungdo causa um défice na reabsor¢do do cloreto nos ductos das glandulas
sudoriparas exocrinas 0 que provoca a elevagdo da concentracdo de NaCl no suor destes
doentes. Consequentemente resulta numa doenga multissistémica caracterizada por obstrugao
das vias respiratorias, insuficiéncia pancreatica, cirrose biliar multifocal, problemas de motilidade
intestinal, ma nutri¢éo, infertilidade masculina e perda de electrélitos no suor (Mishra et al., 2005).

O espectro geral das caracteristicas fenotipicas da FQ esta sumariado na tabela 1.
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Tabela1 - Patogénese e manifestagdes clinicas associadas & Fibrose Quistica.

Orgéo Patogénese Manifestagdes clinicas Idade habitual de
(frequéncia) inicio
Bronquiectasias ( ~100%) Em todas as idades
Bronquite ( ~100%) Em todas as idades
Pulméo Inflamag&o/Infeccéo Obstrugdo Pneumonia ( ~100%) Em todas as idades
Pneumotorax ( ocasional) 2%infancia
Hemoptises (ocasional) 2% infancia
Vias aéreas Sinusite ( ~50%) Em todas as idades
superiores Inflamag&o/Infec¢do/Obstrugao Polipos Nasais ( ~ 15%) Em todas as idades
ileo meconeal ( 10-25%) Nascimento
Equivalente a lleo meconeal (comum) 2%infancia
Intestino Obstrucédo Invaginagao (ocasional) Em todas as idades
Edema hipoalbuminemia (ocasional) Em todas as idades
Prolapso rectal (ocasional) 12 infancia
Pancreas Obstrugao/Fibrose Malabsorgéo (80-90%) Geralmente lactente
Diabetes (1-5%) > adolescéncia
Figado Obstrugao/Fibrose “Cirrose subclinica” (25-50%) Em todas as idades
Ictericia neonatal (ocasional) Lactente
Vesicula e Microvesicula Biliar (20%) Em todas as idades
Vias biliares Obstrugao Obstrugo do Cistico (20%) Em todas as idades
Colestase extrahepatica (desconhecida) Em todas as idades
Orgaos Obliteragao do canal deferente Esterilidade/azoospermia (97%) Nascimento
Reprodutivos Secregdes vaginais espessas Diminuigao da fertilidade (comum) 2%infancia
Hidrocelo/Hérmea (ocasional) Em todas as idades
Glandulas Alteracdes dos electrélitos Perda de sal ( ~100%) Em todas as idades
Sudoriparas Prostrac&o pelo calor ( ~100%) Em todas as idades
Glandulas Alteraces dos electrélitos (~100%) Em todas as idades
Salivares
Retina Hipdxia/Retinopatia exudativa DistUrbios visuais Em todas as idades
Ouvidos Obstrucéo ouvido médio- faringe Perda auditiva de conducéo Em todas as idades
Coragao Hipoxia, Anastomose broncopulmunar Cor Pulmonale Em todas as idades
Fibrose Em todas as idades
Ossos e Osteoartropatia hipertréfica Em todas as idades
extremidades “Clubbing” Em todas as idades

Adaptado de Fonseca e Cernadas, 1999.
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Embora a FQ seja uma doenga multissistémica, as complicagbes pulmonares sdo a
maior causa de morbilidade e mortalidade nesta patologia (mais de 90% dos pacientes morrem
devido a esta causa) (Mishra et al., 2005).

Num epitélio respiratério normal existe uma fina camada de liquido (liquido periciliar)
que preenche o espago periciliar. A presenca desta camada pouco viscosa de liquido facilita o
movimento de limpeza mucociliar (Boucher, 2004). Em individuos com FQ o transporte anormal
de electrdlitos a nivel epitelial, resulta numa alteragdo do fluido superficial das vias respiratdrias;
a redugéo isotonica do volume do liquido periciliar impede o movimento dos cilios das células e
consequentemente uma dificuldade na remocdo do muco de revestimento. Este processo
provoca uma obstrucdo das pequenas vias e a infeccdo das mesmas (Lee et al., 2005) (Figura 1).
Inicialmente as vias respiratérias dos individuos com FQ s&o infectadas por um espectro limitado
de bactérias (as espécies mais comum sé@o Staphilococcus aureus e Haemophilus influenzae),
com a progressdo da doenga, ocorre a colonizagé@o crénica por Pseudomonas aeruginosa. As
infeccdes recorrentes e inflamagdo conduzem a hipertrofia das glandulas da submucosa,
secre¢do excessiva de muco e dano das vias respiratorias, provocando broquioloectasias,
bronquiectasias € finalmente o desenvolvimento de quistos (Li et al., 1993). O tecido respiratorio
danificado é substituido por fibrose. Num estado mais avangado, pode ocorrer morte por hipdxia,

faléncia respiratoria ou complicagdes cardiacas (Kahre, 2004).
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Figura 1 - Modelo esquematico dos eventos patogénicos que conduzem a infecgdo cronica por
Pseudomonas aeruginosa nas vias respiratorias de pacientes com FQ. a) Epitélio respiratério normal. A
presenga de uma camada pouco viscosa de liquido periciliar (PCL) facilita 0 movimento de limpeza mucociliar. Um
consumo normal de Oz epitelial (Qoz) ndo produz gradientes de oxigénio na camada de muco epitelial. b-f) Epitélio
respiratorio FQ. b) Diminuicdo da remog&o do muco de revestimento (vector bidirecional). O elevado consumo de O2
gera gradientes hipdxidos na camada de muco viscoso. d) Bactérias P. aeruginosa depositadas na superficie do
muco penetram nas zonas hipéxidas da camada de muco. e) P. aeruginosa adapta-se ao nicho hipoxido e forma
macro colénias. f) As macro coldnias resistem as defesas secundérias, incluindo neutréfilos, dando origem a

periodos da infecgdo cronica. (Boucher et al., 2004).

LIl - Genética FQ: do gene a proteina

LIILI - Descoberta do gene

Enquanto decorriam vérios estudos paralelos de investigacdo da doenga, muitos
cientistas tentavam encontrar o gene responsavel pela FQ. Este esforgo culminou em 1989
(Rommens et al., 1989), quando um grupo de colaboradores liderado por Lap-Chee Tsui e John
R. Riordan do Hospital pediatrico de Toronto e por Francis S. Collins da Universidade de
Michigan anunciaram que tinham isolado o gene. Técnicas como “Chromosome Walking e
Jumping” bem como hibridizagdo com DNA complementar foram usadas para isolar o gene. Um
fragmento de DNA gendmico de 4,3-kb contendo ilhas CpG foi usado para fazer o “screen” de
uma biblioteca de cDNA derivada de mRNA do epitélio de glandulas sudoriparas. Este clone
detectou um fragmento de mRNA com cerca de 6,5 kb em muitos tecidos epiteliais, incluindo
pancreas, polipos nasais, pulmdes, cdlon, glandulas sudoriparas e figado, ndo sendo encontrado
em tecidos ndo afectados pela FQ. Foi identificado a partir da sequéncia de cDNA um produto
proteico com 1480 aminoacidos (Rommens et al., 1989; Kerem et al., 1989).

Embora o gene da doenga granolomatosa crénica tenha sido identificado muito cedo por
clonagem posicional, o gene da FQ foi o primeiro gene, com fungdo desconhecida, a ser
descoberto através desta técnica.

Enquanto tentavam encontrar o gene, a equipa também identificou uma sequéncia
anormal de DNA que ocorria em cerca de 70% dos casos de FQ. Esta sequéncia corresponde a
sequéncia mutada F508del, que consiste na delecdo de 3 bases resultando na auséncia do
aminoacido fenilalanina na posi¢ao 508 da proteina (Rommens et al., 1989; Kerem et al., 1989).

O gene descoberto obedece a trés critérios chave que indicam ser o gene responsavel
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pela FQ: 1) foi isolado da regido candidata do cromossoma 7 (7g31.2); 2) o seu padrao de
expressao € consistente com os tecidos afectados na FQ; 3) a mutagdo encontrada neste gene
(F508del) ocorre em homozigotia apenas em cromossomas de individuos com FQ (Davis et al.,
1996). A sequéncia de aminoacidos prevista sugeria que a proteina € um transportador activo
similar as proteinas de trafico da familia das ATPases e evidéncias fisiologicas indicavam que
regulava a condugéo de ides através das células epiteliais. Tendo em conta estes aspectos, foi
adoptado o nome Regulador da Condutancia Transmembranar para a Fibrose Quistica (“Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator’) — CFTR (Riordan et al., 1989; Rommens et
al., 1989; Kerem et al., 1989).

Com a descoberta do gene foi possivel um diagnostico mais refinado da doenca, o
conhecimento mais profundo dos problemas clinicos e a definigédo do impacto da deficiéncia total
ou parcial do produto proteico. Foi possivel definir a natureza das mutagdes no gene CFTR bem
como a pesquisa de medicamentos para as corrigir. O gene tornou-se por si s6 um potencial
agente terapéutico. E dificil estimar a importancia da descoberta do gene associado & FQ (Davis,
2006).

LILII - Estrutura do gene CFTR

O gene CFTR (OMIM * 602421) tem cerca de 250 kb e esta localizado no brago longo do
cromossoma 7 (7q31.2) (Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989; Kerem et al., 1989).

Inicialmente pensava-se que era constituido por 24 exdes (Beauchamp and Lands,
2005). A sequenciacdo deste gene revelou posteriormente que trés dos exdes (exao 6, 14 e 17)
correspondiam cada um a 2 exdes (6a e 6b,14a e 14b, 17a e 17b), o0 que deu origem a actual
versdo de que o gene € constituido por 27 exdes (Guggino and Stanton, 2006).

Estudos da regiao promotora do gene revelaram a auséncia de TATA box, uma zona de
reconhecimento pela RNA polimerase, caracteristica dos genes que exibem expressé@o em
tecidos especificos. A regido promotora é rica em citosina e guanina (‘ilhas CpG”), uma
caracteristica mais comum nos genes com expressao ubiqua, tal como nos chamados genes
‘housekeeping” (Yoshimura et al, 1991). Para além disso, esta regido promotora possui
inumeras sequéncias consenso especificas para ligagdo de uma variedade de factores de
transcri¢édo (Davis et al., 1996).

Estudos da expressdo do CFTR em linhas célulares indicam que a actividade de
transcricdo pode ser aumentada pela exposigéo prolongada a elevadas quantidades de cAMP,

sugerindo a presenca de elementos de resposta ao cAMP na regido promotora do gene (Breuer
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etal., 1992).

Em adicao ao complexo processo regulatorio de transcricdo do gene CFTR, o transcrito
primario é processado de diferentes formas, dando origem a variantes de splicing alternativo.
Foram detectadas vérias formas de splicing alternativo (ex. auséncia dos exdes 4,5,9,12 ou
inexisténcia da segunda metade do gene) (Devuyst and Guggino, 2002; Vankeerberghen et al.,
2002). No entanto, muitas destas variantes alteram a grelha de leitura dos transcritos dando
origem a proteinas néo funcionais (Davis et al., 1996).

O conhecimento detalhado da estrutura do canal CFTR é a chave para perceber a

patologia molecular de todas as mutagdes associadas a doenca.

LIV - A proteina CFTR

LIV.I - Estrutura e fungao

Quinton (Quinton, 1986), Knowles e seus colaboradores (Knowles et al.1981; Knowles et
al. 1983), trabalhando respectivamente com células das glandulas sudoriparas e células das vias
respiratérias determinaram que o principal defeito fisiolégico na FQ é a reduzida condugéo de
cloreto na superficie apical das células epiteliais. Apds a descoberta do gene em 1989, a
proteina foi purificada e demonstrou-se que era um canal de cloreto (Bear et al., 1992). O gene
CFTR normal, quando transfectado para células de doentes com FQ restabelece a condugao de
cloreto mediada por cCAMP nestas células (Rich et al., 1990; Drumm et al., 1990). Em estudos de
reconstrugdo do canal a partir da proteina purificada, foi observada a condugédo de cloreto
regulada pela proteina cinase A (Bear et al., 1992; Tilly et al., 1992). Todas estas observagdes
confirmam que CFTR é um canal de cloreto, cuja regulacéo € realizada ao nivel da fosforilagao

pela proteina cinase A (PKA). As propriedades deste canal estdo sumariadas na tabela 2.
Tabela 2 - Propriedades do canal CFTR.

Condugao Baixa (7-10pS)
Relagao corrente/voltagem Linear
Inibidores Acido difenilalamina-2-carboxilico (DPC)
Glibenclamida
Activagao PKA
ATP (intracelular)
Selectividade i6nica Br>ClI> > F

Adaptado de Okay et al., 2005.
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O gene CFTR codifica uma glicoproteina com 1480 aminoacidos com massa molecular
de 168 kDa que se encontra na membrana apical das linhas celulares epiteliais das vias
respiratorias, arvore biliar, intestinos, vasos deferentes, ductos sudoriparos e ductos
pancreaticos (Riordan et al, 1989). A proteina CFTR pertence a Superfamilia de
Transportadores ATP binding cassette (ABC) (Guggino and Stanton, 2006; Amaral, 2004). Esta
Superfamilia de Transportadores é responsavel por um conjunto de fungdes vitais, como o
transporte de nutrientes, libertacdo de toxinas e a comunicagdo intercelular em eucariontes,
eubactéria e arquebactéria. Sdo responsaveis pelo transporte de uma grande variedade de
solutos através das membranas bioldgicas, incluindo agucares, aminoacidos, anides, croméforos,
drogas, péptidos, proteinas e lipidos (Dorwart et al., 2004).

A organizacdo dos transportadores ABC microbianos e a sua arquitectura nos
eucariontes sugere que a unidade funcional dos transportadores consiste em dois dominios de
ligacdo a nucledtidos (NBDs) (ou cassetes) no citoplasma e dois dominios transmembranares
(TMDs), que possuem varios segmentos (Dorwart et al., 2004).

O canal CFTR (também chamado de ABCC7) é composto por cinco dominios: dois
TMDs (cada um composto por seis subunidades), dois NBDs e um dominio regulatério
citoplamatico (R) (que existe apenas no canal CFTR e ndo nos outros transportadores ABC), o
qual é activado por fosforilagdo pela PKA (Figura 2). Os TMDs contribuem para a formagédo do
poro do canal de cloreto e mutagdes em residuos especificos no TMD+ alteram a selectividade
aniénica do canal (Riordan et al., 1989; Mishra et al., 2005). Os NBDs do canal CFTR possuem
sequéncias altamente conservadas, chamadas Walker A, Walker B e LSGGQ. Estas sequéncias
sdo responsaveis pela ligacdo e hidrdlise do ATP (que fornece a energia necessaria para a
actividade do canal) e outras moléculas nucleotidicas, envolvidas na regulagdo do canal de
cloreto. O dominio regulatério modula a actividade do canal CFTR e pode ter efeitos de
activagdo ou de inibicdo (Mishra et al., 2005). Os segmentos transmembranares possuem 6
loops intracelulares e 4 extracelulares. Foi proposto que 77% dos residuos da proteina estdo no
citoplasma, 19% nos segmentos transmembranares e 4% nos loops extracelulares (Riordan et
al., 1989; Sheppard and Welsh, 1999).
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Figura 2 - Estrutura simétrica do canal CFTR. Dois dominios transmembranares (TMD-1/2) com seis segmentos
transmembranares cada um, dois dominios de ligagdo a nucledtidos (NBD1/2) e um dominio hidrofilico R intracelular
(Mishra et al. 2005).

Séo muitas a cinases que podem activar o canal de cloreto CFTR, mas apenas a
activagéo pela PKA esté descrita em detalhe. O dominio R é fosforilado pela PKA dependente de
cAMP. Esta fosforilacdo permite a ligagdo do ATP ao NBD4. Quando o ATP é hidrolisado pelo
NBD+ o canal abre e os anides passam de acordo com o gradiente electroquimico, através do
poro formado pelos dominios transmembranares (TMDs). Quando o dominio R esta
completamente fosforilado, o NBD2 pode ligar ATP. Esta ligagao permite a estabiliza¢éo do canal
aberto. Quando o ATP é hidrolisado pelo NBD2 e o ADP+Pi é libertado de ambos os NBDs o

canal fechara outra vez (Luo et al., 1998).

LIV.Il - Classes de mutagoes e defeitos associados ao canal de cloreto

A nivel funcional, os efeitos das mutacdes na actividade do canal de cloreto séo
consistentes com a natureza recessiva da doenca: mutacdes resultam na redugdo da funcgéo,
quantitativa e/ou qualitativamente. Estas mutagbes podem alterar a fungdo do canal quer
indirectamente, interferindo com a formagéo da estrutura tridimensional nativa do canal, ou mais
directamente, interferindo com os processos de activacdo, abertura e condugéo (Davis et al.,
1996).

Desde a identificagdo do gene e da mutagédo mais frequente (F508del) responsaveis pela
FQ, foram descritas mais de 1500 mutagdes e variagdes na sequéncia (polimorfismos) de DNA
do gene CFTR (CFMDB: http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app). Existem regibes no canal

CFTR onde as mutagbes s@o mais comuns, como os NBDs e o dominio regulatorio (R)
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(Rowntree and Harris, 2003).

As mutagbes no gene CFTR foram inicialmente subdivididas por Welsh e Smith (Welsh
and Smith, 1993) em 4 classes. Esta divisdo é extremamente simples e basica. No entanto,
devido a existéncia de fenotipos relacionados com FQ associados a mutagdes particulares no
CFTR e a propriedades regulatérias do canal, foi feita uma extensdo do numero de classes para
5 e mais recentemente para 6 (Figura 3) (Vankeerberghen et al., 2002; Mishra et al., 2005). No
entanto, estas classes ndo sdo mutuamente exclusivas e, mutagdes especificas podem ter

caracteristicas de mais do que uma classe.

Class VI
Defective Regulatory Properties

Class IV
Defective Conduction

Nucleus

Class V Class V
Partial Defective Partial Defective
I@ ER l-‘rotein:fj:ii%’
Class [l‘\
Defective Processing Class |

Defective Protein
Production

Figura 3 — Representagao esquematica das diferentes classes de mutagdes do gene CFTR (Vankeerberghen et al., 2002).

Classe |

Esta classe de mutagdes inclui as mutagdes que ddo origem aos fenétipos mais severos
na FQ, resultando na auséncia de sintese da proteina. Dao origem a formacao de sinais de
terminacdo prematuros. Como consequéncia, séo formados transcritos instaveis e/ou proteinas

aberrantes possuindo dele¢des ou novas sequéncias de aminoacidos. Estas proteinas sao
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frequentemente instaveis e supde-se que sejam degradadas rapidamente ou que desempenhem
uma fun¢do de pequena importdncia. A mutacdo da classe | mais frequente é (G542X
(substituicdo de uma glicina por um codao STOP na posigao 542) (Rowntree and Harris, 2003).
Os antibioticos aminoglicosideos podem suprimir os coddes de terminag&o prematuros.
Estas substancias quebram a fidelidade de traducdo, permitindo a incorporagdo de um
aminoacido e a continuagdo da tradugéo até a terminagdo normal do transcrito (Mishra et al.,
2005). A susceptibilidade de supresséo pelos aminoglicosideos depende do coddo stop e da
sequéncia a volta deste. Os antibiéticos aminoglicosideos ligam-se a um sitio especifico no RNA
ribossémico quebrando o reconhecimento codao-anticoddo pela extremidade aminoacil do RNA
de transferéncia. Isto provoca erros de leitura do cddigo do RNA, permitindo a inser¢éo de
aminoacidos alternativos no local do codao mutado. Estas substituicdes ndo sdo completamente
eficazes, levando apenas a restauracdo de alguma fracgdo dos niveis normais dos transcritos

completos (Kerem, 2005).

Classe Il

Apos a traducdo, que ocorre no ribossoma, a proteina CFTR sofre uma série de
processos de glicosilagdo e modulagdo no reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi,
tornando possivel 0 movimento das proteinas CFTR para a membrana das células apicais.

A maioria das mutagdes descritas como responsaveis pela FQ incluem-se nesta classe
(incluindo a mutagdo F508del). Mutagdes nesta classe encontram-se associadas a defeitos no
processamento das proteinas dando origem a proteinas imaturas (Fonseca e Cernadas, 1999).
Estas proteinas CFTR anormais sdo retidas no RE, sendo posteriormente ubiquitiadas e
degradadas pelo proteossoma 26S existente no citosol. Como consequéncia, estas proteinas
mutantes nao existirdo, ou excepcionalmente aparecerdo na superficie celular. A quantidade de
proteina mutada que atinge a membrana celular é especifica do tecido. Estas diferencas
especificas sao explicadas pelos diferentes niveis da proteina CHIP (carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein) que interactua com a chaperone Hsc70 (Heat shock cognate protein 70),
conduzindo as proteinas CFTR para a via de ubiquitilagdo no proteossoma (Amaral, 2004).

Estudos in vitro utilizando a proteina CFTR F508del demonstraram que este polipeptideo
mutante pode funcionar como um canal de cloreto dependente de cAMP se for permitido que
este atinja a membrana celular, sugerindo que, se forem criadas as condi¢des que ajudem a
saida da proteina mutada do RE e esta atinja a superficie celular, é possivel corrigir parcialmente
o defeito FQ. O residuo 508 esta localizado na superficie do NBD1, préximo da interface de

interac¢do com o TMD. Esta localizagao na interface NBD-TMD € consistente com a disfungéo
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provocada pela mutagao F508del, em que néo existe um impacto significante na estabilidade do
dominio isolado, mas sim uma destabiliza¢éo da estrutura CFTR intacta (Dorwart et al., 2004).

Foram varios os estudos que se desenvolveram no sentido de descobrir substancias
capazes de atenuar in vivo estes defeitos de processamento proteico. O acido 4-fenilbutirico (4-
PBA) tem efeito no mutante CFTR in vivo, permitindo que este saia do RE, seja glicosilado no
Golgi e atinja a membrana plasmatica, onde possui alguma actividade intrinseca. Em condi¢oes
normais, existe uma associacdo do mutante CFTR com a chaperone Hsc70, provocando um
aumento da sinalizagdo para a degradacéo da proteina defeituosa. 4-PBA pode actuar ao nivel
da regulacdo da Hsc70, interrompendo o processo de degradagdo. Um mecanismo pelo qual 4-
PBA promove o trafico da proteina CFTR mutada € através da degradacdo do mRNA da
chaperone Hsc70, consequentemente a diminui¢do do complexo Hsc70-CFTR. Para além disso,
a regulacdo da chaperone Hsp70 pelo 4-PBA resulta num aumento da maturagdo da proteina
CFTR (Kerem, 2005).

Classe I

As mutagdes pertencentes a esta classe produzem uma proteina CFTR que é
processada no citoplasma e transportada para a membrana das células apicais, no entanto, €
resistente a fosforilagdo ou ligagcdo do ATP (Kerem, 2005). Até a data, as mutagdes descritas
nesta classe foram localizadas na regido NBD. Como o ATP intracelular regula a abertura do
canal CFTR através de interacgdes directas com o NBD, mutac6es neste dominio podem alterar
a funcéo do canal. O canal CFTR também é regulado pela fosforilagdo do dominio regulatério, no
entanto, mutagdes neste dominio sdo mais raras (Kelley et al, 1995). Um exemplo de uma
mutacdo da classe Ill € G551D (alteragdo de uma glicina para acido aspartico no codao 551).

Foram encontrados muitos compostos que activam directamente a proteina CFTR
normal e a forma mutante. Entre estes, os mais importantes séo as alquilxantinas, como 8-
ciclopentil-1,3-dipropilxantina (CPX) e genisteina (Anderson and Roomans, 2000). O flavenéide
genisteina é um potente activador do CFTR e pode resolver o problema de ligagdo do ATP ao
NBD, provocado pela mutagdo G551D. Dados mais recentes indicaram que a explicagédo mais
provavel para o efeito de activagdo da genisteina € através da sua ligagao directa ao NBD do
CFTR. A genisteina néo abre directamente o canal CFTR e necessita de ATP e da fosforilagéo
pela PKA. Este flavendide restaura a actividade do canal G551D-CFTR dependente de cAMP in
vitro e in vivo (lllek et al., 1995). Para além disso, a genisteina estimula o canal F508del-CFTR
quando este ja se encontra na membrana celular. Por estas razdes a genisteina é considerada

um activador e pode ser usada para aumentar a condugdo de cloreto nos canais mutados,
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quando ja se encontram na membrana celular.

Classe IV

A quarta classe de mutagdes afecta os aminoacidos localizados no poro do canal, dando
origem a um canal CFTR com propriedades de condugéo deficientes. Esta classe de mutagdes
esta, na maioria dos casos, associada a fen6tipos clinicos moderados (Sheppard et al., 1993).
Alguns exemplos incluem mutagGes nas quais a arginina € substituida pela histidina no residuo
117 (R117H), triptofano na posicdo 334 (R334W), ou prolina no 347 (R347 P). Quando estas
proteinas mutadas sdo expressas em células epiteliais heterdlogas, todas s@o processadas
correctamente, estdo presentes na membrana apical, no entanto geram uma condugao reduzida.
Isto deve-se a uma reduzida taxa de fluxo idnico através do canal aberto. Para além disso, e
principalmente para a mutagdo R117H, a quantidade de tempo que o canal estd aberto é

também reduzido (Sheppard et al., 1993).

Classe V

Este grupo inclui mutagdes missense (ex. A455E-substituicdo de um é&cido glutamico
por uma alanina) e mutagdes que afectam locais de splicing (ex. a sequéncia repetitiva TG e
politimidinas no intrao 8 que regulam o splicing do exdo 9 e 849+10kbC-> T) (Schultz et al., 1999;
Hwang and Sheppard, 1999). Estas mutagdes produzem uma reduzida quantidade do transcrito
CFTR e baixos niveis de proteinas funcionais que séo transportadas para a membrana celular.
Como nestes casos é sintetizada uma pequena quantidade de transcritos mMRNA completos, é de
esperar que o fenotipo seja menos severo (Kerem, 2005). Recentemente, Nissim-Rafinia e seus
colaboradores demonstraram que um aumento do nivel de RNA com splicing normal de um alelo
CFTR com a mutagao 849+10kbC-> T, activou o canal CFTR e restaurou a sua fungao (Nissim-
Rafinia et al., 2004). Este resultado foi obtido pela sobreexpressao de factores de splicing, que
promovem o avango de 84-bp no exdo, aumentando o nivel de transcritos CFTR completos. O
mesmo efeito foi obtido pela administracéo de butirato de sddio (NaBu), um inibidor da histona
diacetilase, previamente demonstrado que regula a expressao de factores de splicing (Brichta et
al., 2003). Este resultado explica a relagdo entre o nivel de transcritos CFTR com splicing
correcto e a severidade da doenca e fornece as bases requeridas para o desenvolvimento de
investigacOes terapéuticas para pacientes que possuam mutagdes de splicing na FQ e noutras

doencas (Kerem, 2005).
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Classe VI

As mutacgOes nesta classe interferem com a estabilidade da proteina CFTR, como por
exemplo, mutagdes que resultam na auséncia dos residuos 70-98 da extremidade C-terminal da
proteina (Mekus et al., 1998; Zielenski, 2000). Apesar da extremidade C-terminal ndo ser
necessaria para a biogénese e funcionamento do canal de cloreto, esta é indispensavel para a
manutencdo da estabilidade do complexo CFTR glicosilado. O corte mais pequeno da proteina
CFTR que provoca FQ, com insuficiéncia pancreatica e infecgdes pulmonares recorrentes €
Q1412X (substituicdo de uma glutamina por um coddo STOP na posi¢do 1412) que resulta na
auséncia de 70 amino4cidos na proteina (Rowntree and Harris, 2003).

As mutagdes CFTR séo classificadas como severas ou moderadas, dependendo do
efeito na proteina funcional e do efeito clinico (Zielenski, 2000). Geralmente, mutagbes severas
resultam na auséncia de sintese ou bloqueio do processamento (Classes |, Il e Ill), enquanto que
mutacdes suaves alteram a condugao ou redugéo da sintese (Classes IV, V e VI). Mutagdes no
gene CFTR podem resultar, ndo s6 em FQ, mas também s&o observados pacientes com
fenotipo parcial de FQ, como auséncia congénita bilateral do canal deferente (CBAVD),
azoospermia obstrutiva, bronquiectasia, aspergilose broncopulmonar alérgica, hipertripsinémia e
pancreatite créonica. Estas doengas foram designadas como “doencas relacionadas com CFTR”
(CFTR related diseases) (Vankeerberghen et al., 2002) e muitas vezes sdo associadas a

mutagdes consideradas mais suaves.

.V - A FQ no mundo

Como ja foi referido, a FQ apresenta uma incidéncia média de 1 em 2000 até 1 em 3000
nascimentos na populagdo europeia, com variagdes significativas de acordo com o grupo étnico
e com a localizagao geogréfica (Bobadilla et al., 2002). A regido europeia onde esta doenca é
mais frequente é no Norte da Irlanda onde, 1 em cada 1700 individuos ¢ afectado (Kere et al.,
1994). Pelo contrario, a regi@o deste continente onde h& menos individuos afectados é na
Finlandia (1: 25000) (Kahre, 2004). No entanto, existem regides onde a incidéncia de FQ atinge
valores intermédios, como por exemplo na Franga (1: 4310), Dinamarca (1:4762), Catalunha
(1:5348), Russia (1:19600) (Lao et al., 2003). Actualmente em Portugal, o aconselhamento
genético é feito tendo em conta a frequéncia de 1 individuo com FQ em cada 3000 recém-

nascidos (Osorio, 1991).
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A frequéncia desta doenga varia drasticamente entre as diferentes ragcas. A FQ é uma
doenga rara na populagéo africana, com uma frequéncia estimada de 1: 17000 (Hamosh et al.,
1998) e ainda menos comum no Este asiatico, com uma frequéncia de 1:72000 na populagdo
indiana (Kapoor et al., 2006) e 1:350000 na populagao japonesa (lwasa et al., 2001). Uma maior
incidéncia é observada nas populagdes americanas destes grupos étnicos (1:15000 nos afro-
americanos e 1:31000 nos d&sio-americanos), sugerindo uma mistura com a populagao
caucasiana onde a frequéncia desta doenga é mais elevada (Hamosh et al., 1998).

No Norte da América a incidéncia de FQ é de 1 individuo em cada 3500 (Bobadilla et al.,
2002). Um estudo efectuado por Roqué e seus colaboradores indica que na Argentina 1
individuo em cada 2770 tem FQ (Roqué et al., 2001). Outro estudo efectuado no Rio de Janeiro,
no Brasil, indica que a frequéncia desta doenca é de 1:3542 (Cabello et al., 1999).

Investigagdes prévias evidenciaram que mutagdes causadoras da doenga existem desde
o periodo Paleolitico (50.000 anos) e muitas estdo associadas a populagdes de origem europeia
(Bobadilla et al., 2002).

L.VI - Espectro mutacional europeu

A distribuicdo geografica das mutacdes no gene CFTR apresenta variagdes em todo o
mundo. A mutacdo F508del, primeira mutagao identificada associada a FQ, ocorre em cerca de
70% dos alelos FQ em populagdes europeias derivadas da raga caucasiana (Mishra et al., 2005).
A frequéncia da mutagdo F508del varia com o aparente gradiente de aumento da frequéncia do
Sudeste para o Noroeste da Europa (Rowntree and Harris, 2003), com a mais alta-frequéncia da
mutagao na Dinamarca (90%) e mais baixa frequéncia na Turquia (18,8%) (Mishra et al., 2005).
A elevada frequéncia da mutacdo F508del indica que cerca de 90% dos pacientes com FQ terdo
pelo menos uma copia de F508del; 50-60% dos pacientes serdo homozigéticos, enquanto que
30-35% serdo heterozigdticos (Massie and Asperson, 1997). Tem sido proposto que esta
elevada frequéncia da FQ nos caucasianos pode ser devido a uma vantagem dos
heterozigéticos para FQ em relagao a resisténcia a diarreia provocada pela cdlera e febre tifide,
elevada fertilidade, reduzida taxa de asma e resisténcia a uma variedade de agentes infecciosos
(Schroeder et al., 1995; Rowntree and Harris, 2003). No entanto, faltam evidéncias para que se
confirmem estas teorias.

Para além de F508del, existem mais 4 mutagbes (G542X, N1303K, G551D e W1282X)

no gene CFTR que tém frequéncias globais maiores que 1% nos cromossomas FQ. G542X esta
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associada a ancestrais Fenicios, € comum nos paises do Mediterraneo, e esta presente na
maioria dos paises europeus, com maior frequéncia na llhas Baleares (16,7%) (Estivill et al.,
1997). N1303K esta maioritariamente presente nos paises mediterranicos, atingindo maior
frequéncia na Tunisia (17,2%) (Estivill et al., 1997). G551D é comum no Noroeste europeu e
Europa Central, sendo menos comum noutras partes da Europa (Estivill et al., 1997). Finalmente
a mutacdo W1282X é comum na maioria dos paises mediterranicos, atingindo maior frequéncia
em lIsrael (36,2%) (Estivill et al, 1997). Apenas mais 17 mutacdes neste gene apresentam
frequéncias de 0,1-0,9%, sendo a maioria das restantes raras ou confinadas a populacdes
restritas. (Estivill et al., 1997).

A Europa do Norte, Centro, Oeste e Nordeste apresenta um elevado grau de
homogeneidade das mutagdes no gene CFTR (Bobadilla et al., 2002). Pelo contrario, Espanha,
Bulgaria, Grécia e Turquia possuem um dos mais diversos painéis mutacionais CFTR deste
continente. Estes paises estdo situados no territdrio costeiro, permitindo-lhes funcionar como
janelas de saida do continente durante longos periodos de migra¢do do Neolitico, 0 que explica
a elevada diversidade mutacional, comparativamente com os restantes paises da Europa
(Bobadilla et al., 2002).

LVII - Diagnéstico

L.VILI - Analise dos electrélitos do suor

As anomalias nos electrélitos do suor foram estabelecidas durante uma onda de calor
em Nova lorque em 1948 (Mishra et al., 2005). Em 1956, Gahm e Shwachman (Gahm and
Shwachman, 1956) serviram-se da técnica da analise dos electrolitos do suor para diagndstico
de FQ na sua clinica, mas isto aconteceu antes de Gibson e Cooke, em 1959, descreverem o
método da quantificagdo do cloreto pela iontoforese quantitativa com pilocarpina, que foi aceite
como teste padronizado (Mishra et al., 2005).

O teste do suor é desde a sua introducdo em 1959 o “gold standard” no diagndstico da
FQ. Apesar de existirem varios métodos qualitativos e quantitativos de afericdo dos ides sodio e
cloreto do suor, a quantificagcdo do cloreto pela iontoforese quantitativa com pilocarpina seré o

mais aconselhavel (Phelan et al., 1990).

A gléndula sudoripara é composta por duas regides diferentes: a regido secretora e o
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ducto de reabsorcdo. O suor primario é produzido na regido secretora e é isotonico. A medida
que as secregdes isotdnicas vao passando pelo acino da gléandula através do ducto impermeéavel
a agua, o sodio e o cloreto sdo absorvidos, resultando um suor hipotonico. O transporte do sodio
estabelece a concentragéo ionica e o gradiente de voltagem responséaveis pela absor¢ao passiva
de cloreto. O cloreto é transportado do limen do ducto pelo canal CFTR e por um canal de
cloreto activado pelo calcio (CaCC). O sédio é transportado pelo canal epitelial de sddio, ENaC
(epithelial amiloride sensitive Na* channel) que também é regulado pelo canal CFTR, por um
mecanismo que néo é completamente conhecido (Mishra et al., 2005).

As glandulas sudoriparas dos pacientes com FQ ndo possuem qualquer anomalia
histologica, mas sim apresentam anomalias na homeostase sddio-cloreto devido a defeitos da
funcdo do canal CFTR. Este problema foi estudado em 1983 por Paul M. Quinton da
Universidade da Califérnia, que descobriu que o transporte de cloreto da cavidade ou limen das
gléndulas sudoriparas através do epitélio que delimita essas glandulas ndo ocorria de modo
eficaz nos doentes com FQ. Nestes doentes existia uma baixa permeabilidade de cloreto no
epitélio dos ductos sudoriparos, 0 que conduzia a uma escassa reabsor¢ao de cloreto e sédio.
Investigagdes subsequentes, apds a descoberta do gene CFTR, demonstraram que a auséncia
de funcionamento do canal CFTR é responséavel pela inibigdo da reabsorcao de cloreto. Apesar
de existirem outras vias de absorcdo de sédio, na auséncia do ido CI, o sédio também é pouco
reabsorvido. As consequéncias deste facto sdo: 1) o suor resultante possui uma concentragdo
relativamente elevada de cloreto e sddio comparada com o suor normal, 2) elevada razéo (> 1)
cloreto/sodio em pacientes com FQ comparada com a populagdo normal, 3) a diferenga de
potencial transepitelial entre o fluido extracelular e o suor dos ductos sudoriparos das glandulas
FQ é duas vezes mais negativa do que no suor das glandulas normais. Em individuos com FQ o
canal CaCC funciona normalmente, pelo que ocorrem algumas modificagdes do suor isotonico
primario (Mishra et al., 2005).

Os valores de cloreto e sodio no suor de individuos com FQ s&o normalmente préximos
dos 60mmol/L, podendo atingir 120mmol/L. Em individuos normais este valor varia entre os 10 e
50mmol/L (Mishra et al., 2005).

-0 teste do suor
Teste do suor é o termo geral que se refere a analise quantitativa e qualitativa do suor

para determinar a concentragao de electrolitos, condutividade e osmolaridade para diagnéstico

da FQ. Geralmente consiste em 3 etapas técnicas: estimulagéo do suor, colheita e anélise. A
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andlise do suor é seguida pela interpretacdo dos resultados (Mishra et al., 2005).

O primeiro passo do teste do suor consiste na aplicagdo da substancia pilocarpina
(nitrato de pilocarpina) numa pequena area do brago ou da perna (Beauchamp and Lands, 2005).
E aplicada uma corrente de 0.5mA que vai aumentando gradualmente até a0 maximo de 4mA
estimulando a producao de suor. Com a aplicagdo da corrente eléctrica os ides positivos da
pilocarpina provocam um aumento da concentragdo do calcio intracelular e estimula a produgéo
de suor pela abertura do canal cloreto activado pelo calcio (Boucher, 2004; Beauchamp and
Lands, 2005).

A concentragdo do i@o cloreto no suor deve ser interpretada tendo em conta a
apresentacdo clinica do paciente, historia familiar, idade e conhecimento de que algumas
mutacdes no gene CFTR estdo associadas a valores limite (“borderline”) ou a concentragdes
negativas de cloreto no suor (Mishra et al., 2005).

Os valores de referéncia de cloreto no suor normalmente utilizados para o diagnéstico da
FQ em criangas sao: <39mmol/L-negativo/normal, 40-59mmol/L - “borderline” (podendo
apresentar FQ) e> 60mmol/L — positivo para FQ. Estes valores podem ser diferentes no caso de
adultos ou recém-nascidos (Mishra et al., 2005; Beauchamp and Lands, 2005).

E normal o aumento do valor de electrdlitos no suor da infancia para a idade adulta:
individuos adultos normais podem ter concentragdes de cloreto no suor superiores a 60mmol/L
(Davis, 2001). Sendo assim, é preciso algum cuidado na interpreta¢éo dos resultados do teste do
suor em individuos mais velhos.

A concentragéo de cloreto no suor tem um elevado poder de discriminagdo: em 98% dos
pacientes com FQ este valor é superior a 60mmol/L. Podem no entanto, surgir falsos positivos,
mas esta classe de pacientes apresenta geralmente caracteristicas clinicas distintas dos doentes
com FQ (doenga de Addison, displasia ectodérmica, diabetes insipidus nefrogénico, deficiéncia
de glucose-6-fosfatase, hipotiroidismo, mucopolissacaridoses € ma nutricao) (Phelan et al., 1990).
Mais de 25% de recém-nascidos normais apresentam uma concentragdo de sédio maior que
65mmol/L no primeiro dia de vida, mas este valor rapidamente diminui no segundo dia (Mishra et
al., 2005).

A concentragdo de cloreto no suor superior a 160mmol/L ¢ fisiologicamente impossivel,
sugerindo erros técnicos como a evaporagdo e contaminagdo que tendem a produzir valores
falsos positivos (Mishra et al., 2005).

A causa patofisioldgica mais importante que dé origem a testes de suor falsos negativos
é a ocorréncia de edema. O edema aparece muito frequentemente em criangas com

hipoproteinémia, que por sua vez pode resultar de insuficiéncia pancreatica exdcrina, antes do
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diagnéstico e tratamento com suplementos pancredticos enzimaticos. O uso de
mineralocorticoides pode também diminuir a concentragédo de electrolitos no suor (Mishra et al.,
2005).

LVILII - Anélise genética

Os testes moleculares para as mutagdes no gene CFTR fazem parte do diagndstico de
rotina da FQ. Seleccionando um conjunto de mutagdes a testar, deve ter-se em consideracédo a
taxa de portadores, a frequéncia das mutacdes e a taxa de deteccédo para o painel de mutacdes
que é variavel para as diferentes populagdes. Quando a analise de mutagdes € utilizada para
confirmar o diagnéstico baseado na historia clinica e na elevada concentragao de electrolitos no
suor, deve ser testado o maior nimero de mutagdes possiveis (Mishra et al., 2005). O fendtipo
para muitas mutagdes raras ndo é conhecido pelo que, alguns autores recomendam que apenas
sejam testadas mutagbes em que se conhece associagdo com clinica de FQ. Os centros
capazes de oferecer a sequenciacdo completa do gene CFTR devem ter igualmente a
capacidade de interpretar alteragdes encontradas pela primeira vez. Os avangos tecnoldgicos
podem tornar possivel que a sequenciagdo do gene CFTR seja uma técnica rotineira
(Rosenstein and Cutting, 1998).

Existem muitos casos em que as caracteristicas clinicas, o genétipo CFTR e a
quantificagéo electrofisiologica séo contraditorios relativamente ao diagnéstico de FQ (Warren et
al., 1997). Por outro lado, existem situagdes em que os pacientes apresentam clinica de FQ mas
nao possuem mutagdes no gene CFTR detectaveis com as técnicas actualmente usadas
(Groman et al., 2002).

LVILIII - Testes auxiliares

Existem outras formas complementares de determinacdo da fungéo da proteina CFTR,
como a diferenca de potencial nasal, a quantificacdo da actividade do canal CFTR intestinal
através de biopsias rectais numa camara de Ussing e o teste de estimulag@o pancreética para a
secrecao de electrolitos pelos ductos pancreaticos (Mishra et al., 2005). Estes testes séo usados
em poucos centros. E possivel obter informagdo adicional acerca da informagdo clinica
recorrendo a fungdo pancreatica exocrina (ex. elastase fecal) e microbiologia do tracto
respiratério (lavagem broncoalveolar). A avaliagdo urogenital (analise do sémen) pode também
ser util no diagndstico da FQ (Stern, 1997).

20



Introducdo

Em 1999 a Fundagao de Fibrose Quistica em consenso, recomendou que os critérios de
diagndstico para a definicdo de FQ devem incluir: presenga de uma ou mais caracteristicas
fenotipicas (doenga sinopulmunar cronica, insuficiéncia pancreatica, ma nutrigdo, doenca do
figado, sindrome da perda de sal ou auséncia congénita bilateral do canal deferente) ou histéria
de FQ na familia mais proxima, ou rastreio neonatal positivo, junto com a evidéncia laboratorial
de anormalidades no canal CFTR documentadas por 1) elevadas concentragdes de cloreto no
suor, ou 2) identificagdo de duas ou mais mutagbes no gene CFTR associadas a FQ, ou 3)
demonstragao in vivo de caracteristicas anormais no transporte de ides através do epitélio nasal

(medicao da voltagem transepitelial nasal) (Grosse et al., 2004).

I.VIIl - Tratamento

A terapia para FQ tem os seguintes objectivos: preservagdo da fungdo pulmonar,
optimizacao do estado nutricional, minimizacdo das complicagdes e manutencdo do bem-estar
psicossocial. O tratamento deve ser feito preferencialmente em centros especializados que
oferecem um servigo compreensivo e multidisciplinar, monitorizam de forma mais rigorosa o
desenvolvimento de infeccdes respiratdrias e proporcionam suporte nutricional e psicossocial
(Kahre, 2004).

A doenga pulmonar constitui o factor limitante para a maioria dos pacientes com FQ, dai
que o principal objectivo da terapia consiste em retardar a progressdo dos problemas
pulmonares através da limpeza mucociliar e o controlo prévio das infecgdes. Normalmente séo
administrados mucoliticos para aumentar a expectoracao. A monitorizagdo microbioldgica regular
e o tratamento agressivo com antibiéticos para as infecgdes pulmonares tem-se demonstrado
eficaz na redugdo do numero de criangas com infecgdes crénicas de P. aeruginosa (Lee et al.,
2004). E frequente o uso de farmacos para compensagéo da perda de actividade do canal de
cloreto CFTR, aumentando a actividade de diferentes classes de canais de cloreto nos epitélios
afectados (Murray et al., 1999). O transplante pulmonar ou de outros 6rgdos é a unica alternativa
em pacientes com danos excessivos irreversiveis (Keck et al., 1999).

E também sabido que a ingestdo de alimentos altamente caléricos e ricos em gordura é
essencial em individuos com FQ. A ingestdo de 150% ou mais do valor recomendado de calorias
€ necessario para assegurar o crescimento normal, devido aos elevados requerimentos
energéticos destes pacientes (Koch and Hoiby, 2000).

Os avangos na biologia molecular, biologia celular e electrofisiologia permitem conhecer
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as consequéncias das mutagdes nas diferentes regides do gene CFTR. Dado que € conhecida a
fisiologia do CFTR, s&o criadas diferentes estratégias para encontrar farmacos capazes de
corrigir o defeito do transporte idnico (Roomans, 2003). Foram referidas anteriormente,
associadas a cada classe de mutagdo, varias classes de substéncias que podem ser
administradas para o tratamento de FQ, de acordo com o defeito proteico (classe da mutag&o).
Varios estudos clinicos demonstraram que alguns agentes virais e nao-virais de
transferéncia de genes sdo capazes de corrigir o defeito de transporte do ido cloreto na FQ em
ratinhos transgénicos. No entanto, sdo varios os ensaios de terapia génica para FQ que sugerem
que os niveis de eficacia de transferéncia de gene sdo ainda demasiado baixos para constituir
um beneficio clinico. Este facto é resultado das varias barreiras extra e intracelulares
encontradas pelos vectores de transferéncia do gene. Por este motivo, a terapia génica para a

FQ nao foi além dos ensaios laboratoriais (Klink et al., 2004).

LIX - Rastreio e diagndstico pré-natal

Desde a descoberta do gene responsavel pela FQ que esta doenga tem sido alvo de
rastreio pré-natal em varios paises, devido a elevada frequéncia que apresenta na populagéo.

Em 1997, o Instituto Nacional de Saide da América recomendou que deve ser oferecido
um rastreio de FQ antes da concepgédo ou durante a gravidez, para identificar portadores de
mutagdes CFTR (NIH, 1999). No entanto, a implementagé&o de um rastreio de portadores de FQ
acarreta alguns inconvenientes e preocupagdes como por exemplo, 0 grande numero de
mutagdes no gene CFTR; a diferente frequéncia das mutagbes nos varios grupos étnicos,
demograficos e raciais; a relacdo inconsistente entre gendtipo-fenétipo para mutacdes
particulares; o facto de que nem todas as mutagdes CFTR provocam FQ. Apesar de serem
reconhecidos alguns problemas associados ao rastreio, era também sabido que estas
preocupacgdes eram de magnitude similar aquelas associadas a outros programas em pratica,
como a pesquisa de multiplos marcadores no sangue da mée para rastreio de aneuploidias no
feto (Grody et al., 2001).

Em 2001, o Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas e o Colégio Americano de
Genética Médica apresentaram um conjunto de directrizes para a implementagéo do rastreio pré-
natal de FQ, incluindo o painel de mutagdes e variantes do gene CFTR que devem ser testadas
como parte integrante dos programas desse rastreio (Watson et al., 2004).

Antes da realizagdo do rastreio € necessario o esclarecimento relativamente a alguns
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factores, nomeadamente o objectivo, a natureza voluntaria do rastreio, a variedade de sintomas
e severidade da doenca, a genética da FQ, a estimativa do risco dos pais serem portadores
dependendo do grupo étnico ou racial e os factores a considerar na decisao de fazer ou ndo o
rastreio. Mais importante ainda, sdo as implicagdes dos resultados positivos e particularmente
dos resultados negativos, que devem ser cuidadosamente explicados. Quando é detectado o
estado de portador nos pais (verdadeiros positivos) esta situagdo provocard excesso de
ansiedade e stress, relacionados com o aumento dos riscos do feto e a decisdo de fazer o
diagnéstico pré-natal (Wald et al., 2003).

Existem duas formas de rastreio que podem ser seguidas pelos casais antes ou durante
a gravidez. No primeiro método, ambos os membros do casal séo testados e os resultados séao
avaliados em conjunto. Este método revela o estado de portador de ambos os membros do casal
e prevé com maior seguranga o risco do feto. No segundo método, chamado rastreio sequencial,
o teste é geralmente oferecido a um membro do casal, normalmente a mulher. Sé é feito o teste
no outro elemento do casal (neste caso, o pai) se o resultado do primeiro teste (mé&e) for positivo
(Wilson et al., 2002). O rastreio sequencial revela-se mais rentavel e pode conduzir a uma
diminui¢ao da ansiedade, especialmente em casais nos quais o primeiro elemento a ser testado
tem um resultados negativo.

O objectivo destes programas de rastreio pré-natal consiste em identificar gravidezes de
risco, sendo em ultima insténcia acompanhados por diagndstico pré-natal. Usando técnicas que
permitam a identificagdo de 85% dos portadores, numa populagdo com uma frequéncia de
portadores de 1 em 24, a frequéncia com que ambos 0s membros do casal sdo portadores é de
1 em 800 casais (Bonham et al., 2003). E importante referir que um teste negativo ndo garante
que o feto ndo seja afectado, mas diminui o risco.

O rastreio durante a gravidez é acompanhado da limitagdo relativamente ao momento do
diagnostico pré-natal e interrupgdo da gravidez por indicagdo clinica. Normalmente, a
identificagdo de gravidezes de risco deve ocorrer antes das 20 semanas de gestacao, de forma a
ser feito o diagndstico pré-natal e se necessario, a interrup¢éo da gravidez antes de ser atingido
o limite de tempo legal para o fazer.

O diagndstico pré-natal é indicado quando ambos os progenitores sdo portadores de
mutacdes no gene CFTR e, sendo assim, o feto tem "4 de probabilidade de ser afectado (Wilson
et al., 2002). Uma indicag&o adicional para a realizagéo do diagnostico pré-natal € a detecgéo de
intestino hiperecogénito no feto através da ecografia no segundo trimestre de gestagdo. O
intestino hiperecogénito é encontrado em aproximadamente 0,1% das gravidezes no segundo

trimestre e pode ser devido a FQ, variagdo normal, anomalias cromossémicas ou infec¢do
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congénita viral. Nestes casos, é estimado um risco devido a FQ de 3 a 13% (Richards and Grody,
2004).

Para a realizagdo de diagndstico pré-natal podem ser utilizadas amostras directas e
culturas de vilosidades corionicas e amnidcitos. As amostras de vilosidades coriénicas podem
ser obtidas durante o primeiro trimestre de gravidez (até aproximadamente as 10 semanas),
enquanto que a amniocentese € feita no segundo trimestre (cerca das 16 semanas). Ambos sao
métodos invasivos e possuem um pequeno risco de perda do feto de aproximadamente 1%
(Richards and Grody, 2004). A amostra do feto deve ser testada no mesmo laboratério onde
foram testadas as amostras dos pais, de forma a assegurar a interpretacdo dos resultados
segundo os mesmos critérios. Para além disso, aquando a analise da amostra do feto, deve ser
realizado um teste de investigagdo de contaminagdo materna na mesma amostra, para que seja
excluida a possibilidade de contaminagao com células maternas, que constitui uma fonte de erro

no diagndstico pré-natal.

|.X — Rastreio neonatal

Desde a introdugéo dos cartbes de “Guthrie” na década de 60, que a fenilcetonuria pode
ser detectada logo ap6s o nascimento, por doseamento da concentragcéo de fenilalanina em
sangue seco de bebés recém-nascidos. Desde entdo, os programas de rastreio tém-se alargado
a uma variedade de doengas (Pollitt, 1993; Bamforth, 1994; Loeber et al., 1999). O rastreio
neonatal tornou-se uma parte indispensavel dos cuidados de salde em todos os paises
desenvolvidos.

A possibilidade de obter um diagndstico precoce de FQ a partir do rastreio neonatal
surgiu quando Crossley e seus colaboradores (Crossley et al., 1979) revelaram que os niveis de
tripsina imuno-reactiva (IRT) s&o altos em recém-nascidos com esta doenga.

N&o existe um consenso em relagao ao rastreio neonatal de FQ, porque ainda esta por
esclarecer se 0s beneficios ultrapassam os custos e os efeitos indesejaveis. Até a data, s6
alguns paises como a Australia, Nova Zelandia, Franca, Austria, Polénia, Estados Unidos e
Inglaterra possuem programas nacionais de rastreio neonatal. No entanto, estes programas néo
sao estabelecidos uniformemente ao longo do territério nacional. Na maioria destes paises, nao
existe legislagéo especifica ou critérios de orientagdo, nos quais o rastreio neonatal de FQ se
deveria basear (Santos et al., 2005).

Desde o encontro da Sociedade Internacional de Rastreio Neonatal em 1996 (Pollit,
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1998), que as vantagens clinicas de um rastreio neonatal se tornaram um pouco mais claras. O
diagndstico tardio e a elevada prevaléncia de sintomas precoces possiveis de serem tratados,
tem sido bem documentada e aceite durante algum tempo. E também claro que sem rastreio, um
numero significante de criangas com FQ permanece sem diagnéstico até ao nascimento de um
segundo filho afectado na familia (Lane et al., 1998).

Os argumentos a favor do rastreio neonatal consistem nos inadiaveis beneficios do
diagndstico precoce: a possibilidade de tratamento precoce. Evita o diagnéstico tardio, reduz a
ansiedade dos familiares e impede que a crianga receba tratamento para doencas erradas
(Wilcken and Travert, 1999). Ao identificar individuos afectados, é possivel reduzir a morbilidade
ou a mortalidade precoce. O diagndstico precoce ajuda os profissionais de saude que estdo
directamente ligados a estas criangas a compreenderem melhor a doenga e a sua historia
natural, bem como da a oportunidade aos pais de tomarem os devidos cuidados durante o
primeiro ano de vida. Sendo assim, pratica-se uma medicina inteligente, é possivel o
aconselhamento genético oportuno, sendo permitido fazer escolhas reprodutivas em relagéo a
gravidezes futuras (Bonham et al., 2003). Parece indiscutivel que existem beneficios precoces
para os pacientes diagnosticados no rastreio neonatal.

Tendo em conta estes aspectos, o futuro ideal para a FQ consiste no rastreio neonatal e
tratamento dos pacientes desde cedo, em centros especializados na doenca.

A analise da tripsina-imunoreactiva (IRT) tem sido o método mais usado no rastreio
neonatal de FQ. O tripsinogénio é uma pro-enzima produzida pelo pancreas, que normalmente
atinge o lUmen intestinal onde é activado para tripsina. Em pacientes com FQ a obstrugéo dos
ductos pancredticos impede a secre¢do do tripsinogénio e a sua chegado ao intestino,
resultando numa acumulagao desta proteina no sangue de individuos com esta doenca. (Santos
et al., 2005).

O sangue deve ser colhido entre o0 segundo e o sexto dia de vida, a partir dai comeca a
haver decréscimo dos niveis de enzima a medida que o tempo passa.

Sé&o varios os protocolos utilizados no rastreio neonatal de FQ (Wilcken and Willey,
2003). Existem paises que recorrem ao ensaio de IRT realizado em dois tempos separados,
seguido do teste do suor. Noutros paises, estes testes sdo acompanhados de testes moleculares,
tendo particular interesse quando usados para detectar o alelo mutante mais comum (F508del)
ou para a analise de multiplas mutagdes associadas a FQ (Farrel et al., 2001).

Um problema da utilizacdo dos ensaios de IRT ¢ a falta de consenso relativamente ao
valor normal. O numero de falsos negativos depende do valor limite escolhido. Se o valor limite

de IRT for elevado, existe um elevado risco da ocorréncia de falsos negativos. Pelo contrario,
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com um valor limite demasiado baixo, maior € o risco de existirem falsos positivos (Wilcken and
Travert, 1999).

O rastreio molecular oferece maior taxa de deteccdo e seguranga relativamente ao
rastreio bioquimico, permitindo a identificagdo de portadores e total especificidade (Mahadeva et
al., 1998).

Tém sido propostos diferentes protocolos de rastreio, desde que foram descobertas
diferentes mutagbes. Ainda ndo existe uma uniformidade entre paises, ou mesmo entre
diferentes regides do mesmo pais, devido ao facto das frequéncias das mutagdes diferirem entre
estes (Santos et al., 2005).

Os argumentos relacionados com os eficientes cuidados de saude e os resultados
emergentes das criangas afectadas, parece justificar o rastreio neonatal de FQ. No entanto, em
1997 os participantes no workshop “Centers for Disease Control and Prevention — Newborn
Screening for Cystic Fibrosis: A Paradigm for Public Health Genetics Policy Development” (CDC,
1997) sugeriram que as vantagens associadas ao rastreio neonatal de FQ ndo s&o suficientes
para que este seja incluido no painel “standard” de testes no periodo neonatal. Antes do rastreio
mundial de FQ ser recomendado como rotina de saude publica, sdo necessarios dados mais
concretos acerca da sua eficacia. Esta evidéncia deve incluir uma melhor descricdo das
consequéncias do diagndstico tardio, informacdo acerca das diferencas do desenvolvimento
cognitivo causadas pela ma nutrico, dados que estabelecam os beneficios pulmonares do
diagndstico precoce e a relagdo custo-beneficio do diagndstico precoce através do rastreio
neonatal (Grosse et al., 2004).

Para que uma doenga possa ser objectivo de rastreio sistematico no recém-nascido,
deve responder positivamente a algumas questes fundamentais: facil colheita de sangue;
relacdo custos/beneficios aceitavel; frequéncia elevada e resposta médica eficaz. A FQ responde
muito positivamente as primeiras questdes, mas a falta de tratamento especifico tem sido o
principal obstaculo na institucionalizagdo do rastreio, principalmente nos paises que procedem
ao rastreio do hipotiroidismo congénito e da fenilcetonuria (Osério, 1991).

Em 1989 foi apresentado ao Ministério da Saude um projecto de rastreio experimental
para 100.000 recém-nascidos, no sentido de determinar se a relagao custo/beneficio justificaria a
sua institucionalizagdo em Portugal (Osorio, 1991).

Esse projecto apresentado em conjunto com a Associacdo Portuguesa de Fibrose
Quistica e Comissdo Nacional para o Diagnéstico Precoce, analisou a problemética de rastreio
em termos de aproveitamento das estruturas ja existentes. O rastreio seria feito por doseamento

da tripsina imuno-reactiva por radio-imuno-ensaio, aproveitando-se para o efeito, todo o
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esquema montado para o rastreio do hipotiroidismo congénito e da fenilcetonUria, desde a
organizag&o até a utilizagdo do equipamento. Em relagéo a colheita, ndo haveriam alteragdes a
fazer, visto que o sangue habitualmente obtido era suficiente para mais um doseamento (Osério,
1991).

A frequéncia da FQ em Portugal ndo era conhecida, mas por comparagdo com estudos
feitos noutros paises estimava-se que fosse de aproximadamente 1/3000, o que significava que
em cada ano nasciam cerca de 50 criangas com esta doenga (Osério RV, 1991).

Se por um lado é verdade que uma doenga sem cura ndo deva, em principio ser
rastreada, foram varios os estudos que demonstraram que o diagndstico precoce de FQ
efectuado a partir do rastreio, pode reduzir o tempo de hospitalizagdo de cada doente, além de
contribuir decisivamente para uma melhor qualidade de vida do doente. A economia resultante
desta menor taxa de hospitalizagdo pagava por si sé as despesas do rastreio, parecendo assim
que apesar da falta de tratamento especifico, a relagcdo custos/beneficios era francamente
favoravel. Acrescendo o facto de que os pais das criangas doentes poderiam ser informados,
antes do nascimento de um segundo filho, das vantagens em recorrer a uma consulta de
aconselhamento genético e, eventualmente de diagnostico pré-natal (Osdrio, 1991).

Existiam porém alguns factores limitativos a ter em conta. O primeiro é que se tratava de
um rastreio a dois tempos, uma vez que existia uma percentagem minima de recém-nascidos
que apresentam valores elevados de tripsina imuno-reactiva, ndo associada a FQ. Estes valores
normalizam por volta da terceira ou quarta semana de vida e obrigam, nestes casos, a contactar
os pais e a proceder a um segundo doseamento. O segundo ponto a considerar era a
necessidade de criacao de centros de tratamento especializados, pelo menos em Lisboa, Porto e
Coimbra, aptos para receber cerca de 40 a 50 criangas por ano e a prestar todo o apoio médico
de que elas necessitassem. Na altura havia informacao de que este Ultimo objectivo estava em
vias de ser conseguido e, sendo assim, concluiu-se que estavam reunidas as condi¢oes para
que se iniciasse o rastreio experimental desta doenga (Osorio, 1991).

Entre 1992 e 1995 efectuou-se o rastreio experimental de FQ nos distritos do Porto e
Coimbra, mas n&o teve continuidade por ser fundamentalmente uma doenga sem tratamento
(Osodrio, 1991).
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Obijectivos

O principal objectivo deste trabalho foi a determinagdo da prevaléncia da mutagéo
F508del em individuos portugueses saudaveis, com origem em varias regides geograficas do
pais. Com a determinagdo da frequéncia da mutacdo F508del na populagdo portuguesa
caucasiana, sera possivel calcular a prevaléncia de portadores de FQ em Portugal e
consecutivamente calcular a incidéncia da doencga neste pais com base em dados populacionais.
Estes valores terdo imediatamente uma aplicagdo pratica nas consultas de aconselhamento
genético neste pais e no calculo do risco para FQ. Os dados obtidos neste trabalho também
permitirdo, pela primeira vez, um calculo pormenorizado da relagdo custo/beneficio de um
programa de rastreio neonatal, em analogia com alguns paises nordicos, onde este

procedimento ja esta em vigor.
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Material e Métodos

As amostras utilizadas neste estudo foram irreversivelmente anonimizadas conforme
estipulado no Art® 19 da Lei n° 12/2005 de 26 de Janeiro (Anexo A). Estas amostras deram
entrada no Centro de Genética Clinica para testes de paternidade e eram de individuos
saudaveis provenientes de todo o pais, incluindo regides autonomas. Das 500 amostras totais,
foi tido o cuidado de que pelo menos 150 amostras fossem de individuos com origem geografica
no Norte do pais e 150 individuos com origem geografica no Sul. Deste modo, as amostras
utilizadas neste estudo foram divididas da seguinte forma: 259 amostras de individuos com
origem geografica no Norte, 167 amostras de individuos com origem geografica no Sul, 58
amostras de individuos com origem geografica no Centro e 16 amostras de individuos
provenientes das llhas. Foi tida atencdo no sentido de ndo serem incluidos na amostra
individuos aparentados. Apenas foram incluidos neste estudo portugueses de origem caucasiana.

O tipo de material utilizado neste estudo apresenta alguma diversidade: DNA, sangue
periférico em papel de filtro e células bucais em papel de filtro.

lil.I - Amostras

DNA

Para maioria das amostras utilizou-se directamente o DNA que ja tinha sido previamente
extraido para a realizagao de outros testes. Estas amostras de DNA, na sua maioria extraidas de
amostras de sangue periférico em EDTA pelo método “salting out”, (Anexo B) s&@o estaveis
durante um longo periodo de tempo, quando respeitadas as boas condigdes de armazenamento
(-20°C).

Todas as amostras foram quantificadas e diluidas @ mesma concentragéo (62,5ng/uL).
Formaram-se pools de 5 amostras, de forma a que a concentragdo de cada amostra na pool

fosse igual (12,5ng/pL).

Sangue periférico e células bucais em papel de filtro

Para estas amostras também existia DNA extraido, no entanto, dado que algumas
extracgdes eram provenientes de amostras muito antigas (desde 1999 a 2006) e o DNA extraido
deste material € menos estavel, foi realizada uma nova extracgéo: formaram-se pools de 5
amostras (amostras de sangue separadas das amostras de células bucais) e fez-se a extracgao
de DNA através do método salino.

O gréfico seguinte representa uma simulagdo aproximada do numero de amostras a
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incluir em cada pool e o numero de PCRs (polimerase chain reactions) que seriam necessarias
realizar na totalidade, dependendo da prevaléncia de portadores F508del. O nimero ideal de
amostras para juntar numa pool seria entre 5 até 7, dependendo da prevaléncia de portadores.
Foi escolhido o0 numero 5 por ser tecnicamente mais fiavel (menor risco de perder a sensibilidade)
e por garantir que seria possivel concluir o estudo com a realizagdo de um numero maximo de

200 PCRs, se a prevaléncia de portadores F508del fosse menor que 1/25.

Minimizacdo do n° de PCRs
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Figura 4 - Numero total de PCRs necessarias e numero ideal de amostras a incluir nas pools tendo em

conta a taxa de portadores F508del.
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lILIl - Métodos

lILILI Extracgao de DNA

Para cada amostra foram cortados 2 circulos de papel de filtro e colocados num tubo
eppendorf. Cada tubo eppendorf continha uma pool de 5 amostras (10 circulos) que foram
processadas da seguinte forma:

Lise das células nucleadas: adiciou-se 900uL de Cell Lysis Solution (Gentra), 4,5uL de

Proteinase K (Gentra) e incubaram-se as amostras a 55°C, durante pelo menos 3 horas.
Precipitacdo das proteinas: adicionou-se 300uL de Protein Precipitation Solution (Gentra),

homogeneizou-se no vortex durante 20 segundos a velocidade maxima, colocou-se no gelo
durante 15 minutos e centrifugou-se durante 5 minutos a 13000-14000 rpm.

Precipitacdo do DNA: o sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf contendo

900uL de Isopropanol 100% (v/v) (Merck) e 1,5uL de Glycogen Solution (Gentra), inverteu-se
suavemente o tubo eppendorf (50 vezes), colocou-se no gelo durante 15 minutos e centrifugou-
se durante 5 minutos a 13000-14000 rpm. Rejeitou-se o sobrenadante, adicionou-se 900uL de
etanol a 70% (v/v) (Merck) e inverteu-se o tubo de forma a lavar o sedimento de DNA.
Centrifugou-se durante 1 minuto a 13000-14000 rpm, rejeitou-se o sobrenadante e deixou-se

secar durante 15-20 minutos.

Hidratacdo de DNA: adicionou-se cerca de 50uL de DNA Hydration Solution (Gentra) e colocou-
se no banho a 55°C durante pelo menos 3 horas, ap6s as quais 0 DNA estava pronto a utilizar.
Estas amostras néao foram diluidas, uma vez que as concentragdes obtidas eram mais

baixas do que as das amostras de sangue periférico em EDTA.

Todas as amostras foram submetidas a 2 metodologias distintas: a) Bi-PASA e gel de

agarose; b) PCR fluorescente e GeneScan (ABI 310).

lILILII - Bi-PASA e gel de agarose

A PCR pode ser utilizada para para detecgao rapida de alteragdes numa Unica base de
DNA, usando um método de amplificacdo de alelos especificos (PASA - PCR Amplification of
Specific Alleles). O principio do método consiste no desenho de um primer que amplifique

preferencialmente um alelo relativamente ao outro. A amplificagdo especifica pode ser obtida se
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o0 primer emparelhar com o alelo desejado e ndo emparelhar com o outro alelo, na extremidade
3’ do primer (Ye et al., 2001). No entanto, cada reacgdo PASA apenas fornece informagao em
relacdo a presenga/auséncia de um Unico alelo. S&o necessarias duas reacgdes para determinar
a zigocidade da alteragdo. O método Bi-PASA (Bidirectional PCR Amplification of Specific Alleles)
tem como base a PCR alelo-especifica para amplificar simultaneamente dois alelos em
direcgdes opostas (Figura 5). Esta provado que o Bi-PASA é um método robusto e versatil (Liu et
al., 1997).

—= F T M
1.

'|'|-—.L i} —-—

Jva

Passible PUR S nes

PO wildogs
‘P.i_l [CET
G : Figura 5 — Esquema representativo do principio do
e c método Bi-PASA. Os 4 primers (P,OMW estio
. i representados por setas. X representa a mutagdo. As
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W by 1" —_— —

== interno para cada ensaio (Maciel et al., 2003).
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Principio do método Bi-PASA

Para 0 método Bi-PASA s&o necessarios 4 primers: 2 externos (P e Q) e dois primers
internos alelo-especificos (M e W). P e Q devem emparelhar a diferentes distancias da alteragao
(mutacdo) na sequéncia para se diferenciarem os segmentos PASA Down e Up no gel de
agarose (Figura 5). Os primers internos (M e W) consistem em duas partes: uma pequena regiao
que é complementar a um dos alelos e uma cauda ndo complememtar de 10pb rica em G+C na
extremidade 5 (Liu et al., 1997; Maciel et al., 2003). Esta cauda é usada para prevenir 0
megapriming, que ocorre quando um segmento gerado por PCR nos ciclos iniciais actua como
primer do DNA gendmico nos ciclos seguintes. Para além disso, esta sequéncia néo

complementar aumenta a eficacia de amplificacdo dos segmentos P-W e M-Q nos ciclos tardios
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da PCR devido a um aumento de regido de complementaridade (Maciel et al., 2003).

Dependendo da zigocidade, o Bi-PASA produz 2 ou 3 segmentos: PQ é sempre
produzido e serve como controlo positivo, PW e MQ ambos estéo presentes num heterozigético
(WT/M), mas s6 PW é produzido num homozigético wild-type (WT/WT) e MQ s6 é produzido

num homozigético mutante (M/M) (Liu et al., 1997).
Nesta parte do trabalho, a deteccdo da mutagdo F508del foi feita através da

amplificagdo de uma parte do exdo 10 do gene CFTR pelo método Bi-PASA. O DNA foi
amplificado utilizando os primers e o procedimento descritos por Maciel et al., 2003 (Tabela 3).

Tabela 3 - Primers utilizados no Bi-PASA para F508del (adaptado de Maciel et al., 2003).

Primer Sequéncia? (5'---> 3’) Tm (°C)°
P CTGAATCATGTGCCCTTCTC 60
Q CATTCACAGTAGCTTACCCAT 60
M 099ccgggggATTAAAGAAAATATCATT 40
W 09cggcggggATAGGAAACACCAAA 40

a Parte das sequéncias M e W s&o caudas ndo complementares
b Tm ¢ calculada pela férmula de Wallace = 2°C por cada A ou T e 4°C por cada G ou C. Tm é calculada para o

DNA genomico original.

Para a PCR Bi-PASA foi usada 1U Taq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems), num
volume total de 25uL: 50mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH8,3; 2,5 mM MgCl; (fornecidos juntamente
com a enzima Taq Gold); 200uM cada dNTP’s (Invitrogen). A amplificacéo foi feita num
termociclador T1 thermocycler (Biometra). Fez-se uma desnaturagéo inicial de 10 min a 94°C,
seguida de 35 ciclos de 3 segmentos: desnaturagdo a 94°C durante 15s, emparelhamento a
55°C durante 30s, e amplificacdo a 72°C durante 1min. Finalmente fez-se uma extenséo final a
72°C durante 10min. A concentragdo dos primers internos utilizada (0,6uM) foi 1,5 vezes

superior a concentragao dos primers externos.
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Tabela 4 — Volume de reagentes por cada PCR Bi-PASA.

Reagente (solugao stock) Volume na reacgao (uL)
Taq Gold DNA polimerase (5U/uL) 0,2
MgCl2 (25mM) 25
dNTP’s (100 mM) 0,05 cada dNTP
GeneAmp 10x PCR buffer Il (com Tris-HCI 100mM e KClI 2,5
500 mM)
Primers internos M e W (10pM) 0,75 cada primer
Primers externos P e Q (10uM) 0,5 cada primer
DNA* (12,5ng/pL) 2
Agua Biotech* 15,1

*Para as amostras extraidas de papel de filtro pipetaram-se 3L de DNA e 14,1l de agua.

Em cada PCR foram incluidos um controlo negativo (pool com 5 amostras de individuos
normais) e um controlo positivo (pool com 4 amostras de individuos normais e 1 amostra de um
individuo heterozigético para F508del).

Os produtos de amplificagao foram aplicados num gel de agarose 2% (p/v) esperando-se
os seguintes tamanhos de fragmentos: 587pb (PQ), 414pb (PW) e 226pb (MQ).

ILILII - PCR fluorescente e GeneScan (ABI 310)

A detecgé@o da mutagdo F508del através deste método teve como base a realizagao de
uma PCR fluorescente seguida de electroforese capilar num aparelho ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Todas as pools de amostras utilizadas no método anterior foram
submetidas a este método. As amostras foram amplificadas pela PCR, com a particularidade de
os primers utilizados serem fluorescentes, para que fosse possivel a analise dos fragmentos
amplificados num aparelho de detecgdo de fluorescéncia (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer).
Apos serem colocadas as amostras no aparelho, todos os aspectos da corrida, recolha de dados

e analise sdo automaticos.

Principio do método da analise de fragmentos

O aparelho 310 Genetic Analyzer separa os fragmentos de DNA através da utilizagdo de
uma matriz de corrida — Performance Optimized Polymers (POP) - cuja familia inclui o POP- 6,
polimero para aplicagdes de alta resolugdo, como a sequenciagdo, e 0 POP- 4 para corridas

mais rapidas como a analise de fragmentos ou sequenciagdo rapida. O sistema permite o
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enchimento automatico do capilar com polimero. Apés serem colocadas no aparelho, as
amostras séo injectadas automaticamente no capilar antes de cada corrida. Através da aplicagao
de um campo eléctrico as moléculas de DNA migram pelo capilar, em direcgdo ao anodo,
passando pela janela de deteccdo. A medida que vdo passando pela janela vdo sendo
estimuladas por um laser de argon, emitindo fluorescéncia. Uma série de lentes (espelhos)
direcciona e foca as emissdes fluorescentes num espectrografo onde vao ser separadas em
fungdo do comprimento de onda. Estes dados véao ser convertidos sob forma de informagéo
digital que vai ser processada por um software adequado.

Com base no programa Primer Express v2.0 foram desenhados os primers
direccionados para a regido que compreende o coddo 508 do exdo 10 do gene CFTR (Tabela 5).

Todos os primers (incluindo os Bi-PASA) foram testados in silico com auxilio do
programa Primer Express e usando um programa para analise de primers — Virtual PCR v2.0
(Vper 2.0: http://grup.cribi.unipd.it/cgi-bin/mateo/vpcr2.cgi). Todos os primers utilizados foram
sintetizados pela empresa MWG Biotech.

Tabela 5 - Primers utilizados na PCR fluorescente para F508del.

Primer Sequéncia (5’---> 3) Tm (°C)®
aFAM-508-F FAM-CAGTGGAAGAATTTCATTCTGT 60
FAM-F508-R FAM-CTTCTAGTTGGCATGCTTTGA 60

a A cada primer foi adicionado o fluorocromo FAM (azul)
b Tm é calculada pela formula de Wallace = 2°C por cada A e T ou 4°C por cada G ou C. Tm é calculada para o

DNA gendmico original.

Para cada PCR fluorescente foi usada a solugdo Platinum PCR Supermix (Invitrogen)
com a seguinte constituigdo: 22U/mL complexo recombinante Taq DNA polimerase com platinum
Taq Antibody; 22mM TrisHCI pH 8,4; 55mM KCI; 1,65mM MgClp; 220uM de cada dNTP. O

programa de amplificagéo utilizado foi o anteriormente descrito.

Tabela 6 - Volume de reagentes por cada PCR fluorescente.

Reagente (solugao stock) Volume na reacgao (uL)
Platinum PCR Supermix 225
Primers F e R (10uM) 0,5 cada
DNA* (12,5ng/uL) 0,5

*Para as amostras extraidas de papel de filtro pipetou-se 1L de DNA.
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Neste caso também foram incluidos um controlo negativo (pool com 5 amostras de
individuos normais) e um controlo positivo (pool com 4 amostras de individuos normais e 1
amostra de um individuo heterozigotico para F508del).

A detecgdo dos produtos amplificados foi realizada por electroforese capilar num ABI
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), esperando-se os tamanhos de 127pb (WT) e
124pb (M).

Apo6s PCR, as amostras foram preparadas para corrida electroforética. Foi feita uma
mistura dos produtos da PCR com padrdo interno e formamida, na seguinte proporcdo: 1uL da
amostra : 0,5uL GeneScan-500 [ROX] (Applied Biosystems) : 14puL Hi-Di Formamida (Applied
Biosystems). O padrao interno (ROX500) foi usado para criar uma equagéo de regressao usada
no calculo do tamanho dos fragmentos da amostra. A mistura foidesnaturada a 95°C durante 5
minutos e depois colocada a 4°C cerca de 3 minutos.

As amostras correram num capilar de 47cm (Applied Biosystems) com POP4, usando
um modulo por defeito para a corrida de microssatélites. Cada amostra correu durante 20
minutos, a temperatura de 60°C com uma voltagem de corrida de 15kV. Os dados da corrida
foram recolhidos pelo software GeneScan Data collection v.3.0 (Applied BioSistems) e
analisados recorrendo ao programa GeneScan Analysis v.3.7 (Applied BioSistems). Para que a
analise fosse feita correctamente foi necessario o uso de matrizes que contém informacgéo para
correcgdo da sobreposicdo espectral. A sobreposigdo espectral ocorre quando uma parte do

espectro de emiss@o de uma cor se sobrepde ao o pico de fluorescéncia de outra cor.

lILII - Calculos

Os célculos baseiam-se no pressuposto de que em todos os doentes portugueses com FQ,
49,5% dos alelos séo F508del (Pacheco, 2000), valor que foi calculado com base na analise de
mais de 400 amostras de doentes portugueses. Para além disso, assume-se que a populagéo
em estudo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg, isto &, as frequéncias genotipicas sao
iguais aos produtos probabilisticos entre as frequéncias genéticas respectivas (Hardy 1908;
Weinberg 1908).

Para a determinagdo dos intervalos de confianga de 95% foi aplicada a férmula da
distribuicdo binomial para um grande nimero de amostras (> 30) descrita por Bailey (Bailey,
1976).
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Normalmente sdo feitas n observagdes das quais a possuem uma determinada

propriedade especifica, neste caso, ser heterozigdtico para F508del. Supondo que a

probabilidade de encontrar um individuo heterozigético para F508del é p (=1- q), podemos usar
aln para estimar p (Bailey, 1976). Sendo assim, a férmula usada para calcular a frequéncia de

individuos F508del com um intervalo de confianga de 95% é a seguinte:

a/n(1-a/n)
an =+ n (Bailey, 1976)
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Resultados

A pesquisa da mutacdo F508del pela analise de 500 individuos (1000 cromossomas)
provenientes de diferentes regides geograficas do pais permitiu a detecgdo de 11 individuos

heterozigoticos para esta mutagao.
As figuras 6 e 7 s@o um exemplo dos resultados obtidos na andlise das 500 amostras.

Figura 6 - Exemplo dos resultados da genotipagem F508del pelo método Bi-PASA.

a) Amostras amplificadas individualmente: M — marcador de peso molecular 50bp; 5 - controlo negativo; 6- controlo
positivo (heterozigético F508del); 7- branco; 1,4- amostras heterozigoticas para F508del (WT/M); 2,3 — amostras
normais (WT/WT).

b) Amostras amplificadas em pools de 5: M-marcador de peso molecular 50bp; 8,9,11,13 — pools normais (WT/WT);

10,12,14 - pools positivas com pelo menos uma amostra heterozigética para F508del (WT/M).
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Figura 7 — Exemplo dos resultados da genotipagem F508del pelo método da PCR fluorescente e Gene Scan.
a) — amostra normal (WT, WT); b) — amostra heterozigética para F508del (WT/M); ¢) Pool positiva com pelo menos uma amostra
heterizigética para F508del (WT/M).
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Das 500 amostras estudadas de todo o pais, os resultados obtidos foram os seguintes:

Tabela 7 - Distribuigdo da mutagéo F508del nas diferentes regiées geograficas.

Regido geografica de N° de amostras analisadas N° de amostras heterozigoticas
Portugal para F508del
Norte 259 5
Centro 58 2
Sul 167 4
llhas 16 0
TOTAL 500 (1000 cromossomas) 11

Tendo em conta estes resultados, podemos calcular a frequéncia de portadores da
mutacdo F508del e fazer uma estimativa da incidéncia de FQ na populagéo portuguesa.

Calculos:

Tabela 8 - Prevaléncia de portadores da mutac&o F508del e estimativa da incidéncia da FQ na populagdo portuguesa.

Prevaléncia de portadores da mutagdo F508del 11:500 (2,2%)
(Namero de individuos com a mutagdo F508del) (2q) (1,54% a 2,86%, 1C=95%)
Incidéncia de individuos homozigéticos para F508del 1:8264
(= g2, pelo principio de Hardy-Weinberg) (0,12:1000)
Estimativa da incidéncia da FQ devido a todas as mutacdes * 1:2025

1:1303 a 1:3779 ;1C=95%
( : )

* Considerando que a frequéncia da mutagdo F508del nos individuos portugueses com FQ é de 49.5% (Pacheco,

2000).
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Discuss&o

Pela analise do gel de agarose (Figura 6), no qual foram separados por electroforese os
produtos da PCR Bi-PASA, é possivel verificar que nas amostras de individuos normais para
F508del (WT/WT) aparecem duas bandas (587 e 414 pb), enquanto que para as amostras de
individuos heterozigoticos para F508del (WT/M) sdo produzidas 3 bandas (587, 414 e 226 pb).
Comparando as bandas da figura 6a com as bandas da figura 6b, é evidente o decréscimo de
intensidade da banda de 226 pb. Isto deve-se ao facto das bandas da figura 6b corresponderem a
pools de 5 amostras amplificadas em conjunto. Sendo assim, a banda exclusiva dos
heterozigoticos é de intensidade reduzida porque corresponde apenas a uma amostra no meio de
5.

Pela anélise dos resultados da electroforese capilar (Figura 7), onde foram separados os
produtos da PCR fluorescente, € possivel verificar que para as amostras de individuos normais
(WT/WT) surge apenas um pico de fluorescéncia, com o tamanho de 127 pb. Nas amostras de
individuos heterozigoticos para F508del (WT/M) aparecem dois picos de tamanhos 127 (WT) e 124
(M) pb. Estes dois picos diferem apenas em 3 pb, correspondentes a eliminag¢do dos trés acidos
nucleicos, que resultam na dele¢do do aminoacido fenilalanina. Quando as amostras sao
amplificadas em conjuntos de 5 (Figura 7c) € igualmente evidente o decréscimo do tamanho do
pico que corresponde ao fragmento com a delegdo F508del. Nas amostras amplificadas
individualmente, os dois picos tém o mesmo tamanho (Figura 7b) dado que o numero de
cromossomas com delecdo € igual ao nimero de cromossomas sem dele¢cdo. Quando as
amostras sdo amplificadas em conjunto, o pico que corresponde a mutagdo F508del aparece mais
pequeno porque corresponde a uma Unica amostra num conjunto de 5, consequentemente o sinal
fluorescente é menor.

Cada pool positiva foi desdobrada, para que as amostras fossem tratadas
individualmente e se avaliasse a positividade da pool (quantas amostras positivas existiam). Foram
amplificadas 100 pools, das quais 11 foram positivas. Por cada pool positiva ndo houve mais do
que uma amostra heterozigética para F508del, obtendo-se desta forma, uma frequéncia de 2,2%
de portadores desta mutagao na populagéo portuguesa.

Os dois métodos utilizados na realizagao deste trabalho produziram o mesmo resultado

e revelaram ser eficazes na detec¢do da mutagdo F508del. No entanto, pelo método Bi-PASA, é
teoricamente possivel distinguir a mutagcdo F508del da mutagéo 1507del (muito rara) (Maciel et
al., 2003), ao contrério da PCR com primers fluorescentes. Este facto deve-se aos primers
utilizados na PCR fluorescente emparelharem igualmente com as sequéncias F508del, 1507del e

WT, sendo a distingao feita apenas com base na determinagao do tamanho do produto da PCR,
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enquanto que no método Bi-PASA os primers internos sdo alelo-especificos, isto €, sb
emparelham com a sequéncia F508del (Maciel et al., 2003).

Comparando a incidéncia média da doenca a nivel europeu e de acordo com os dados
deste estudo, a incidéncia de FQ em Portugal € muito superior ao que actualmente esta
publicado e esta dentro dos limites estimados para este continente (1 individuo em 2000 a 3000
recém-nascidos) (Bobadilla et al., 2002).

Tendo em conta que a FQ € mais comum na populagdo de origem caucasiana do que
em individuos de outras origens (Hamosh et al., 1998), e que neste estudo apenas foram
incluidos portugueses de origem caucasiana, pode explicar-se parcialmente porque é que a
incidéncia determinada neste estudo € mais elevada do que os valores estimadas até a data
para a populacdo portuguesa.

Para calcular esta estimativa foi considerado o equilibrio de Hardy-Weinberg, embora
existam influéncias menores que possam indicar que a populagdo estudada ndo se encontra em
equilibrio: uma familia com uma crianga afectada pode optar por ndo ter mais filhos ou recorrer
ao aconsalhamento genético com possivel interrupgdo de gravidez, no caso do feto ter
novamente FQ. Isto poderia causar uma redugédo da incidéncia real da FQ em relagdo ao valor
calculado. Para além disso, individuos masculinos com uma mutagdo F508del tém maior
probabilidade de serem inférteis devido a CBAVD (se forem portadores de outra mutagao suave
no segundo alelo do gene CFTR) (Vankeerberghen et al., 2002). Por estas razoes, a taxa de
reprodugdo deve ser ligeiramente menor neste grupo e por isso devem nascer ligeiramente
menos individuos com FQ do que o calculado neste estudo tedrico.

Com base nestes dados, deve ter-se em consideragdo que em individuos portugueses
de origem caucasiana, o aconselhamento genético deve ser feito de acordo com a incidéncia de
FQ na Europa (1:2500), em vez do valor que actualmente se usa (1:3000).

Com base no valor estimado neste trabalho, a FQ é mais frequente em Portugal do que
em diversos paises europeus, nomeadamente a Franga (1:4310), Dinamarca (1:4762), Holanda
(1:3968), Noruega (1:6579), Russia (1:19600) (Lao et al, 2003). No entanto, comparando
Portugal com o Norte da Irlanda, esta continua a ser a regido onde a frequéncia da FQ é maior (1:
1700) (Kahre, 2004).

Pode, de igual forma, comparar-se a frequéncia da FQ obtida neste estudo (1:2025)
com as restantes regides do mundo, nomeadamente a Africa (1:17000) (Hamosh et al., 1998) e
paises do Este asiatico como a india (1:72000) (Kapoor et al., 2006) e o Japao (1:350000)
(lwasa et al., 2001), onde esta doenga é relativamente rara, comparando com o continente

europeu, especificamente com Portugal. O mesmo ndo se pode dizer do Norte (1:3500)
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(Bobadilla et al., 2002) e algumas regides do Sul da América (1:3542, Brasil; 1: 2770, Argentina)
(Cabello et al., 1999; Roqué et al., 2001) em que a frequéncia da FQ esta mais préxima do valor
obtido neste trabalho.

O diagnostico molecular tem importancia como instrumento adicional, auxiliando no
diagndstico e tratamento prévio dos pacientes com FQ. A frequéncia da maioria das mutagdes
no gene CFTR é altamente variavel e depende da origem étnica ou geogréafica dos progenitores
dos individuos afectados. Para a implementacdo de um protocolo de rastreio molecular
especifico, & necessario compreender o espectro de mutagdes da FQ, para que os testes sejam
o mais direccionados possivel (Bobadilla et al., 2002). Uma vez que a mutagdo F508del é a
mutacdo da FQ mais frequente, pode utilizar-se como auxiliar de rastreio (Farrel et al., 2001).
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Concluséo

A importancia deste trabalho radica, principalmente, no facto de ser o primeiro estudo
realizado em Portugal sobre a frequéncia de portadores de FQ baseado no rastreio de um
grande numero de pessoas saudaveis e seleccionadas aleatoriamente. Para além disso permitiu
conhecer a prevaléncia da mutagdo FQ mais importante (2,2%) na populagdo portuguesa de
origem caucasiana.

O presente estudo corrobora com os dados bibliograficos que referem que a FQ é uma
doenca relativamente frequente na populagéo caucasiana. Com base na incidéncia da FQ obtida
neste estudo (1/2025) deve ter-se em consideracdo que em individuos portugueses de origem
caucasiana 0 aconselhamento genético deve ser feito de acordo com a incidéncia de FQ na
Europa (1:2500), em vez do valor que actualmente se usa (1:3000).

Apesar da FQ ser uma doenca para a qual ndo existe cura, ja foram referidas as
vantagens do rastreio neonatal desta doenga. Os custos de um rastreio para esta doencga estéo
dentro dos limites, comparativamente com outros programas de rastreio. Tendo em conta que ja
se conhece a incidéncia da FQ em Portugal, e esta, pelo menos nos portugueses de origem
caucasiana, se encontra dentro das frequéncias estimadas para a populagdo europeia, estao
reunidas as condicdes para a implementacdo de um programa de rastreio neonatal de FQ, em

analogia com alguns paises nordicos.
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Anexo B

Anexo B

Protocolo de extrac¢ao de DNA de sangue periférico

Lise de células vermelhas

1. Pipetar 4,5 ml de RBC Lysis Solution para um tubo de 10 ml. Adicionar 1,5 ml de sangue
periférico e homogeneizar invertendo o tubo vérias vezes. Incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

2. Centrifugar a 3000-4000 rpm durante 10 minutos. Remover totalmente o sobrenadante,
invertendo o tubo sobre papel absorvente.

3. Ressuspender o sedimento no vortex.

4. Adicionar 3 ml de RBC Lysis Solution ao sedimento, homogeneizar invertendo o tubo
varias vezes. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

5. Centrifugar a 3000-4000 rpm durante 10 minutos. Remover o sobrenadante deixando
50-100 pl de liquido residual.

6. Ressuspender o sedimento usando o vértex, de forma a facilitar o proximo passo de lise.

NOTA: Se o sedimento obtido estiver vermelho deve-se repetir as lavagens com RBC Lysis
Solution.

Lise de células nucleadas

1. Adicionar 1, 5 ml de Cell Lysis Solution e pipetar “up and down”.
As amostras sé@o estaveis em Cell Lysis Solution durante 18 meses a temperatura
ambiente.

NOTA: Por vezes a amostra pode conter um nimero elevado de células nucleadas, pelo que
pode ser necessario aumentar o volume de Cell Lysis Solution.

Precipitacdo de proteinas

1. Adicionar 0,5 ml de Protein Precipitation Solution € homogeneizar no vértex durante 20
segundos a velocidade maxima.

2. Centrifugar durante 10 minutos a 3000-4000 rpm. O precipitado de proteinas deve ser
castanho e compacto (se o precipitado ndo estiver compacto, voltar a homogeneizar no
vortex e colocar em gelo durante 5 minutos, voltar a cemtrifugar).

Precipitacdo do DNA

1. Pipetar para um novo tubo de 10 ml 1,5 ml de isopropanol (2-propanol) a 100% e
adicionar o sobrenadante do tubo com o precipitado de proteinas.
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Inverter o tubo aproximadamente 50 vezes, com movimentos suaves, até aparecer o
precipitado de DNA (semelhante a um novelo).

Rejeitar o sobrenadante, com cuidado para ndo perder o novelo de DNA, deixando cerca
de 1 ml. Verter para um tubo eppendorf, confirmando a presenga do novelo de DNA.
Centrifugar durante 3 minutos a 13000-14000 rpm.

Rejeitar o sobrenadante e secar o tubo invertendo-o sobre papel absorvente. Cuidado
para ndo se perder o sedimento de DNA.

Adicionar 0,5 ml de etanol a 70%. Inverter os tubos aproximadamente 25 vezes de forma
a lavar o sedimento de DNA.

Centrifugar durante 1 minuto a 13000-14000 rpm.

Rejeitar o sobrenadante com muito cuidado. Secar o tubo invertendo-o0 sobre papel
absorvente.

Deixar o tubo a secar na camara de fluxo laminar durante 15 a 20 minutos.

NOTA: Pode ser necessario adicionar mais isopropanol para que ocorra precipitagdo quando a
quantidade de DNA ¢é elevada.

Hidratacdo de DNA

N —

Adicionar cerca de 200 pl de DNA Hydration Solution.

Colocar no banho a 54-58°C até o sedimento de DNA deixar de ser visivel e se obter
uma solugado homogénea.

Deixar a amostra atingir a temperatura ambiente e guardar a temperatura de 1 a 2-6°C.
Para armazenamento a longo prazo, coloca-se a uma temperatura de -18 a -22°C.

Adaptado de Gentra (http://WWW.gentra.com/)
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