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BIOLOGIA MOLECULAR    

DETECÇÃO DE MUTAÇÕES NO GENE GLA CAUSANDO DOENÇA DE FABRY. Pereira FS , Matte U , Jardim L , Kalakun 
L , Cecchin C , Giugliani R . Centro de Pesquisas . HCPA. 
A Doença de Fabry (DF) é um erro inato do catabolismo de glicosfingolipídios, ligada ao cromossomo X, resultante da 
atividade deficiente da exogalactohidrolase lisossomal, alfa-galactosidase A (3.2.1.22). Homens afetados (hemizigotos) 
acumulam glicosfingolipídios neutros com alfa-galactosil terminal primariamente no plasma e nos lisossomos do endotélio 
vascular. As maiores manifestações da doença incluem angioqueratomas, acroparestesias, hipohidroses, distrofia corneal e 
doença vascular do coração, fígado, rins e cérebro levando à morte no início da vida adulta. Hemizigotos com sintomas leves 
e atividade residual da alfa-galactosidase A são descritos como tendo uma forma atenuada da doença que é limitada ao 
envolvimento cardíaco. Mulheres heterozigotas normalmente são assintomáticas ou podem apresentar angioqueratomas 
isolados, ocasionalmente acroparestersias na infância ou distrofia corneal característica. Raramente, mulheres podem ser 
severamente afetadas como os homens devido à inativação não randômica do cromossomo X. O gene da alfa-galactosidase 
A (GLA) está localizado na região Xq22.1 e possui 12,4 Kb divididos em 7 exons. Mais de 250 mutações já foram 
identificadas, o que enfatiza a heterogeneidade molecular da doença. A DF é uma condição pan-étnica com uma freqüência 
estimada de 1:40000 homens. Isso pode ser uma subestimativa da freqüência verdadeira devido à falta de verificação e 
dificuldades para diagnóstico de casos leves ou atípicos. O objetivo deste estudo é detectar as mutações presentes em um 
grupo de pacientes com Doença de Fabry atendidas no Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 
Foram analisados sete pacientes homens não relacionados, com diagnóstico bioquímico de Doença de Fabry. Os exons 1, 2, 
4, 5, 6 e 7 do gene GLA foram amplificados por PCR. Após eletroforese para confirmar amplificação dos fragmentos 
desejados, estes foram seqüenciados no aparelho ABI310. Até o momento foram seqüenciados os exons 1, 2, 6 e 7 de cinco 
pacientes. Em três deles foram detectadas as mutações: 30delG (exon 1), W349X (exon 7) e L36F (exon 1). O 
seqüênciamento dos demais pacientes está em andamento. A análise molecular será estendida aos familiares de primeiro 
grau que desejarem saber sua condição de portador ou não dessa patologia. Apoio financeiro: CAPES, TKT, FIPE-HCPA  
 
DIAGNÓSTICO DAS MUTAÇÕES COMUNS EM GANGLIOSIDOSE GM1 POR PCR ARMS-MULTIPLEX. Fraga M , 
Giugliani R , Matte U . Centro de Terapia Gênica . HCPA. 
Introdução: A Gangliosidose GM1 é uma doença lisossômica de depósito causada pela deficiência -galactosidase. A forma 
infantil (GM1 I) é predominantementeda enzima  neurológica, com retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. O gene 
para esta enzima está localizado no cromossomo 3 e possui 16 exons. Estudos anteriores demonstraram que duas mutações 
(R59H e 1622-1627insG) correspondem a cerca de 60% dos alelos em pacientes Brasileiros com GM1 I. A técnica de PCR 
ARMS consiste de duas reações complementares e utiliza três primers. Um dos primers é constante e complementar à fita 
molde em ambas as reações, os outros diferem na última base na posição 3’ terminal e são específicos ou à seqüência 
normal ou à seqüência mutada de DNA, sendo que apenas um destes primers é usado por tubo. A padronização das 
condições de reação é importante para realização desta técnica. Objetivo: Padronizar uma técnica de PCR ARMS-Multiplex 
que possa auxiliar no diagnóstico molecular de pacientes Brasileiros com Gangliosidose GM1 apresentando as mutações 
R59H e 1622-1627insG. Materiais e métodos: Amostras de DNA de pacientes já genotipados para ambas as mutações foram 
utilizadas para a padronização da técnica. Foram desenhados primers contendo a última base complementar à seqüência 
normal ou à seqüência mutada, sendo estes desenhados de forma a ter a mesma temperatura de anelamento, permitindo a 
realização da PCR em dois tubos por paciente. Os resultados foram visualizados em gel de agarose. Resultados: Diferentes 
fatores que influenciam na geração de produtos de PCR foram testados para padronização desta técnica, entre eles: 
temperatura de anelamento (Ta), concentração de MgCl2 e de Dimetilsulfóxido (DMSO) e quantidade de primers e de DNA. 
A Ta demonstrou-se o fator mais crucial para o estabelecimento da técnica em questão, pois pequenas variações na mesma 
alteraram significativamente os resultados. Em apenas dois experimentos os pacientes que não apresentavam as mutações 
tiveram amplificação com os primers correspondentes à seqüência normal e os pacientes com as mutações amplificaram de 
acordo com o padrão esperado, tanto para homozigotos quanto heterozigotos. Conclusões: Apesar do objetivo inicial não ter 
sido completado, todos os fatores indicam que a técnica pode funcionar, sendo realmente rápida e simples, podendo ser 
aplicada para o diagnóstico de mutações, desde que respeitados todos os critérios a serem padronizados. Foram obtidos 
bons resultados nos experimentos preliminares, porém há dificuldades na reprodutibilidade da técnica. Se esta for 
estabelecida poderá substituir a análise por SSCP ou com enzimas de restrição realizadas até o momento.  
OS EFEITOS DA INTERVENÇÃO PSICOLÓGICA SOBRE A IMUNIDADE CELULAR EM PACIENTES COM CÂNCER 
DE MAMA. Rodriguez AL , Nunes DFT , Müller MC , Bauer ME . Laboratório de Imunologia Celular e Molecular - IPB . 
PUCRS. 
INTRODUÇÃO: o câncer (CA) de mama atinge um número crescente de mulheres no Estado. A maioria dos estudos 
demonstrou que o CA de mama pode ter como fatores coadjuvantes conflitos psicológicos inconscientes, e como fatores 
desencadeantes o estresse, ansiedade e depressão. Além disso, sabemos que o estado emocional da paciente prévio ao 
diagnóstico ou durante a terapêutica é capaz de produzir alterações imunológicas que comprometem a saúde do indivíduo e 
dificultam a resposta ao tratamento. OBJETIVOS: esse trabalho procura investigar se as técnicas de relaxamento e 
visualização interferem de maneira positiva na (1) diminuição de fatores emocionais e (2) através da proliferação linfocitária 
in vitro. MATERIAIS E MÉTODOS: a amostra consiste de pacientes com CA de mama divididas em grupo experimental (sob 
radioterapia e intervenção psicológica) e controle (sob radioterapia). Os pacientes do grupo experimental tiveram 24 seções 
diárias de intervenção. As avaliações psicológica e imunológica foram realizadas antes e após as seções de relaxamento e 
visualização. A avaliação psicológica consiste na aplicação do inventário dos sintomas de estresse da LIPP e escalas para 
ansiedade de Beck (BAI) e depressão (BDI). A partir de amostras de sangue periférico, avaliamos a proliferação de linfócitos 
T e sensibilidade a glicocorticóides in vitro. Células mononucleares (PBMCs) foram separadas por gradiente de densidade e 
incubadas com mitógeno (fitohemaglutinina, PHA) em concentração final de 1,5x105 céls/poço em meio de cultura RPMI-
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