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Introducao

A Fibrose Cistica (FC) é a doenca autossOmica recessiva mais comum em euro-
descendentes, sendo causada por mutacdes no gene regulador da condutancia
transmembranica da fibrose cistica (CFTR), o qual funciona como um canal de cloreto
regulado por cAMP na superficie apical da célula [1].

A FC classica se caracteriza pela presenca de pelo menos uma mutacao grave em
cada copia do gene CFTR, enquanto uma mutacdo branda em combinacdo com uma
mutacao grave ou outra mutacado branda estao associadas a FC atipica [1].

Alem das mutacdes responsaveis pela FC, genes modificadores e polimorfismos
podem atuar parcialmente na penetrancia fenotipica da doenca. O polimorfismo (TG),, -
T, localizado no intron 8, proximo ao sitio aceptor de splicing do éxon 9, pode
determinar a perda deste éxon durante a transcricao, resultando em uma proteina
anormal. Trés alelos comuns s&o conhecidos na regiao de politiminas (T;, T, e Ty),
associados a repeticoes de 10 a 13 (TG),, localizadas imediatamente ajusante do
locus T,,. Um numero menor de timinas associado com longas repeticoes (TG),
aumenta a proporcdo de perda do éxon 9 e pode determinar fendétipos atipicos de

Objetivo

Resultados

Foram identificados todos os 308 alelos analisados para a regiao polimorfica
(TG),-T,. No total, foram observados 14 genotipos diferentes de repeticOes
dinucleotidicas TG associadas as repeti¢coes poliT em 154 pacientes com FC.

O alelo T, apresentou frequéncia de 0,80% entre os pacientes com
diagnostico clinico de FC classica, e nenhum dos pacientes com fendtipo
atipico da doenca apresentou a variante. A analise da regido poliT mostrou a
distribuicao observada na figura abaixo.

FC classica FC atipica

Avaliar o polimorfismo (TG),-T,em 125 pacientes com diagndstico
clinico de FC classica e 29 pacientes com diagnaostico clinico de FC
atipica, provenientes do Servico de Pneumologia do Hospital de

Figura 1. Frequéncia das variantes poliT no intron 8 do gene CFTR

Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Materiais e métodos

Preparacdo da amostra

l Amostras de sangue foram coletadas e o DNA foi
isolado pelo método de excesso de sais

{

Os DNA foram quantificados pelo método flourimétrico
Quant-iT®

Amplificacdo do DNA

I O éxon 9 e regides adjacentes do gene CFTR foram
amplificadas por PCR

{

As amostras contendo a variante T foram tambéem
l submetidas a amplificacéo do éxon 4 para analisar a
presenca da variante R117H

Sequenciamento direto do DNA

l Os produtos amplificados foram purificados usando
Exonuclease | e SAP

I

Os amplicons purificados foram sequenciados usando
BigDye ® Terminator v.3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) de acordo com as recomendacgdes
do fabricante

I

| Os produtos sequenciados foram purificados por

precipitacdo com etanol/EDTA, ressuspensos em

solucao de formamida e analisados no ABI Prism
3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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em pacientes com FC classica e atipica.
* Valores estisticamente significativos entre os grupos (P<0,001)

Discussao

Embora o alelo T; seja encontrado em aproximadamente 5% da populagao
normal de euro-descendentes [3], a frequéncia do polimorfismo varia
consideravelmente entre pacientes com FC e foi observada em altas
frequéncias em pacientes com CBAVD (14,3%) [4] e doenca sinopulmonar
(8%) [3].

O teste do quiqguadrado foi realizado para verificar se havia diferenca
significativa entre as frequéncias encontradas em nosso estudo e as
frequéncias encontradas em diferentes estudos, com pacientes brasileiros de
FC [5] e com individuos normais da populagcao norte-americana [3].

Tabela 1. Comparacao entre as frequéncias alélicas encontradas nesse trabalho e as
frequéncias descritas em estudos anteriores

Alelo Simon et al., 2010 Bernardino et al., 2000 [5] Friedman et al., 1997 [3]

T 0,6% 0,9% 5%
(P=0,685) (P<0,001)*

T, 53,6% 27,5% 84%
(P<0,001)* (P<0,001)*

T, 45,8% 71,6% 11%
(P<0,001)* (P<0,001)*

Os valores-P foram obtidos a partir da comparacgao dos valores de quiquadrado
encontrados nesse trabalho e descritos anteriormente.
*Valores estatisticamente significativos

Os resultados de ambos os estudos sugerem que as frequéncias destes
alelos podem ser diferentes entre pacientes brasileiros de FC e/ou que as
frequéncias destes alelos na populacédo brasileira apresentam distribuicao
diferente daquela observada na populacéo norte americana.

Conclusao

Esse estudo permitiu determinar a frequéncia do polimorfismo (TG),,-T,, em
pacientes com FC classica e atipica do sul do Brasil. Estudo semelhante
deve ser realizado com a populacao normal da mesma regiao para a
comparacao das frequéncias em ambos 0s grupos e para a melhor
compreensao do alelo T5 na populacao normal e nos pacientes com FC.

Apoio: PIBIC-UFRGS, FAPERGS e FIPE-HCPA




