L

IDENTIFICACAO DE VARTIACOES DE AC
SEQUENCIA EM REGIGES REGULADORAS DA [0t >:

EXPRESSAO DO GENE CFTR pa

Giovana Bavia Bampi'?2; Mariana Siebert!23; Hugo Bock'2#; Vinicius
Dal’ Maso®; Paulo Dalcin®;

e0 0
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Maria Luiza Saraiva-Pereira’?34° 0 GRANDE 00 S BRASK

lLaboratorio de Identificagdo Genética - Centro de Pesquisa Experimental, 2Servigo de Genética Médica -
HCPA, 3Programa de Pos-6Graduagdo em Biologia Celular e Molecular, Programa de Pés-6Graduagdo em
Ciencias Bioldgicas: Bioquimica, 5Servigo de Pneumologia - HCPA e SDepto. de Bioquimica
(email: mipereira@hcpa.ufrgs.br).

INTRODUGAO

A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossOmica recessiva
causada por mutagcbes no gene regulador da condutancia
transmembranica da fibrose cistica (CFTR).. A FC afeta
principalmente a populacdao de euro-descendentes, com uma
incidéncia de 1:2.500 nascidos vivos. O CFTR esta localizado no
locus 7931 e codifica para uma proteina de 1.480 aminoacidos
responsavel pelo transporte de ion cloreto nas células epiteliais?.

A disfuncao do CFTR pode afetar diferentes orgaos,
configurando um quadro clinico de insuficiéncia respiratoria e
pancreatica, azospermia obstrutiva, concentracao elevada de cloreto
no suor, entre outros sintomas. Atualmente, nao existem tratamentos
curativos para FC; apenas tratamentos que amenizam os sintomas
aumentando a expectativa de vida dos pacientes.

Até o momento, aproximadamente 1900 variagbes ja foram
identificadas no gene CFTR, mas a mutagao mais comum continua
sendo a delecao de 3pb no exon 10 que causa perda do aminoacido
fenilalanina na posicao 508 da cadeia polipeptidica, denominada
F508del?.

Entretanto, mutacbes nas regidoes codificantes
nao explicam boa parte do fenoétipo apresentado pelos
pacientes e nem a grande variabilidade dos sintomas.
Portanto, analise de outras regides génicas, como
regides reguladoras de transcricado do gene CFTR,
podem fornecer valiosas informacdes sobre o
funcionamento da proteina CFTR.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi identificar
variacoes de sequencias em duas regides do gene
CFTR (na regiao 5" nao traduzida e no intron 11), pois
estas regidoes apresentam um papel importante na
regulacao da expressao deste gene.

MATERIAIS E METODOS

As analises foram realizadas em amostras de 37
pacientes com suspeita clinica de FC (pacientes
atipicos). O isolamento de DNA foi realizado a partir
de sangue periferico utilizando a técnica de salting-
out seguido da quantificacao pelo meétodo
fluorimétrico, visando a diluicao da solucao de DNA a
uma concentracao de 50ng/ul.
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Amplificacao por PCR
(parte da regiao 5" nao traduzida e parte do intron 11)

Sequenciamento de DNA

Analise dos resultados

RESULTADOS

Apods a analise dos 74 alelos nas duas regioes de interesse,
insercao de uma timina (T) foi encontrada em um dos alelos de um
dos pacientes na regiao 5" nao traduzida (Figura 1). Esta alteracao
nao foi previamente descrita e nao foi encontrada apos o
sequenciamento de DNA de 50 individuos normais (100 alelos).
Portanto, esses achados indicam que essa alteracao € rara.
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Figura 1 - Sequenciamento de DNA da regiao 5° nao traduzida do
gene CFTR com primer reverso. a) amostra de um individuo normal.
b) amostra de paciente com a inser¢cao de uma timina (T) em um dos
alelos (heterozigoto para a alteracao).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A analise dessas duas regides em alguns pacientes com
mutacdées ainda nao identificadas no gene CFTR permitiu a
identificacao de uma alteracao a aproximadamente 1000 pb antes
do inicio da transcricao do gene. Analises in silico demonstraram
que essa insercao pode determinar a perda da sequéncia de
reconhecimento de um fator de transcricdo. Essa regido do gene
CFTR ainda é pouco estudada e € ainda dificil prever se essa
alteracao causa ou nao um efeito deletério na proteina.

Conforme dados prévios da literatura, o gene CFITR
apresenta um padrao de expressao altamente regulado e
variavel*>. Portanto, a compreensdo dos mecanismos que
controlam a sua expressao pode fornecer ferramentas adicionais
para o desenvolvimento de novas terapias para a doenca. No
momento, estudos adicionais de regulacao da expressao génica
estdo em andamento para esclarecer o papel desse fator de
transcricao e sua relagao com o gene CFTR.
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