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Resumo
A Fibrose Cistica (FC) é a doenga hereditaria autossd mica recessiva mais freqiiente na populagéo
de origem caucasoide. Sua incidéncia varia de acordo com a populacédo analisada, sendo em geral de
1:2.500 nascidos vivos com uma freqiiéncia de portadores de 1:25. No Brasil, até 0 momento néo
foi realizado nenhum estudo amplo o suficiente sobre a incidéncia da fibrose cistica, devido ao
tamanho da populacdo, ao fato de que em muitas localidades o diagndstico ainda é deficitario, e de
que existe uma heterogeneidade muito grande nessa populacdo, o que indica que a incidéncia da
doenca provavelmente deve ser bastante distinta entre as regides. O éxon 10 do gene CFTR foi
analisado utilizando-se a técnica de PCR seguida da analise de conformacdo de polimorfismo de
cadeia simples (SSCP) para a detecgdo de padrdes and malos de bandas, indicativos de variantes na
sequiéncia de DNA, em 151 amostras de voluntarios do Centro Universitario Positivo. O éxon 10 é
0 que apresenta 0 maior nimero de mutaces identificadas no gene CFTR e éum excelente ponto
de partida para avaliagdo da variabilidade populacional existente nesse gene. Foram identificadas
bandas and malas em 7,22% dos cromossomos, sendo que, das variantes encontradas, 0,76%
correspondiam a mutacdo p.F508del, 4,18% correspondiam a polimorfismos e 2,28%
correspondiam a outro tipo de mutacdo. Esse estudo pode facilitar o diagnostico de FC e o
screening de portadores nessa populacdo, bem como fornecer subsidios para estudos relacionados
a aspectos evolutivos do gene.
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Abstract

The Cystic Fibrosis (FC) is the hereditary autossomal recessive disease more frequent at the
population of origin Caucasian. Their incidence varies with the population analysed, being large of
1:2.500 live births and a carrier frequency of porters of 1:25. In Brazil, actually, was not realized
neither wide study baggy the adequate upon the incidence of the cystic fibrosis, due to the size of
the population, in most of the localities, the diagnostic is difficult, and there are a heterogeneity
exceeding in that population, shows that the incidence of the disease probably must be enough
distinct among the regions. The exon 10 of gene CFTR was analyzed making use of the technic of
PCR follow by the analisys single-strand conformation polymorphism (SSCP) for the detection of
anomalous standard of bands, indicatives of variants at the sequency of DNA, in 151 samples of
volunteers of Centro Universitario Positivo. The exon 10 is that shows most of mutation identified
at the gene CFTR and is a excellent starter for the avaliation of variability populational existent in
this gene. It were identified anomalous bands in 12,58% of the cromossoms, being that, of the
variants found, 1,32% have corresponded the mutation p.F508del, 4,18% have corresponded the
polymorphisms and 2,28% have corresponded the another type of mutations. This advisement
makes easy the diagnostic of FC and the screening of porters in that population, and furnish
subsidies for the studies relacionateds with aspects evolutives of the gene.
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Introducéo

A fibrose cistica (FC), também
conhecida como mucoviscidose, é uma
doenga genética de heranga autossdmica
recessiva de grande incidéncia na populacéo
caucasOide, porém muito rara nos asiaticos
(EWGCFG, 1999). Esta doenga caracteriza-
se por apresentar manifestagdes que
comprometem 0s sistemas respiratorio,
digestorio e reprodutor. Trata-se de uma
disfuncdo das glandulas de secrecdo
exdcrina, sendo as manifestacdes clinicas
mais freqlientes a tosse cronica seguida de
pneumonias, bem como a desnutrigdo
protéico-calorica. Se as manifestacGes
clinicas forem acompanhadas por niveis de
cloreto no suor acima de 60mEg/I, isto é
suficiente para o diagndstico de FC, uma vez
que em 1959 foi demonstrada a associagdo
entre o elevado nivel do ion cloreto no suor
de pacientes com FC (GIBSON; COOK,
1959, de acordo com CARAKUSHANSKY,
2001).

A prevaléncia que ocorre na
populagdo caucasoide é de 1:2.500 nascidos
vivos numa frequiéncia de portadores de 1:25
(BOAT; WELSH; BEAUDET, 1989). Nos
Estados Unidos, a sobrevida média é de 40
anos, porém, no Brasil, encontra-se perto
dos 9 anos (Nogueira, 2001), podendo
chegar aos 15 anos (JAVORSKI, 2001). Esta
pouca sobrevida no  Brasil  esta
principalmente relacionada a falta de um
diagndstico precoce, que levaria a uma
melhoria na qualidade de vida dos
portadores por meio de tratamentos
adequados.

Em 1989, o gene da FC foi mapeado
no braco longo do cromossomo 7 (7931).
Este gene possui 250 kilobases (kb) e
contém 27 éxons. Atéo momento ja foi
demonstrada a existéncia de 1007 mutagdes
(CFGAC, 2002), sendo a de ocorréncia mais
comum a perda de 3 nucleotideos na
posicdo 508, ocasionando a falta do
aminodcido  fenilalanina na  proteina
reguladora da conduténcia transmembranar.
Esta mutacgéo é conhecida como p.F508del e
a proteina é identificada como CFTR
(CFGAC, 2002).

Descrita por Anderson (1938), a
doenga caracteriza-se pelo acometimento

sisttmico de glandulas exdcrinas, com
alteracdo da qualidade das secregOes
respiratorias, digestorias e genitais, além do
suor, levando & pneumopatia cronica,
sindrome de m 4-absorcdo e infertilidade. O
ter mo mucoviscidose foi introduzido por
Farber (1945), pois ressaltava o fato desta
doenca caracterizar-se pelo aspecto espesso
e viscoso das secrecGes. Em 1946 sugeriu-se
pela primeira vez o padrdo de heranca
autossdOmico recessivo que se caracteriza por
afetar os dois sexos, possuir uma incidéncia
aumentada de consanguinidade parental,
apresentar genitor es de afetados como
portadores assintomaticos e os afetados
geralmente nascem de genitores ndo-
afetados. Em setembro de 1989, o gene
CFTR foi clonado, seqiienciado, e sua
mutacdo mais frequente, conhecida como
p.F508del, identificada (ROMMENS et al.,
1989; RIORDAN et al., 1989).

A fibrose cistica (FC) ou
mucoviscidose éa doenca hereditaria
autossdmica recessiva letal mais freqtiente na
populacdo de origem caucaséide, com uma
incidéncia média de 1 em 2.500 nascidos
vivos e uma frequéncia de portadores de 1
em 25 (BOAT, WELSH; BEAUDET,
1989).

A incidéncia da FC é muito baixa nas
popula¢Bes  ndo-caucasoides  (indianos,
arabes, asiaticos e entre judeus africanos),
bem como entre os indios americanos, 0s
negros africanos e americanos, e 0s orientais
(TAUSSIG, 1984). Apesar de dados pouco
precisos, calcula-se uma incidéncia de
1:17.000 nos negros norte-americanos,
enquanto S80 poucos 0s casos descritos em
negros na A frica (McDOUGALL, 1962;
OPENHEIMER; ESTERLY, 1968). Os
dados sobre 0s povos orientais revelam uma
incidéncia de 1:90.000 na populagéo oriental
do Hawai (Wright; Morton, 1968), de
1:100.000 na comunidade oriental da
GréaBretanha e pouquissimos casos descritos
no Japdo (WELSH et al, 1995). Esta
incidéncia pode variar muito. Nos Estados
Unidos e Europa é de 1:1.600 a 2.000
nascidos vivos. J& no Brasil, estados como o
Parana possuem uma incidéncia estimada de
1:6.800 nascidos vivos (RASKIN, 2002).

Pode-se verificar com estes dados
que existe uma grande diferenga nos erros
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genéticos dos portadores conforme seu local
de origem e sua descendéncia. Apesar de sua
frequéncia relativamente alta, séem 1985 €
que foi demonstrada uma ligacdo entre a
enzima paraxonase (PON) e a fibrose cistica
(EIBERG et al., 1985). Neste mesmo ano,
foi detectada uma forte ligacdo genética
entre a FC e um marcador polimorfico
denominado DOCRI-917, que sodepois foi
localizado no brago longo do cromossomo 7
(KNOWLTON et al., 1985). Foi a partir do
conhecimento desta localizagdo (7931) que
se partiu para a identificacdo do gene CFTR.
Em 1989, o gene da FC foi isolado e
localizado no cromossomo 7 humano e apds
uma andlise da sucessdéo de cDNA, esta
mostrou que o produto deste gene é uma
proteina chamada CFTR, que consiste em
1480 aminoécidos com um peso molecular
de 180kD (KNOWLTON et al., 1985).

A estrutura da proteina CFTR pode ser
descrita como tendo inicio na por¢do N-
terminal, onde a proteina tem seis regides
transmembranares (TMD-1) seguido de um
primeiro médulo de ligagdo de nucleot ideos
(NBD-1 ou NBF-1). Flanqueando este local,
existe um maodulo regulador (R) que é rico
em proteina quinase, este éseguido por um
segundo  jogo  de  seis regides
transmembranares (TMD-2) e um segundo
maodulo de ligagdo de nucleotideos (NBD-2
ou NBF-2) (MORALES et al., 1999).

Na fibrose cistica ocorrem varios
tipos de mutagGes, desde pequenas delegdes,
mutacbes sem sentido ou de sentido
trocado. As excecdes sdo grandes delecdes
ou r earranjos na regi do codificadora
(CFGAC, 2002). As mutagdes no gene da
fibrose cistica ndo s&o aleatorias, e s&0 mais
frequentes na regido codificadora do gene
CFTR, sendo principalmente encontradas
no éxon 10 (CFGAC, 2002).

O éxon 10 é o que apresenta 0 maior
nimero de alteracBes na sequéncia de
nucleotideos, sendo que a maioria delas s&o
mutacdes ndo-sindnimas, gerando alteragdes
na proteina CFTR, incluindo a mutagdo mais
freqiente existente no gene, que € a
p.F508del. Se uma técnica répida de
screening fosse desenvolvida para a detec¢do
de algumas das mutagdes mais freqiientes o
diagnostico de pacientes seria mais rapido e

0 prognostico poderia ser melhorado,
incluindose a qualidade de vida.
A correlagdo entre gendtipo e fendtipo de
portadores da fibrose cistica pode variar
sensivelmente devido a presenga de
diferentes combinagbes de mutagcGes no
locus do gene. Porém, édificil estabelecer
esta correlagdo, como mostram 0s itens
abaixo:
* elevado nimero de mutages raras;
» diferencas no quadro clinico dos
portadores; e
* pequeno numero de homozigotos para
a mesma mutagdo (RASKIN; FAUCZ,
2001).

Tendo em vista estes aspectos, pode-
se inferir que conforme o tipo de mutagéo e
0 local onde esta se encontra € que serdo
detectados os aspectos ambientais pelos
quais este portador podera passar em sua
vida. Ao se saber qual o real defeito do
portador, pode-se prever a manifestagdo
clinica que o portador terd. Atualmente, ja se
sabe que determinadas mutagdes no gene
CFTR predispdem a quadros clinicos mais
graves e outras a quadros clinicos mais leves.
No Brasil, existem dois grandes problemas
com relacdo aos pacientes de fibrose cistica:
0 primeiro é a demora no diagnostico, o que
dificulta o tratamento e que seria facilitado
se técnicas de screening fossem mais rapidas
€ menos custosas, sendo que, se em todos 0s
individuos que tivessem algum sintoma de
fibrose cistica fosse feito um rapido
screening, provavelmente uma porcentagem
relativa destes jateriam algum indicio de se
sdo ou ndo afetados FC, fazendo com que,
em caso positivo, ja fosse iniciado um
tratamento mais especifico; o segundo é que
muitas vezes, ndo se sabem as mutagdes que
determinados individuos afetados
apresentam, o que impede um prognéstico
futuro de como a doenga vai se desenvolver
e, conseqiientemente, de como este
individuo deve ser tratado a fim de melhorar
a sua qualidade vida.

As mutacBes no gene da proteina
CFTR reduzem a permeabilidade ao cloreto
(Cl-). Este defeito chamou a atencdo a
funcéo do transporte de cloreto pela CFTR
e que pode ser observado como segue nos
modelos de membrana que descrevem o
papel da liberagdo de ATP na interagdo com
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o cloreto e 0 CFTR (MORALES et al.,
1999). A hipotese original de que o gene
CFTR funcionaria como um regulador da
condutdncia  parece  estar  correta.
Recentemente, Devidas e Guggino (1997)
propuseram trés possiveis modelos para
explicar a liberacdo e a funcédo de ATP.
Primeiramente, tanto ATP como cloreto
podem ser transportados pelo gene CFTR;
em outro modelo, o ATP € liberado por um
transportador de ATP que é regulado pelo
CFTR sem interferir no transporte de
cloreto; e por fim, vesiculas de ATP
fundem-se & membrana da proteina CFTR e
liberam ATP e cloreto conforme o gradiente
osmotico. Além de fazer o transporte de
ATP e cloreto, o CFTR também conduz a
um fenotipo de resisténcia a muitas drogas,
devido a exclusdo de algumas drogas
terapéuticas (WEI et al., 1995; WEI et al.,
1997). Com relacdo ao aparelho digestorio,
ocorre insuficiéncia pancreética devido a
obstrucdo dos ductos excretores da glandula,
ocasionando a sindrome de ma-absorgao,
cirrose biliar, obstrucdo intestinal distal por
estase fecal e refluxo gastroesofégico. Alguns
pacientes com FC apresentam a primeira
manifestacdo digestiva da doenca logo apds
0 nascimento. A doenca pulmonar é
caracterizada por infeccdo endobrénquica
associada & doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC). No aparelho genital
masculino observase a agenesia congénita de
vasos deferentes (ACDV), ja nas mulheres o
muco cervical espesso e com caracteristicas
bioquimicas alteradas atua  como
"espermicida” resultando em infertilidade
em ambos 0s casos. As manifestacOes
otorrinolaringoldgicas mais freqiientes nas
glandulas salivares sdo a secre¢do salivar
espessa com dilatacdo e fibrose dos ductos
glandulares. As principais causas de Obito
entre pacientes portadores de FC séo a
insuficiéncia respiratoria e a desnutrigdo
resultante da sindrome de ma-absorcéo,
ocasionadas  principalmente  por um
diagndstico tardio.

O diagnostico, na maioria dos casos,
écaracterizado por achados pancreaticos ou
pulmonares e por um nivel elevado de
cloreto no suor (acima de 60mEq/l). Porém,
com a possibilidade do diagndstico
molecular, ficou claro que um ndmero

consideravel de pacientes com FC possuem
niveis intermediarios de cloreto no suor
(entre 40 e 60mEqg/I) e alguns possuem
niveis normais (HUFF, HUANG; AREY,
1979, de acordo com CARAKUSHANSKY,
2001, KOSZTOLANY; MALIK;
RUTISHAUSER, 1996, de acordo com
CARAKUSHANSKY, 2001).

No Brasil, o que ird permitir o
avango no tratamento da FC é a portaria
assinada pelo Ministro da Saudde, José Serra,
que torna o teste do pezinho obrigatdrio
para FC, ocasionando um diagndstico neo e
pos-natal precoce para a partir do ano de
2002 (JAVORSKI, 2001). Esse teste visa a
verificar a presenca da enzima tripsina, que é
produzida pelo pancreas e que se encontra
aumentada no sangue dos portadores da
disfuncdo. O mesmo ministro instituiu o0 5
de setembro como Dia Nacional de
Conscientizagdo e Divulgacdo da Fibrose
Cistica JAVORSKI, 2001).

As formas de tratamento atuais
visam a controlar as manifestacdes clinicas
béasicas da disfuncdo. A identificacdo do
gene afetado oferece grande esperanga para
realizacdo de interacdes farmacoldgicas, bem
como a terapia génica. O tratamento clinico
do quadro otorrinolaringolégico da FC
consiste essencialmente de lavagem nasal
para evitar a estase de secre¢des, bem como
0 uso de antibioticoterapia adequada. O
tratamento  cirlrgico  envolve  muitas
controvérsias: primeiro pela pouca fungéo
pulmonar que € deteriorada ou destruida e
que dificulta a utilizagdo de anestésicos
seguros; segundo, pela pouca idade de
alguns pacientes; e finalmente pela
diversidade de técnicas cirurgicas pelas quais
0 paciente pode passar. A identificacdo do
gene da FC  permitiu que se
compreendessem  0s  mecanismos  do
transporte i0nico e que se estudasse a
proteina na sua forma normal e mutada,
propiciando uma base molecular para um
melhor tratamento dos pacientes (RASKIN;
FAUCZ, 2001). A clonagem do gene CFTR
e o0 desenvolvimento de modelos
experimentais de FC em animais permitiram
a obtencdo de DNAase recombinante,
antiproteases e terapia génica paraa FC.

A terapia génica para portadores de
FC baseia-se no conceito da substituicdo do
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gene afetado, no caso, 0 gene CFTR.
Existem diversos obstaculos, como: a
compreensdo da regulagdo e expressdo do
gene, bem como o desenvolvimento de
vetores e de métodos que introduzam a
cOpia de gene normal nas células doentes,
tudo isto para que se alcance um resultado
satisfatorio com este tipo de tratamento.
Tém sido pesquisados virus respiratorios
que poderiam conter o codigo genético
correto da proteina para regulacdo da
condutancia ionica, atuando como vetores
para a transmiss&o da informacéo a s células
do epitélio respiratério (WILMOTT;
FIEDLER, 1994). Atualmente, ja existem
pesquisas para que O Vvirus usado como
vetor, infecte diretamente as células
pulmonares atingidas pela disfungéo (LIU et
al., 2002).

Recentemente, com 0s avangos no
tratamento da FC, por meio da reposicéo de
enzimas digestivas, fisioterapia respiratoria,
antibioticoterapia e a possibilidade de
transplantes de pulmdo, a morbidade dos
pacientes tem sido reduzida, com melhor
qualidade e expectativa de vida para o0s
portadores da patologia.

Existem hipOteses para a elevada
freqiéncia das mutacGes da fibrose cistica na
populacdo caucasoide, entre elas:

* heterogeneidade genética;

* taxa elevada de mutacdo, (frequéncia
com a qual genes de efeito deletério
sdo introduzidos na populagdéo em
cada geracéo);

* deriva génica, (variagdo aleatdria das
frequéncias génicas ao longo das
geracbes. Tanto pode haver a
eliminacéo quanto a fixagédo de um ou
mais genes, independentemente do
valor adaptativo que esses genes
conferem);

* vantagem seletiva para 0s
heterozigotos, (neste estado, a
resisténcia é aumentada para doengas
infecciosas mantendo alelos mutantes
de CFTR em niveis altos em
populacdes selecionadas (PIER et al.,
1998).

Dessas, a mais aceita é a
possibilidade de uma vantagem seletiva para
0s portadores, em razdo de certos fatores
favoraveis tanto na reproducdo quanto na

sobrevivéncia contra 0S  mecanismos
seletivos, atuais ou passados (KNUDSON;
WAYNE; HALLETT, 1967, de acordo com
CARAKUSHANSKY, 2001; CASSANO,
1985, de acordo com CARAKUSHANSKY,
2001; LEWIS, 1995, de acordo com
CARAKUSHANSKY, 2001;
BERTRANPETIT;  CALAFELL, 1996;
JOSEFSON, 1998, de acordo com
CARAKUSHANSKY, 2001; PIER et al.,
1998; GUGGINO, 1999, de acordo com
CARAKUSHANSKY, 2001).

Neste artigo € apresentada a andlise
da variabilidade genética do éxon 10 do gene
CFTR, estabelecendo-se um método de
analise mais facil, eficiente e com baixo
custo para a identificacdo de portadores de
fibrose cistica, por meio da otimizagdo da
técnica de coleta da amostra em papel filtro,
visando a avaliar a freqiiéncia de alteragOes
na seqliéncia de nucleotideos do éxon 10 e
diferenciando as mutagdes sinbnimas e néo-
sinbnimas presentes no referido éxon.

Metodologia

A amostra foi delimitada na
populagio do campus do Centro
Universitario  Positivo  UNICENP -
Curitiba, Parand, constituida de alunos,
professores e funcionarios voluntérios,
sendo o total coletado de 151 amostras.
Coleta da Amostra: para a coleta da amostra,
foi realizada uma breve explicacdo sobre o
trabalho proposto, conversando-se com 0s
voluntérios. Apos isso, o voluntério lia e, se
estivesse  de  acordo, assinava 0O
consentimento informado. Os responsaveis
pela coleta da amostra usavam luvas
descartaveis para que se evitasse a0 maximo
qualquer tipo de contaminagdo,
principalmente de DNA oriundo de outra
fonte que ndo a do voluntario. A amostra,
entdo, era constituida por uma gota de
sangue, que era coletada por meio de uma
lanceta do kit proprio denominado Soft Clix
[l sistema de puncéo da empresa Roche.

O voluntério escolhia o dedo que era
limpo de forma asséptica com é&lcool 70%
onde extraia-se a gota de sangue. Essa era
imediatamente pingada em papel filtro com
a identificacdo do voluntario, apds estar seca
era conservada em temperatura ambiente
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junto ao consentimento informado da
pesquisa.

O material genético foi entdo
analisado por técnicas de PCR, eletroforese
para controle de amplificado e SSCP.

O risco de contaminagdo da amostra
épraticamente nulo, bem como o custo e 0
tempo para se desenvolver a técnica sio
reduzidos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase
PCR: no presente estudo a PCR foi
realizada em um volume final de 507L,
contendo dNTPs (0,2mM), MgCI2 (2mM),
primers (50pmol/?l de cada um deltaF508 1
e deltaF508 2), PCR Buffer (1X) e papel
filtro contendo amostra de sangue (quadrado
de aproximadamente 1mmz2). Depois de 3
ciclos de 96?C por 3 minutos e 4?C por 3
minutos (para liberacdo das moléculas de
DNA das células presas no papel filtro), a
ciclagem foi interrompida em 80?C para a
adicdo da Tag DNA-polimerase
(1,5U). A PCR foi realizada em 3 conjuntos
de temperaturas: 1°) 5 ciclos de 92?C (40"),
567C (30") e 727C (45"); 2°) 15 ciclos de
927C (30"), 54?C (30") e 72?C (45"); 3°) 20
ciclos de 927C (15"), 52°C (15") e 727C (20"),
perfazendo em total de 40 ciclos, seguidos
por uma extensdo final de 72°C (10).

Eletroforese para Controle de
Amplificado: Apds a amplificacdo era
realizada uma eletroforese em gel de agarose
para controle de amplificado. Usou-se o gel
de agarose com concentra¢cdo de 1% por
meio do uso de 0,3g de agarose e 30mL de
tampédo TBE 1X. A corrida eletroforética era
realizada em um tempo de 30 minutos com
voltagem de 100V, e posterior a ela era
realizada a coloragdo com brometo de etidio
por 30 minutos para a visualizagdo das
bandas.

Anélise de Conformacdo de
Polimorfismo em Cadeia Simples SSCP:
quando as amostras tinham sua amplificagdo
confirmada através do gel de agarose,
realizava-se entdo a técnica de SSCP que foi
realizada em um gel de poliacrilamida 10%
(29:1) com adigdo de glicerol a 5%. A
polimerizacéo do gel era realizada a 23?C e a
corrida a 19?C. A desnaturagdo da amostra
era realizada a 92?C por 5 minutos. O
volume final de aplicacéo era de 117L, sendo
57L de amostra e 6?L de corante que foi

formulado a partir de 4,75mL de formamida
95% como agente desnaturante; 0,0125g de
xileno cianol 0,25%; 0,0125g de azul de
bromofenol 0,25%; 1257L de EDTA (0,4M)
10mM; 16,7°L de NaOH (0,3M) 10mM e
108,3?L de 4gua bidestilada. Os géis foram
corados com nitrato de prata 0,2% baseados
na técnica descrita por Schiff e Freedberg
(1989).

Apbs terminar o processo de
coloracdo, o gel era entdo acondicionado em
uma folha de papel celofane como se fosse
um sanduiche. Posteriormente o gel era
xerocado ou escaneado para entdo ser
realizada a padronizagdo das bandas
encontradas.

Andlise Estatistica: foi realizada a
analise da frequéncia alélica para se verificar
as repeticbes encontradas na populagdo
estudada por meio da formula: f(a)=n/N.

Onde: f(a) representa a freqiiéncia
alélica da repeticdo, n é o nimero de alelos
da repeticilo que foram encontrados na
populagdo e N é o nimero total de alelos da
populacdo em estudo.

Resultados

Os resultados desse trabalho foram
obtidos por meio da realizagdo de duas
etapas, conforme segue:

1. Andlise das amostras coletadas:

Nessa etapa foi realizada a andlise
das amostras coletadas em papel filtro por
meio de 6 PCRs e 8 géis para SSCP, os
resultados encontrados seguem conforme a
tabela 1.

Tabela 1 Total de andlises realizadas

AMOSTRAS RESULTADOS

40 Sem resultado identificado
33 n/outra

4 n/d

74 n/n

151 TOTAL

NOTA: n/outra = normal/outra alteragdo; n/d =
normal/dele¢do; n/n = normal/normal.
FONTE: O Autor.
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2. Confirnagdo dos resultados obtidos:

Essa etapa foi composta pela
realizacdo de dois géis para SSCP, onde
foram analisadas as 37 amostras que
apresentaram algum tipo de padrdo
andmalo, onde se obtiveram os resultados
demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 Padrdes confirmados

ALELOS FREQUENCIA
Polimorfismo A 1,52%
Polimorfismo B 1,14%
Polimorfismo C 0,76%
Polimorfismo D 0,76%
Alteragio A 0,38%
Alteragio B 0,38%
Alteragio C 0,38%
Alteragio D 0,38%
Alteragio E 0,38%
Alteragio F 0,38%
n/d 0,76%

AMOST RESULTADO CODIGO DA

RAS AMOSTRA

4 Polimorfismo A 033, 047, 082,
151

3 Polimorfismo B 001, 036, 037

2 Polimorfismo C 056, 058

2 Polimorfismo D (083, 087

6 Padroes de 023, 026, 050,

alteragdes 062, 089, 090

2 n/d 027, 055

18 n/n Todas as
demais
amostras

NOTA: n/d = normal/delecdo; n/n =

normal/normal.

FONTE: O Autor.

As amostras que ndo tiveram seu
resultado identificado foram novamente
submetidas a uma PCR e a dois géis para
SSCP, onde 20 amostras foram confirmadas
como n/n e as demais (20) ndo puderam ser
identificadas quanto ao padrdo esperado
para FC.

Dentro do total observado,
encontraram-se  quatro  padrGes para
polimorfismos e seis padrdes para alteragdes
com 10 alelos envolvidos. Para se chegar a
esses resultados, desconsiderou-se  0s
portadores da alteragdo n/ d, tendo em vista
que esse trabalho foi proposto na anélise das
demais alteragdes encontradas éxon 10.
Baseado nos resultados obtidos partiuse para
o célculo da freqiiéncia alélica de cada um
dos polimorfismos e alteracdes encontradas,
conforme mostra a tabela 3.

Tabela 3 Frequéncias alélicas encontradas

NOTA: n/d = normal/delegéo.
FONTE: O Autor.

Discussao

Desde a identificagdo do gene
responsdvel pela fibrose cistica, ja foi
demonstrada a existéncia de 1007 mutagdes
detectadas no gene CFTR das quais 57
encontram-se no éxon 10, desconsiderando-
se a mutacdo p.F508del (CFGAC, 2002).

Com base nos resultados obtidos e
que foram demonstrados na tabela 3, partiu-
se para a avaliacdo da frequéncia alélica dos
individuos com fen6tipo dominante que séo
heterozigotos.

De todas as amostras analisadas, 20
delas ndo puderam ter seu resultado
identificado quanto ao padréo esperado para
0 gene CFTR da fibrose cistica. Essa ndo
identificacdo pode ter ocorrido pelo fato de
que o DNA usado na metodologia de papel
filtro precisa ser muito bem separado para
que sua amplificacdo ocorra de maneira
precisa para que entdo se possa verificar
com precisdo o resultado.

Com base no resultado encontrado
na avaliacdo da freqiiéncia alélica, pode-se
avaliar a freq Uéncia de alteragbes na seq
Uéncia de nucleotideos do éxon 10. Pode-se
ainda diferenciar as alteragdes encontradas
em sinbnimas e ndosinGnimas de acordo
com:

*SINONIMAS: foram 0s
polimorfismos encontrados e que foram
assim definidos por terem sido encontradas
em mais de um individuo;

« NAO-SINONIMAS: foram as
alteracbes propriamente ditas, pois estas
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foram encontradas em apenas um individuo
de cada vez.

De acordo com o0s resultados
evidenciados na figura 1, sabe-se que 0S
polimorfismos encontrados ndo acarretam
alteracbes funcionais em seus portadores,
visto que a grande diferenga nos erros
genéticos dos portadores ocorre conforme
seu local de origem e sua descendéncia.
Jadas seis alteragdes encontradas, ndo se tem
certeza se essas sdo polimorfismos ou se sdo
realmente alteragOes (mutagdes
propriamente ditas), para isso seria necess
aria a realizacdo do seqiienciamento do
DNA em questdo. Porém, como foram
encontrados apenas dois portadores da
mutacdo mais freqliente para o gene da FC,
a mutagdo p.F508del, pode-se inferir que das
alteracOes encontradas essas sejam apenas
polimorfismo devido a suas baixas
frequiéncias alélicas.

Conforme todos o0s resultados
obtidos e a metodologia de papel filtro
utilizada na realizagéo desse trabalho, pode-
se concluir que essa metodologia mostrou-se
de grande eficiéncia para 0 scr eening
populacional, uma vez que se podem
verificar as freqiiéncias alélicas de cada
alteracdo na populacdo estudada. Japara um
scr eening diagndstico, essa metodologia ndo
foi tdo eficiente, j4 que para se conhecer o
tipo de alteragdo encontrada seria necesséria
a realizacdo da técnica de seqlienciamento, o
que dificultaria o diagndstico pelo
encarecimento da técnica.
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