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Resumo

Objetivo: Verificar a presenca da mutacdo AF508 no gene cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator na populagdo de pacientes
com fibrose cistica, diagnosticados pelo teste de sdédio e cloro no suor,
em acompanhamento no Ambulatério de Pneumologia Pediatrica da
Universidade Estadual de Campinas, centro de referéncia no tratamento
da fibrose cistica.

Métodos: Foram analisadas 167 amostras de DNA de pacientes com
fibrose cistica. O genoétipo dos pacientes foi determinado pela técnica de
reagdo da polimerase e realizado calculo para a frequéncia dos alelos e
genotipos da mutagdo AF508.

Resultados: A frequéncia genotipica encontrada foi, respectivamente,
para os gendtipos -/-, AF508/- e AF508/AF508: 43,7% (73 pacientes),
32,9% (55 pacientes) e 23,4% (39 pacientes). Do total de 334 alelos
analisados, foi observada a frequéncia de 201 (60,18%) alelos para a
auséncia da mutagdo AF508 e de 133 (39,82%) para a presenca da
mutagdo AF508. O célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado,
e obtivemos o valor de qui-quadrado = 16,34 (p < 0,001). A populagao
analisada esta fora do equilibrio. Os valores esperados sdo, para os
respectivos genoétipos -/-, AF508/- e AF508/AF508: 32,22% (60,48
pacientes), 47,93% (80,04 pacientes) e 15,86% (26,48 pacientes).

Conclusdes: Na populagdo analisada, a mutagdo AF508 se mostrou
menos prevalente em relagdo ao alelo sem a mutagdo. A frequéncia
encontrada neste estudo foi semelhante a de outras regies do Brasil e do
mundo, principalmente devido a origem predominantemente caucasoide
da populagéo incluida no estudo.
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Abstract

Objective: To verify the presence of AF508 mutation in the cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator gene among patients with
cystic fibrosis diagnosed by the sweat test for sodium and chlorine and
followed at the Pediatric Pneumology Outpatient Clinic of Universidade
Estadual de Campinas, Brazil, a referral center for the treatment of
cystic fibrosis.

Methods: The study analyzed 167 DNA samples from cystic fibrosis
patients. Patients’ genotype was determined by polymerase chain
reaction, and allele and genotype frequencies of AF508 mutation were
calculated.

Results: The genotype frequencies found for -/-, AF508/-, and
AF508/AF508 genotypes were respectively: 43.7% (73 patients), 32.9%
(55 patients), and 23.4% (39 patients). Of the 334 alleles analyzed, we
observed a frequency of 201 (60.18%) alleles for the absence of AF508
mutation and of 133 (39.82%) for the presence of AF508 mutation.
Hardy-Weinberg equilibrium was calculated, obtaining a chi-square
value = 16.34 (p < 0.001). The study population was out of equilibrium.
The expected values for -/-, AF508/-, and AF508/AF508 genotypes were
respectively: 32.22% (60.48 patients), 47.93% (80.04 patients), and
15.86% (26.48 patients).

Conclusions: In the analyzed population, AF508 mutation was less
prevalent than the allele without this mutation. The frequency observed
in this study was similar to that from other areas in Brazil and in the
world, mainly due to the predominantly Caucasian origin of the population
included in the study.

J Pediatr (Rio J). 2012,;88(6):531-4: Mucoviscidosis, AF508,
genotype.
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Introducao

A fibrose cistica (FC) é a doenga autossémica recessiva
mais frequente na populagdo, principalmente de origem
caucasoide. A incidéncia da FC varia conforme a etnia e,
no Brasil, estima-se que a prevaléncia da doenca seja de
1/3.500 até 1/10.000 nascidos vivos, dependendo da regido
geografical.

Mutacgoes no gene cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator (CFTR), localizado naregido 7q31, acarretama
perdada fungdo da proteina CFTR, que em condigdes normais
atua como canal de cloro?4, ocasionando a FC.

Existem mais de 1.900 mutagdes identificadas no gene
CFTR, mas a primeira a ser identificada e também a mais
frequente é a AF508, presente em cerca de 70% dos casos
de FC, dependendo da populagdo analisada®>. Em algumas
populagdes, é possivel identificar facilmente todas as mu-
tagdes do gene CFTR presentes nos pacientes; porém, em
populagdes miscigenadas, como na brasileira, isso ainda
ndo é viavel. A mutacdo AF508 ocorre devido a delegdo de
trés bases no éxon 10, resultando na perda do aminoacido
fenilalanina na posicdo 508, acarretando deficiéncia no do-
bramento da CFTR e, posteriormente, degradag&o no reticulo
endoplasmatico rugoso®.

A proteina CFTR promove a reabsorcdo do cloro nas
gléandulas sudoriparas, porém na FC a proteina CFTR esta
ausente no epitélio ou apresenta alteracdes qualitativas e
quantitativas em seu nivel de expressdo; assim, ndo ocorre
a reabsorcdo de cloro, provocando altas concentragdes de
fons no suor. Essa disfuncdo pode afetar diversos 6rgdos,
em particular os que secretam muco, incluindo as vias
respiratdrias superiores e inferiores, o pancreas, o sistema
biliar, a genitdlia masculina, o intestino e as glandulas
sudoriparas’. O maior fator de morbidade e mortalidade
na FC é o acimulo de secregdo que ocorre nos pulmdes,
acarretando a obstrucdo do mesmo. A apresentagdo clinica,
a gravidade da doenga e a velocidade de progressao da
FC variam consideravelmente, e algumas variagées podem
ocorrer devido a presenga de diferentes combinagbes de
mutacdes no gene CFTR. Entre pacientes homozigotos
para a mutagdo AF508, a gravidade da doenga pulmonar
é varidvel, e os motivos da baixa correlagdo pulmonar
genotipo-fenotipo ndo estdo claros; no entanto, essa mu-
tacdo em homozigose, ou juntamente com outra mutagdo
grave, leva ao quadro classico da FC8.

Decorrente da importancia da mutagdo AF508 na FC,
por sua alta frequéncia e gravidade, o objetivo deste es-
tudo foi verificar a presenca da mutacao AF508 no gene
CFTR na populacdao de pacientes com FC, diagnosticados
pelo teste de sddio e cloro no suor, em acompanhamento
no Ambulatoério de Pneumologia Pediatrica da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), centro de referéncia no
tratamento da FC.

Métodos

Foram analisadas 167 amostras de DNA de sangue pe-
riférico de pacientes com diagndstico de FC provenientes
do Ambulatério de Pneumologia Pediatrica do Hospital de
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Clinicas da UNICAMP que apresentaram valor alterado (acima
de 60 mEg/L) no teste de sddio e cloro no suor. O DNA foi
extraido pela técnica de fenol-cloroférmio.

A amplificacgdo de DNA para identificar a mutagdo
AF508 foi realizada nas 167 amostras de pacientes pela
técnica de reagdo da polimerase (PCR), e os resultados
da PCR foram visualizados através de eletroforese em gel
ndo desnaturante de poliacrilamida a 12%. A analise da
estatistica descritiva foi realizada pelo calculo da frequén-
cia para o alelo e genétipo da mutacdao AF508 no gene
CFTR para a amostra analisada. O célculo do equilibrio de
Hardy-Weinberg foi realizado pelo software Hardy-Weinberg
Equilibrium Calculator - Online Encyclopedia for Genetic
Epidemiology Studies (2008) para verificar se a distribuigdo
dos gendtipos da mutagdo AF508 esta em equilibrio. O cal-
culo para verificar a associagdo da frequéncia do gendtipo
da mutagdo AF508 no estudo de Bernardino et al.® com
a presente andlise foi realizado pelo software Statistical
Package for the Social Sciences v.17.010.

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da instituicdo
segundo parecer #528/2008.

Resultados

Foram analisadas 167 amostras. Destas, as amostras
que apresentaram a mutacdo AF508 foram submetidas a
uma nova amplificagdo para confirmar o resultado. Os resul-
tados encontrados na analise da estatistica descritiva para
os gendtipos com a mutagdo AF508 estdo representados
na Tabela 1. O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi
realizado, e obtivemos o valor de qui-quadrado = 16,34
(p < 0,001). A populagdo analisada esta fora do equilibrio.
Os valores esperados sdo para os respectivos gendtipos:
-/-, AF508/- e AF508/AF508 - 32,22% (60,48 pacientes),
47,93% (80,04 pacientes) e 15,86% (26,48 pacientes).

Discussao

Dentre os 167 pacientes analisados, 73 pacientes
(43,7%) nado apresentaram a mutagdao AF508; 55 (32,9%)
demonstraram a presenca de heterozigose, possuindo um
alelo mutado para AF508, sendo, portanto heterozigotos
compostos; e 39 (23,4%) apresentaram homozigose, com
dois alelos mutados para AF508. Todos os pacientes pos-
suiam FC decorrente do diagnostico prévio realizado pelo
teste de sédio e cloro no suor.

O cdlculo do equilibrio de Hardy-Weinberg realizado
neste estudo mostrou que a distribuicdo genotipica dessa
mutagdo em nossa amostra ndo esta de acordo com a lei de
Hardy-Weinberg. Isso pode estar ocorrendo devido ao fato
de que muitos individuos homozigotos para essa mutagdo
apresentam um quadro mais exuberante da doenga, tendo,
portanto, maior chance de ser diagnosticado, enquanto que
0s outros gendtipos, por poderem ter associado mutagdes
mais benignas, teriam um diagndstico mais tardio. Além
disso, é uma populacdao que tem forte influéncia ambien-
tal para a gravidade das manifestagdes clinicas, podendo
interferir no equilibrio Hardy-Weinberg.
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Tabela 1 - Calculo da frequéncia genotipica para a mutagdo AF508

Frequéncia

Porcentagem Porcentagem

Genoétipos genotipica (n) dos genétipos cumulativa
-/- 73 43,7 43,7
AF508/- 55 32,9 76,6
AF508/AF508 39 23,4 100,0
Total 167 100,0

(-) = auséncia do alelo AF508; n = tamanho amostral em nimero absoluto de pacientes.

A frequéncia dos alelos com a mutagdo AF508 encontrada
foi de 39,82% na populagdo analisada. Okay et al.2, em estudo
realizado em Sdo Paulo, encontrou uma frequéncia alélica
para a mutagdo AF508 de 44,5%, superior a encontrada no
presente estudo. Outro estudo de frequéncia alélica revelou,
em Minas Gerais e em Sao Paulo, valores menores do que
no presente estudo, 21,7 e 33%, respectivamente!l.12, Em
comparacdo ao trabalho de Bernardino et al.?, onde foi rea-
lizada a andlise de 160 amostras de pacientes com FC para
diversas mutagdes no gene CFTR, a frequéncia genotipica
para a mutacdo AF508 foi, respectivamente, de 47 (29,4%),
61 (38,1%) e 52 (32,5%) para os gendtipos AF508/AF508,
AF508/- e pacientes com duas mutagdes ndo identificadas.
Quando comparamos nossos dados ao levantamento de
Bernardino et al.?, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,109). De qualquer maneira, os valores
encontrados sdo proximos, e a pequena variagdo encontra-
da entre os trabalhos pode ser devido a variagdo étnica em
cada microrregido.

Pelo fato de a FC ser uma doenca genética autossémica
recessiva, que possui altas taxas de morbidade e mortalidade,
tornou-se de suma importancia a adigdo do teste na triagem
neonatal. Para um diagndstico acurado, é fundamental a
analise molecular. O teste molecular realizado neste estudo
é um exame mundialmente difundido e, aliado a triagem
neonatal, confere melhores condigdes de tratamento e
possibilita o aconselhamento genético dos pais antes que
ocorra nova gravidez®. Portanto, a analise molecular deve
ser iniciada pela mutacao AF508, e quando o paciente for
negativo para essa mutacdo, a analise molecular torna-se
complexa devido ao grande nimero de mutacdes existentes
no gene CFTR.

A caracterizagdo molecular da doenga proporciona acon-
selhamento genético e vigilancia pulmonar apropriada, o que
pode se tornar cada vez mais importante a medida que os
avancos terapéuticos melhoram o progndstico, permitindo o
desenvolvimento de novas metodologias farmacoldgicas que
possam atuar na correcao do fenoétipo da FC, enfatizando a
importancia da genotipagem de cada paciente durante o diag-
nostico. A farmacoterapia da CFTR visa melhorar o transporte
intracelular, a sua expressao e sua fungdo, portanto esses

tratamentos sdo dirigidos a determinada classe de mutagao
especifica ou a uma mutagdo apenas?3.

Em conclusao, a populagdo analisada mostrou que a mu-
tacdo AF508 foi menos prevalente em relagdo a somatoria
dos demais alelos mutantes. A frequéncia encontrada foi
proxima de outras regiGes do Brasil e do mundo, principal-
mente devido a origem predominantemente caucasoide da
populacdo incluida no estudo. No estudo, a frequéncia alélica
para a mutacdao AF508 foi de 39,82%, sendo 55 pacientes
(32,9%) com a presenca de heterozigose, possuindo um
alelo mutado para AF508, e 39 (23,4%) homozigotos, com
dois alelos mutados para AF508. Os dados corroboram a
importéncia do uso da mutacdo AF508 como diagndstico
dos pacientes e, principalmente, como fator a ser utilizado
para o melhor aconselhamento genético. E, finalmente, com
o desenvolvimento de novas terapias especificas para cada
mutacdo, o screening para a AF508 sera importante, devido
a sua alta frequéncia na populagdo.

Para se determinar o gendtipo do paciente para outras
mutacdes no gene CFTR associadas a FC, a populacdo ana-
lisada necessita de analise molecular para outras alteragGes
no gene por técnicas moleculares distintas, como sequen-
ciamento e outros métodos de analise génica.
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