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1. Introducao

A fibrose cistica (FC) é uma doenca autossOmica recessiva caracterizada por
mutacdes no gene regulador da condutancia transmembranica da fibrose
cistica (CFTR). O gene CFTR codifica uma proteina que atua como canal de
Cl- em celulas epiteliais em condicoes normais. AlteracOes nessa proteina
comprometem o transporte de CI- no epitélio, levando a formacao de
secrec0es mais espessas em varios tecidos, principalmente no pancreas e
nos tratos respiratorio e gastrointestinal. O diagnostico da FC é realizado pela
observacao das manifestacoes da doenca nos diferentes tecidos e pela
estimativa da concentracao de eletrolitos no suor, visto que portadores da
doenca apresentam secrecao de CI- elevada®.

O gene CFTR esta localizado no braco longo do
cromossomo 7, sendo divido em 27 éxons.
Aproximadamente 1900 mutacOes ja foram identificadas
nesse gene e 8,4% delas estao no éxon 13.

O elevado numero de variacbes no gene dificulta a
utilizacdo de ensaios moleculares convencionais para o
diagndstico da doenca — dessa maneira, metodologias de
triagem se tornam necessarias para agilizar o processo?.

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi identificar variacoes de
sequéncia no dominio regulatorio (éxons 13 e 14A) do
gene CFTR de pacientes com FC.

3. Material e métodos

A partir de sangue em EDTA, o DNA de 20 pacientes com
diagnadstico clinico de FC e de 5 individuos normais (grupo
controle) foi isolado pelo meéetodo de precipitacdo em
excesso de sais, gquantificado por meétodo fluorimétrico e
diluido a 10ng/uL. As amostras de DNA foram amplificadas
por PCR, com uso de fluoroforo saturante na reacao e de
uma etapa final de dissociacdo — ambos necessarios para
obtencdo da curva de dissociacao da amostra.
Posteriormente, as curvas foram analisadas pelo programa
HRM v.2.0.1.

4. Resultados

Os resultados das analises do exon 14A demonstram a
ocorréncia de um perfil de curva de dissociacdo de DNA
diferente do perfil normal. Esse perfil foi encontrado em 9
pacientes. Os 11 pacientes restantes apresentaram perfis
semelhantes aos normais (Figura 1).
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T Figura 1. Analise por HRM do éxon 14A do gene CFTR. As curvas em
vermelho identificam amostras controles (sem alteracdes na sequéncia de DNA)
e amostras de pacientes com sequencia de DNA normal nessa regiao. As curvas

em azul demonstram perfil de dissociacdo de amostras com alteracbes na
sequéncia de DNA.
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Todas as amostras foram submetidas a sequenciamento
direto de DNA para Iidentificacao da alteracao na
sequéncia. O resultado do seguenciamento demonstrou
gue as amostras semelhantes aos controles apresentam
seqguncias normais e que, dentre as alteradas, todas sao
heterozigotos para a mesma variacao polimorfica
(c.2562T>G) (Figura 2).
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Figura 2. Sequenciamento de DNA de parte do exon 142 do gene CFTR.
Sequenciamento direto realizado a partir do primer direto. (a) A sequéncia
representa alelos normais para regiao. (b) A seta indica a substituicdo de T
para G em um dos alelos, ocasionando o polimorfismo ¢.2562T>G.

A analise de parte do éxon 13 mostrou diferenca nos
perfis de curva de dissociacao entre controles, indicando
a possivel presenca de polimorfismos no grupo e em
parte dos pacientes. Além disso, 8 pacientes
apresentaram perfil de curva diferente, sugerindo
variacao de sequéncia diferente das demais (Figura 3).
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Figura 3. Analise por HRM de parte do éxon 13 do gene CFTR. As curvas
em cores diferentes identificam variagcoes de sequéncia de DNA distintas.

5. Discussao e Conclusoes

A partir da analise por HRM das curvas de dissociacao de
DNA foi possivel identificar alteracbes de sequéncia em
todos os pacientes estudados para o éxon 14A do gene
CFTR. O polimorfismo identificado (c.2562T>G) ocasiona
uma alteracao silenciosa no codon que codifica o
aminoacido treonina. Dados publicados anteriormente
mostram que a frequéncia dessa variacao de seguéncia
pode chegar a 30% em populacdes européias* Nessa
amostra, a frequéncia do polimorfismo foi de 22,5% (9/40
alelos). Portanto, essa incidéncia parece adequada para
Individuos euro-descendentes.

Os resultados obtidos até o0 momento do éxon 13 do gene
CFTR sugerem a presenca de um polimorfismo entre os
controles, além de pacientes com polimorfismos e/ou
mutacOes. O sequenciamento das amostras para esse
fragmento é indispensavel para que se possa identificar as
variacoes presentes e concluir a analise.

A metodologia empregada neste trabalho se mostrou eficaz
para a triagem de variacoes de sequéncia de DNA nos
fragmentos estudados e sera, posteriormente, utilizada para
analisar toda a regiao codificante do gene CFTR, visando a
identificacdo do genotipo completo dos pacientes estudados.
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