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resumo

Fibrose cistica Um total de 117 cartdes de rastreamento neonatal foi selecionado anonimamente para a

Mutagio AF508 avaliacdo de fibrose cistica (FC) pela andlise da mutacdo AF508 usando-se a técnica da reacdo

i li P i letrof | liacrilamida (P.
Imunotripsina reativa em cadeia da polimerase (PCR), sequida de eletroforese em gel de poliacrilamida (Page) e

pela quantificacdo da imunotripsina reativa (IRT, Delfia). Uma concentracdo de IRT menor
Restreamento neonatal que 140ng/ml foi encontrada em 116 recém-nascidos. Entre estes foi detectado um
heterozigoto AF508 com uma concentracéo de IRT de 4,44ng/ml. Um dos 117 recém-

nascidos era homozigoto ndo-AF508 e apresentava uma IRT anormal de 410,7ng/ml. A
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média da concentracdo da IRT diferia significativamente conforme este recém-nascido com
IRT alterada era incluido ou excluido da amostragem populacional (n = 117, média = 8,207 =
38,101; n =116, média = 4,737 = 6,597, respectivamente). Outra amostra de oito recém-
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nascidos, previamente rastreados pelo teste de IRT e com niveis elevados do analito, foi
testada para a mutacdo AF508. Em cinco deles a mutagdo AF508 foi encontrada em um ou
em ambos os cromossomos, correspondendo a 62,25% dos recém-nascidos. De acordo com
os resultados obtidos com triagem neonatal pela anélise combinada IRT/DNA, pode-se
concluir que o método s6 sera eficiente se: a) forem excluidos os fatores que determinam os
falso-positivos ou falso-negativos; e b) a deteccdo de outras mutacdes forem incluidas na
andlise dos resultados duvidosos.

abstract

A total of 117 newborn screening cards were anonymously selected for cystic fibrosis (CF) | Cystic fibrosis
screening, searching for the AF508 mutation using polymerase chain reaction (PCR) followed by
polyacrylamide gel electrophoresis (Page) and by quantification of Immunoreactive trypsin

(IRT, Delfia). In 116 newborns an IRT concentration lower than 140ng/ml was evidenced. One of
these was a AF508 heterozygote with an IRT concentration of 4,44ng/ml. One newborn was a | Newborn screening

AF508 mutation
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Introducéo

O gene responsavel pela fibrose cistica (FC), uma doen-
ca genética autossdmica recessiva comum em populacoes
brancas, foi isolado e seqienciado em 1989 (5, 10, 16).
Codifica uma proteina de 1.480 aminoéacidos envolvida
no transporte de cloro para o interior da célula, denomi-
nada cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR). O gene possui 27 éxons, ao longo dos quais mais
de mil diferentes mutagdes ja foram identificadas, a maio-
ria delas com freqliéncias muito baixas e proprias de de-
terminadas populacdes (5, 6).

De todas as mutagdes no gene CFTR, a mais freqiiente
€ a mutacdo AF508, uma delecdo de um cédon para a
fenilalanina na posicdo 508 da proteina. Este mutante esta
presente em aproximadamente 70% dos cromossomos
de fibrocisticos brancos europeus (11, 13). Entretanto a
freqiiéncia relativa da mutagdo AF508 tem uma variabili-
dade muito grande entre diferentes regides geograficas e
distintos grupos étnicos.

Por outro lado, a despeito dos vigorosos tratamentos
antimicrobianos e da terapia fisica, a FC ainda € uma doen-
ca letal, cuja expectativa de sobrevivéncia, até poucos anos
atras, variava entre 25 e 30 anos (6, 12, 19). Abordagens
clinicas e moleculares se combinam com a finalidade de
atingir uma melhor compreensao da fisiopatologia e da
bioquimica da FC, com vistas ao desenvolvimento de um
tratamento que recupere a expresséo correta do gene ou
que regule o sistema de transporte de ions. Embora gran-
des avancos tenham sido alcancados, o tratamento da FC
através da terapia genética é ainda virtual, e o tratamento
pré-sintomatico, com o fim de adiar as infec¢des pulmo-
nares, bem como controlar as deficiéncias enzimaticas,
ainda é o mais indicado (1, 18).

O diagnéstico precoce tem se mostrado um fator
determinante na eficacia do tratamento, contribuindo para
melhorar a qualidade de vida e a sobrevida do paciente.
O diagnéstico da fibrose cistica se baseia em achados cli-
nicos classicos, ou seja, manifestacdes pulmonares e/ou
gastrintestinais tipicas, histéria de casos de FC na familia e
demonstracdo de niveis elevados de sédio e de cloro no
suor (teste do suor). O método padrdo para o teste do suor
(TS) consiste na estimulacdo da producdo de suor pela
pilocarpina, que é colocada sobre a pele ou diretamente
nas glandulas sudoriparas, usando-se um gradiente de
potencial (iontoforese) e analise da concentracdo dos ions
sédio e cloro (8).
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O diagndstico molecular se baseia na analise das mu-
tacOes, cuja maioria é particular em populacdes especifi-
cas ou grupos étnicos, fator que contribui para a diminui-
cdo da sensibilidade de deteccdo como um método de
diagnéstico de rotina, uma vez que a analise molecular é
baseada nas muta¢des mais comuns em populagdes euro-
péias. Em funcdo disso é aconselhavel que seja analisado
o maior nimero de mutacdes disponiveis, levando-se em
conta o perfil mutacional de cada populagdo (19).

O rastreamento neonatal tem sido assunto de discus-
séo e um dilema na comunidade médica nos Gltimos dez
anos. Porém, como o diagndstico e o tratamento sinto-
matico precoce influem no prognéstico final, parece l6gi-
ca a realizacdo do rastreamento neonatal, que foi recente-
mente recomendado pelo Ministério da Salde através da
dosagem da tripsina imunorreativa (IRT).

A dosagem IRT, por ser um teste de rastreamento
populacional, foi padronizada a partir de amostra eluida
de sangue coletado em papel-filtro (Guthrie card). O pre-
cursor (IRT) da enzima pancreatica, tripsinogénio, encon-
tra-se elevado em recém-nascidos com fibrose cistica (4).
Porém o IRT tem suscitado muitas controvérsias devido as
taxas de falso-positivos (0,5%) e falso-negativos (até 20%),
além de ter a desvantagem de que a concentracdo do
tripsinogénio comeca a declinar em poucas semanas apds
0 nascimento, tornando-se um método de diagndstico
restrito aos dois primeiros meses de vida (9, 17).

A acuidade do rastreamento neonatal pelo teste de
IRT pode ser aumentada, combinando-se a este a geno-
tipagem naqueles recém-nascidos que apresentarem IRT
alterada, de maneira a identificar pelo menos a mutacao
mais comum, a AF508.

O presente trabalho tem como objetivo mostrar a efi-
cécia da analise molecular da mutacdo mais freqiiente na
fibrose cistica (AF508) em individuos com IRT alterada.

Material e métodos

Amostras

Este trabalho foi realizado como um estudo colaborativo
entre o Laboratério de Genética Humana do Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, e o Laboratério do Centro de Diag-
nostico e Pesquisa Dr. Raymundo Britto, Apae/Rio.

Amostras de sangue fixadas em papel-filtro (Guthrie
cards) de sete recém-nascidos com IRT alterada
(niveis > 140ng/ml) foram enviadas pela Apae/Rio para a
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analise molecular do DNA entre os anos de 1996 e 1998,
de um total de 3.850 testes de IRT.

Amostras de sangue fixadas em Guthrie cards de 117
recém-nascidos (quatro a seis dias de vida) sem dados
prévios de IRT foram genotipadas e posteriormente envia-
das a Apae/Rio para dosagem de IRT.

Dosagem de IRT

A dosagem de IRT neonatal foi realizada de acordo
com o protocolo descrito no kit Delfia® (Wallac-EG &
G Co.), com metodologia imunofluorimétrica. Foram uti-
lizados picotes de 3mm de mancha de sangue fixada em
papel-filtro. Os picotes foram colocados em microplacas,
aos quais foi adicionado o tampdo de teste, e incubados
durante a noite entre 2°C e 8°C. Apds o periodo de incu-
bacdo, foi acrescentada uma solucdo intensificadora.

O teste Delfia de IRT neonatal é um ensaio de dois sitios
imunofluorimétricos de fase sélida. A reacéo se baseia na téc-
nica de sanduiche direto, na qual dois anticorpos monoclonais
sao dirigidos contra dois determinantes antigénicos separa-
dos na molécula de IRT. As amostras de sangue contendo
IRT reagem simultaneamente com anticorpos monoclonais
imobilizados em fase sélida (dirigidos contra um sitio
antigénico especifico na molécula de IRT) e anticorpos
monoclonais marcados com eurépio contidos no tampéo de
teste (dirigidos contra outro sitio especifico diferente). A solu-
cédo intensificadora (enhancement solution) dissocia os ions
eurdpio dos anticorpos marcados em solucdo e formam
quelatos altamente fluorescentes. A fluorescéncia é direta-
mente proporcional a concentracéo de IRT na amostra.

Determinacgdo do alelo mutante AF508 através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo descri-
to por Raskin et al. (14), onde 1mm? das manchas de san-
gue fixadas no papel-filtro foi cortado, colocado em tu-
bos de PCR previamente identificados, a estes se
adicionando 50ml de mistura de reacdo contendo 200mM
de dNTPs, tampdo Tris-HCl T0mM, pH 8,8; KCl 50mM;
MgClI2 1,5mM, 8mg de BSA e 200ng de oligonucleotideos
iniciadores (3). A seguir a reacao foi submetida a uma eta-
pa de trés ciclos de 96°C/64°C (trés minutos por etapa),
em um ciclador PTC-100 Programmable Thermal
Controller (M] Researsh, Inc.). Ap6s estes ciclos, foi adici-
onada a cada um dos tubos 1,25U de Taq DNA polimerase
e os mesmos foram submetidos ao protocolo de amplifi-
cacdo que consiste em 33 ciclos de 94°C/60 segundos;
64°C/30 segundos e 72°C/60 segundos.
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As amostras amplificadas foram submetidas a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida vertical a 15%, com
tampao TBE (Tris-Borato 89mM em EDTA 2mM, pH 8), a
150V por 22 horas, para a identificacdo do alelo mutante
AF508. Apds a corrida eletroforética, o gel foi corado com
brometo de etidio e fotografado sob exposicdo em luz
ultravioleta.

Resultados

No presente trabalho foi observado que, das 117
amostras de papel-filtro de recém-nascidos sem dados
prévios de IRT, cinco delas ndo apresentaram amplifica-
¢do. Entre as 112 que amplificaram foi encontrado ape-
nas um individuo portador do alelo AF508, ou seja, um
heterozigoto AF508/ndo-AF508. Apés a dosagem de IRT
foi observado que 111 individuos apresentavam concen-
tracdes de IRT normais, abaixo de 65ng/ml, inclusive o
recém-nascido heterozigoto, para a mutacao AF508, cuja
concentracédo de IRT foi de 4,44ng/ml. Entre os recém-
nascidos que eram negativos para a mutacdo AF508 ha-
via um com a concentracdo de IRT igual a 410,7ng/ml,
valor muito acima do nivel esperado de 140ng/ml. Na
Tabela sdo apresentados os resultados do teste de IRT
dos 117 recém-nascidos. A partir destes dados foram
calculados o desvio padréo e a média, com e sem o valor
de IRT alterado. Os resultados mostraram-se significati-
vamente diferentes quando o recém-nascido com IRT
alterada era considerado pertencente a amostra (n=117,
média = 8,207, DP = 38,101; n = 116, média = 4,737,
DP =6,597). No entanto a amostra mostrou-se em equi-
librio de Hardy-Weinberg no que diz respeito ao locus
FC (%2 = 2,749l = 2).

Por outro lado, entre os oito individuos rastreados pelo
teste de IRT e cuja concentracdo foi superior a 140ng/ml,
observamos que cinco eram portadores do alelo AF508,
sendo dois homozigotos mutantes (AF508/AF508) e trés
heterozigotos AF508/ndo-AF508. Os outros trés eram
homozigotos nao-AF508/ndo-AF508 (Figura). Estes
resultados mostram que a delecdo estd presente em
62,25% dos individuos analisados com concentracéo de
IRT aumentada.

Discussao

A primeira vista, os resultados encontrados, ou seja,
oito individuos com IRT superior a 140ng/ml - dois
homozigotos mutantes (AF508/AF508), trés heterozigotos
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Tabela Concentracgdo de IRT em amostra de 117 recém-nascidos (ng/ml)

A B C D E F G H
1 66,73 9,7 1,66 1,25 3,06 2,08 1,69 3,11
2 4,68 0,49 5,74 1,86 0,27 3,45 1,21 14,53
3 2,52 4,59 2,31 8,4 3,57 0,57 6,06 4,96
4 2,15 2,16 0,55 3,7 2,79 3,91 0,19 2,61
5 5,81 1,57 6,43 5,19 3,26 410,7 8,22 1,45
6 4,06 3,97 3 1,82 0,96 3,21 2,11 2,76
7 2,22 2,79 5,57 2,41 1,87 0,75 1,49 0,89
8 1,54 3,16 1,68 3,79 1,69 4.4 2,45 0,37
9 3,71 2,99 2 4,57 2,27 1,42 1,97 4,8
10 9,54 3,31 5,02 2,66 5,38 2,32 3,13 3
11 3,47 5,87 3,56 2,33 6,34 2,98 6,76 7,04
12 9,08 2,86 7,6 6,83 5,94 8,04 4,34 4,44
13 5,97 21,24 5835 5,65 3,79 2,41 8,97 21,59
14 5,73 3,45 2,42 3,98 7,92 64,56 3,61 4,44
15 4,69 3 6,11 3,16 3,13 16,09

A amostra 1-A é controle da Apae. Cada recém-nascido é codificado por um niimero e uma letra. Por exemplo, o valor da concentragéo de IRT do recém-nascido
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5-F é de 410,7.

Figura - Gel de poliacrilamida corado com brometo de etidio mostrando oito
neonatos rastreados pelo teste de IRT. Da esquerda para a direita: pogos 2 e 7 —
homozigotos AF508; pogos 1, 8 e 9 - heterozigotos AF508/néo-AF508; pogos 3 e 4 -
homozigotos n&o-AF508; pogo 6 - controle normal sem teste de IRT

AF508/ndo-AF508 e trés homozigotos nao-AF508/ndo-
AF508 —, parecem invalidar a triagem molecular de crian-
cas fibrocisticas detectadas pelo teste do tripsinogénio.
Mas se levarmos em conta o nimero de individuos que
fizeram parte da amostra, o tamanho da amostra de re-
cém-nascidos com IRT alterada é muito pequeno para
que se faca alguma analise estatistica sobre ele. No en-
tanto estes mesmos resultados nos permitem tecer algu-
mas consideracdes importantes no sentido de melhorar
a eficiéncia da anélise molecular do gene da fibrose cistica
em recém-nascidos com IRT alterada.

Inicialmente, consideremos os falso-positivos. Crian-
cas que apresentem valores superiores a 140ng/ml, ou seja,
com teste de IRT positivo prévio, deveriam ser reconvo-

cadas para um novo teste, antes de completar dois me-
ses, para a eliminacdo dos falso-positivos que se mostra-
rao com dosagem normal de IRT na segunda avaliacdo.
Resultados negativos para a mutacdo AF508 nao excluem
o diagnéstico da fibrose cistica, uma vez que o teste
molecular empregado é especifico para uma Unica muta-
¢édo e no gene da fibrose cistica ja foram identificadas mais
de mil outras, a maioria delas muito rara ou prépria de
alguns grupos étnicos. Estudos de mutagdes individuais
revelam que existe uma forte associagdo entre o genétipo
da fibrose cistica e a funcdo pancreatica. Isto é, algumas
mutacdes consideradas severas, como, por exemplo,
as mutacdes AF508, G542X, R553X, W1282X, em homo-
zigose ou combinadas, predispdem a insuficiéncia pan-
creética, enquanto outras, consideradas brandas, confe-
rem a proteina CFTR uma atividade residual de forma a
manter o pancreas funcional. Assim, os resultados negati-
vos para AF508 com IRT realmente positiva devem ser con-
siderados com cautela.

Em segundo lugar, deve-se levar em conta a alta inci-
déncia de falso-negativos para o teste de IRT. Sabe-se que
os falso-negativos em geral sdo devidos a erro de labora-
torio (eluicdo da amostra de sangue do papel-filtro pouco
eficiente), a mudanca de procedimentos (uso de cut-off
muito alto) ou a fatores biol6gicos (iliomeconial ou outra
condi¢do envolvendo obstrugdo intestinal que parece fa-
vorecer a alta incidéncia de IRT falso-negativo). O grande
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problema do falso-negativo é que ele ndo seré detectado
no teste de IRT e escapara a triagem molecular. A incidén-
cia de falso-negativos pode ser diminuida grandemente
se estes fatores nao forem negligenciados.

Em relac@o aos resultados da andlise das 117 amostras
coletadas em papel-filtro para o rastreamento bioquimico
de neonatos, devemos lembrar que a amostra foi escolhi-
da aleatoriamente, sem IRT prévio e sem nenhum dado
clinico. Entre os 112 testados, um dos recém-nascidos
(5-F) é um provavel falso-positivo ou portador de uma
mutacdo diferente da estudada, uma vez que ele tem IRT
elevada (410,70ng/ml) e ndo apresenta a mutacdo AF508.
O outro recém-nascido (12-H) heterozigoto AF508/N apre-
senta o valor de IRT normal (4,44ng/ml), tanto podendo
ser um caso de IRT falso-negativo como um portador nor-
mal. Individuos portadores normais sdo aqueles que car-
regam o alelo mutante em apenas um dos cromossomos
e sdo heterozigotos nao-fibrocisticos. Estes ndo apresen-
tam teste de IRT alterado, mas podem ser detectados no
teste de DNA.

A partir das consideracdes acima podemos dizer que o
método de rastreamento neonatal, combinando a triagem
prévia pela dosagem de IRT e a andlise molecular do gene
da fibrose cistica, somente serd eficiente quando, excluidos
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os fatores que determinam os falso-negativos e falso-positi-
vos, forem realizadas analises adicionais que permitam a
deteccdo de outras mutacdes do gene CFTR naquelas crian-
cas cujos resultados sejam duvidosos. A necessidade deste
tipo de abordagem é conseqiiéncia da baixa freqiiéncia da
mutacdo AF508 observada entre pacientes fibrocisticos no
Rio de Janeiro, que é de apenas 26,58% (2, 3), permane-
cendo, portanto, aproximadamente 73% dos alelos
mutantes FC ndo-caracterizados.

Para se planejar o rastreamento neonatal da FC, deve-se
levar em conta o custo/beneficio do programa, consideran-
do-se fatores como rapidez, simplicidade, eficiéncia e baixo
custo. Além disso, ele deve oferecer a possibilidade de deter-
minar a incidéncia da doenca em casos em que se acredite
que a mesma esta sendo subdiagnosticada, e principalmen-
te possibilitar o tratamento precoce, que é o principal fator
para um prognéstico favoréavel do fibrocistico.
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