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RESUMO




A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga genética de padrdao de heranga autossdmica recessiva
com incidéncia de 1/2.500 individuos e uma freqiiéncia de portadores de 1/25 nos
individuos caucasoides. A doenga ¢ progressiva e apresenta como manifestagdo clinica a
obstrugdo respiratdria cronica, infertilidade masculina e deficiéncia de ganho de peso pelo
dano ao pancreas exdcrino. A maioria dos pacientes tem niveis elevados de eletrélitos no
suor. O gene responsavel pela doenca foi localizado no cromossomo 7, possui 27 éxons e €
denominado CFTR (“Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Gene”).
Existem mais de 1.000 mutagdes descritas em todo o gene, a mais freqiiente, a AF508, ¢
caracterizada como uma delecdo de trés pares de bases, o que determina a perda de uma
fenilalanina na posicao 508 da proteina CFTR, a qual forma um canal para o transporte do
ion cloro. O defeito basico esta associado com a diminui¢ao da condugdo de ions cloro
através da membrana apical de células epiteliais. O objetivo desse trabalho foi verificar em
uma amostra de nucleos familiares de pacientes com fibrose cistica, os haplétipos
existentes, a possibilidade de utilizacdo de polimorfismos para diagndstico pré-natal e

pré-implantacdo e correlacionar a mutagdo AF508 com os haplétipos encontrados.

A analise de polimorfismos GATT foi realizada através da técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a andlise dos polimorfismos MP6-D9, TUB09 e TUBI18 foi realizada
através da PCR e digestdo enzimdtica especifica. Em nossa casuistica, nove haplétipos
diferentes foram encontrados em 39 cromossomos. Vinte e cinco estdo ligados a mutacao
AF508 e 14 ligados a outras mutac¢des (ndo-AF508). O haplotipo 6, +; G; C (GATT,
MP6D9, TUBO09 e TUB18) foi o mais freqiiente (48%) em cromossomos com o gene CFTR
alterado e esta fortemente ligado a mutagdo AF508 (64%). Em 43% das familias analisadas
pelo menos um polimorfismo informativo foi encontrado para o diagnostico pré-natal ou

pré-implantagao.

Em conclusdo, estes polimorfismos constituem um excelente grupo de marcadores
genéticos, Uteis para observar a transmissao dos alelos mutados em familias de pacientes
com fibrose cistica, onde ndo ¢ possivel estabelecer o gendtipo completo. De acordo com
os resultados obtidos, estes polimorfismos poderdo ser amplamente utilizados para o

diagnostico pré-natal e pré-implantacdo, cumprindo com o objetivo do trabalho.

Resumo
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ABSTRACT




Cystic Fibrosis (FC) is a genetic autossomic recessive disease with an incidence of 1/2.500
life births and a carrier frequency of 1/25 in the caucasian population. The disease is
progressive and present as a clinical manifestation the respiratory chronic blockage, male
infertility and deficiency to gain weight caused for the damage to the exocrine pancreas.
The majority of the patients has raised electrolyte levels in the sweat. The gene responsible
is located in chromosome 7, and it has 27 éxons, and is called CFTR ("Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Gene"). Over 1.200 mutations have been described
all over the gene and the mutation AF508 is the most frequent, and is characterized as a
deletion of three bases pairs, which determines the loss of a phenylalanine in position 508
of protein CFTR. The basic defect is associated with the reduction of the conduction of ions
ClI- through the apical membrane of epithelial cells. The CFTR forms a channel for the
transport of this ion. The aim of this work was to determine to verify in a cystic sample of
nuclei familiates of patients with cystic fibrosis, the existing haplotypes, the possibility of
use polymorphisms for prenatal and preimplantacion diagnosis and to correlate the
mutation AF508 with the joined haplotypes. The analysis of polymorphism GATT was
performed by polymerase chain reaction (PCR) and the analysis of polymorphisms
MP6-D9, TUB09 and TUBI8 polymorphism was performed by PCR and enzymatic
digestion. In our casuistic, nine differents haplotypes had been found in 39 chromosomes.
Twenty-five with AF508 mutation and 14 with other mutations (not-AF508), haplotype 6,
+; G; C (GATT, MP6-D9, TUBO09 and TUB18) was most frequent (48%) in chromosomes
with mutated CFTR gene and is strong linked to the AF508 mutation (64%). In 43%
families analyzed at least an informative polymorphism were found for the prenatal
diagnosis or preimplantacion. In conclusion, these polymorphisms constitute an excellent
group of genetic useful markers to observe the transmission of the mutateds alleles in
families of patients with cystic fibrosis, where it is not possible to establish the complete
genotype. In accordance with the gotten results, these polymorphisms could be used for the

prenatal and preimplantacion diagnosis, fulfilling with the objective of the work.

Abstract
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1.1- Historico da Fibrose Cistica

As informacdes de fisiopatologia e epidemiologia da Fibrose Cistica (FC)
foram progressivamente conhecidos no século XX. A primeira mencdo quanto as
caracteristicas relevantes dos pacientes com FC estd na propria denominagao conferida pelo
patologista Landsteiner em 1905 ao descrevé-la como “fibrose cistica do pancreas”, uma
enfermidade do pancreas exocrino, ndo envolvendo as ilhotas de Langherans.

(Campos et al., 1996)

Landsteiner realizou a primeira descrigdo anatomopatologica da FC em
recém-nascidos falecidos no quinto dia de vida por ileo meconial. Em 1936, Guido Fanconi
e colaboradores descreveram o caso de uma crianga com sindrome celiaca com alteracoes
pancreaticas, diferentes da sindrome celiaca tipica e que apresentava sintomas pulmonares e

intestinais.

Em 1938, Dorothy Andersen formulou a hipotese da etiologia da doenga,
associou definitivamente as lesdes pancreaticas as pulmonares, indicando o ileo meconial
como manifestacdo mais precoce da doenca. Assim, Andersen consolidou a FC como um
entidade clinica, autbnoma, multissistémica, com uma incidéncia familiar significativa e
propds uma padronizagdo de seu tratamento, tornando a doenga conhecida nos paises de

lingua inglesa. Esta publicacdo ¢ considerada um marco no estudo da FC.

Posteriormente, Farber (1945) observou o carater anormal espesso e viscoso das
secre¢des mucosas das varias glandulas exocrinas e notou que os pacientes com FC sofriam
de obstrucdo causada por esse muco em uma série de 6rgaos e propds a hipotese de que o
muco espesso era conseqiiéncia de estimulo excessivo parassimpatico € que a secrecao
acumulada, assim produzida, era responsavel pelas lesdes pulmonares e pancredticas.
Farber conferiu a designagdo “mucoviscidose” a doenga, enfatizando o bloqueio dos ductos

pancredticos e da arvore bronquica por esta secrecio andmala (Campos et al., 1996)".

! Landsteiner (1905), Andersen (1938), Farber (1945) apud Campos JVM, Kotze LMS, Damaceno N,
Carvalho CRR. Fibrose Cistica — Mucoviscidose. Sdo Paulo. IBEPEGE. Arquivos de Gastroenterologia;
1996, 48p.
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Andersen ¢ Hodges, em 1946, sugeriram o padrdo de heranga autossomico
recessivo da doenca. Um passo essencial para o diagnostico foi dado por Di Sant'Agnese
et al. (953) que demonstraram o teor anormalmente elevado do ion cloreto no suor, durante
uma onda de calor no verdo. Subseqiientemente, tais pesquisadores documentaram que os

niveis de sodio e cloro no suor sdo elevados em todos os individuos com FC.

Em 1970, Campos e Szterling registraram grandes avangos sobre a estrutura das
membranas celulares, com enfoque na dindmica do transporte de ions por canais
bioquimicos e na presenga de permeases ou proteinas na estrutura bilipidica da membrana
apical. Na revisao realizada por Campos e Szterling foi chamada a atencdo para a hipotese
de Johansen e colaboradores sobre as bombas celulares de ions cloreto e sddio na FC

(Campos et al., 1996; Streit et al., 2003)2.

Dois conjuntos de observagdes no inicio da década de 80 foram importantes
para o rapido entendimento do defeito molecular ligado a FC. Primeiramente,
Knowles et al. (1981) descreveram alteragdes nas propriedades elétricas do epitélio
respiratorio na FC, associadas a anormalidades no transporte de sodio e cloro. A seguir,
Quinton e Bijman (1983) descobriram o defeito do ion cloro nas células epiteliais das
glandulas sudoriparas dos pacientes fibrocisticos. Registraram altos potenciais bioelétricos
em nivel da membrana devidos ao decréscimo da absor¢dao do ion cloreto nas glandulas
sudoriparas dos pacientes com FC. Essas observag¢des determinaram um papel patogenético
para o movimento de agua e eletrdlitos pelo epitélio e, pela primeira vez, ofereceram
explicagdo plausivel tanto para o déficit de dgua nas secre¢des mucosas (responsavel pela
obstru¢ao de glandulas exdcrinas), quanto para a disfuncdo de multiplos oOrgaos

(Faria, 2007)

Em 1985, surge a primeira indicagdo da presenca do gene da FC no
cromossomo 7 (Wainwright et al., 1985). Em 1989, foi descoberto o gene que, quando
mutado, causava a FC e o defeito na proteina produzida pelo gene CFTR. Com base em

pesquisas realizadas pelo mapeamento genético, o gene responsavel pela FC foi clonado

% Campos e Szterling (1970) apud Campos JVM, Kotze LMS, Damaceno N, Carvalho CRR. Fibrose Cistica —
Mucoviscidose. Sdo Paulo. IBEPEGE. Arquivos de Gastroenterologia; 1996, 48p; Streit C, Bulamarque-Neto
AC, Abreu e Silva F,Giugliani R, Pereira MLS. CFTR gene: molecular analysis in patients from south brazil.
Mol Genet And Met 2003; 78:259-64.
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(Rommens, 1989; Riordan, 1989; Kerem et al.,, 1989). Logo tornou-se claro que seu
produto, a proteina CFTR era de fato um canal de cloro defeituoso localizado na membrana

apical do epitélio (Bear et al., 1992).

1.2- Epidemiologia

A FC ou mucoviscidose ¢ a doenga genética autossOmica recessiva mais
freqliente na populacdo de origem caucasoéide, com freqiiéncia estimada em um caso a cada
2500 nascimentos (Rommens et al., 1989). Atualmente existem mais de 70.000 individuos
afetados no mundo (www.cff.org - 20 de outubro de 2007) e sua freqii€ncia varia conforme

o grupo étnico em que esta presente (Kerem et al., 1989).

Sua incidéncia ¢ de aproximadamente 1:3000 nascimentos vivos na Europa.
Nos Estados Unidos a incidéncia ¢ de 1:3500 e, no Brasil, a incidéncia na regido sul
assemelha-se a da populag¢do caucasiana do centro da Europa. Porém em outras regides do
pais diminui para 1 em cada 10.000 nascidos vivos (Tabela 1) (Assael et al., 2002;
Davis et al., 1996; Raskin et al.,1993; Ribeiro et al., 2002).

Tabela 1- Estimativa de incidéncia da FC em cinco estados brasileiros (Raskin et al.,

2001).
Estado Estimativa de incidéncia  Estimativa de portadores do gene da FC
RS 1: 1.587 01:20
PR 1: 6.803 01:42
SP 1:7.358 01:43
SC 1:12.048 01:56
MG 1:20.408 1:72

A FC varia conforme a populacdo (Tabela 2) ¢ a origem étnica (Tabela 3), ¢
relativamente rara em populagdes negras e a prevaléncia entre os afro-americanos ¢ de
1/17.000 (Jorde et al., 2000), enquanto que entre os negros africanos € encontrada com uma

incidéncia estimada em 1 em cada 12.000 nascidos vivos (Feuillet-Fieux et al., 2004).
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Tabela 2- Estimativa da FC em alguns paises (Bobadilla et al., 2002).

Pais Estimativa de Incidéncia Estimativa de portadores do gene da FC

Japao 1:100.000 1:158
Finlandia 1:25.000 1:79
Suécia 1:8.000 1:45
Suica 1:7.700 1:44
Brasil 1:6.902 1:42
Noruega 1:4.500 1:36
Espanha 1:3.500 1:30
Alemanha 1:3.300 1:29
EUA 1:2.500 1:25
Italia 1:2.500 1:25

Tabela 3- Incidéncia de FC nos diversos grupos étnicos (Fitz-Simmons, 1993).

Populaciao/Origem Incidéncia
Europeus 1:936

Povos Hispanicos 1:1.800
indio Norte Americano 1:2.350
Negros Americanos 1:17.000
Africanos 1:12.000
Asiaticos 1:90.000
Orientes do Havai 1:2.500

A FC esta associada a uma morbidade e mortalidade em jovens adultos
(Welsh et al., 2001). Os fibrocisticos apresentam um tempo médio de vida de 28 anos

(Accurso e Sontag, 2003).

Introdugdo

25



1.3- Genética da Fibrose Cistica
1.3.1- Gene CFTR

Em 1985, encontrou-se ligagdo genética entre a enzima paraoxonase ¢ a FC
(Eiberg et al. 1985). Entretanto, a localizacdo cromossdmica do gene da paraoxonase nao
era bem conhecida. Nesse mesmo ano encontrou-se uma forte ligacdo genética entre a FC e
um marcador polimorfico de localizagdo desconhecida (DOCRI-917), posteriormente

localizado no cromossomo 7 (Knowlton et al., 1995).

A andlise de ligagdo, utilizando um grande numero de marcadores polimorficos
de DNA, reduziram a possivel regido para o lécus do gene da FC a cerca de 700 Kb. Foi
localizado, entdo, o gene da FC no brago longo do cromossomo 7, na regido q31.2

(Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989).

J& que ndo foi encontrada nenhuma anomalia cromossdomica estrutural, a
clonagem posicional foi a técnica de escolha para a descoberta do gene responsavel pela
FC. Uma regido do DNA de 250 Kb foi isolada através de uma série de experimentos de
clonagem molecular que se basearam no isolamento de pequenos segmentos da regido de
interesse. Estes fragmentos foram purificados e testados para a presenca de seqiiéncias

codificadoras (Rommens et al., 1989; Welsh et al., 2001).

Andlises de seqiiéncias de DNA e estudos comparativos de seqiiéncias
deduzidas de aminoécidos revelam diversas homologias com proteinas de membrana
celular. Dai a adocdo do termo "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
(CFTR) para o produto génico (Riordan, 1989). A prova final da identidade e fun¢do do
gene da FC foi obtida pela capacidade de restaurar o fenotipo normal em células com FC

transformadas em cultura (Rich et al., 1990).

Embora os marcadores mais proximos estivessem a certa distdncia do gene
responsavel pela doenga, ficou claro que 90% dos cromossomos tinham um haplétipo
particular (Thompson et al., 2002). Este resultado ¢ conhecido como desequilibrio de
ligagdo, que ¢ definido como a associacdo preferencial de um gene de doenca com

marcadores proximos.
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Reconhecida como uma doencga autossomica recessiva em 1930, a FC tem sido

considerada uma doenga monogénica.

O locus especifico do gene CFTR contém aproximadamente 250 quilobases de
DNA gendmico, organizados em 27 éxons, que codificam um RNA mensageiro de

6,5 quilobases (Kb) (Collins, 1992).

1.3.2- Proteina CFTR

O RNA mensageiro ¢ traduzido, a partir do gene da FC, em uma proteina
transmembrana de 1480 aminoacidos, com massa molecular de 168.138 daltons, da familia
das proteinas ATP reguladora de transporte de ions denominada Proteina Reguladora da
Condutancia I6nica Transmembrana (CFTR — “Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator™)

(Devlin, 1998).

A proteina CFTR ¢ expressa na superficie de células epiteliais das vias aéreas,
pancreas, figado, intestino, aparelho reprodutor, glandulas salivares e sudoriparas,

formando um canal de cloro (Anderson et al., 1991).

A proteina CFTR estd envolvida na regulagio do ORCCs (“Outwardly
Rectified Chloride Channels”), que contribuem para uma boa conducio do ion cloro pelas
células, e do EnaC (“Amiloride-Sensitive Epithelial Sodium Channel”) que controla a
passagem do ion sodio. Sua estrutura bésica estd representada na figura 1 e ¢ formada por
tré€s subunidades principais : uma por¢ao hidrofobica, outra hidrofilica e uma porg¢ao polar.
A regido hidrofobica é formada por seis segmentos capazes de atravessar a camada lipidica
dupla da membrana celular; a por¢ao hidrofilica contém duas dobras de nucleotideos com
regides de ligacdo com o ATP ("nucleotide-ATP-binding folds"- NBF's), e finalmente, o
dominio polar R com sitios potenciais para fosforilagdo pelas proteinas quinase A e C e

N-glicosilase (Riordan, 1989; Devlin, 1998).
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Figura 1- Estrutura da proteina CFTR (adaptado de Rowntree e Harris, 2003).

A seqiiéncia de ativagcdo dos canais de Cl dé-se do seguinte modo: a proteina
quinase A (PKA) fosforila sitios no dominio regulatorio da proteina, produzindo um canal
fechado, cuja abertura requer a ligagdo de MgATP a um ou aos dois dominios de ligacdo a
nucleotideos. A ligacdo do MgATP coloca o canal em um novo estado conformacional,
podendo agora abrir espontaneamente. A reagdo inicial de fosforilagao € reversivel através

de fosfatases (Frizzell, 1995).

Os dominios membranares formam o poro da proteina, ou seja, constituem o
canal propriamente dito. Mutagdes nesses dominios alteram a seletividade i6nica do canal
(Welsh e Smith, 1993). J4 os dominios de ligacdo a ATP, controlam a atividade do canal
pela hidrolise da ATP promovida pela fosforilagdo do dominio regulador. Cada dominio
NBF possui uma fungdo. O primeiro, NBF1, que ¢ codificado pelas seqiiéncias encontradas
nos ¢éxons 9 ao 12, ¢ responsdvel pela abertura do canal, enquanto o segundo, NBF2,
codificado pelas seqiliéncias encontradas desde o éxon 19 ao 23, ¢ responsavel pelo

fechamento deste (Zielenski e Tsui, 1995; Welsh e Smith, 1993).

In vitro, ap0s ser traduzida, a CFTR segue para o reticulo endoplasmatico onde
sofre a glicolisacdo e depois segue para o complexo de golgi onde ocorre o dobramento,
adquirindo sua forma madura. Apos este processo que ¢ chamado de maturagdo, a CFTR ¢

enviada para a membrana celular onde ird atuar como canal de cloro.
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1.3.2.1- Funcionamento da Proteina CFTR

O defeito basico da FC esta associado com a diminui¢do da conducdo de ions
Cl através da membrana apical de células epiteliais. Individuos afetados por FC possuem
um comprometimento do transporte de cloreto. As conseqiiéncias da perda de funcao da
proteina CFTR variam de acordo com os tecidos envolvidos. Nas glandulas sudoriparas, a
CFTR normal funciona reabsorvendo o cloro do limen da glandula. Quando defeituosa, o
cloro deixa de ser reabsorvido ficando em concentragdes elevadas no limen. Como a CFTR
também regula ORCC e EnaC (Devlin, 1998), quando estd defeituosa, o cloro nao ¢
reabsorvido, ja que o ORCC se torna inativo e o sodio, devido a hiperatividade do EnaC, ¢
hipersecretado fazendo com que o cloro e o s6dio sejam encontrados em concentragdes

elevadas no suor, levando ao conhecido ‘suor salgado’ desses pacientes (Figura 2).

Mad @s=ss==s= u-*- EEsssssss
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*, | Caduilai

Figura 2- Funcionamento da proteina CFTR normal (parte superior) e alterada (parte

inferior) nas glandulas sudoriparas (modificada de Tsui e Durie, 1997).

J4 em outros 6rgaos, como o pulmdo e o pancreas, a CFTR normal atua
secretando o cloro (Figura 3) e ndo o reabsorvendo como ocorre nas glandulas sudoriparas

(Hull, 2003). Portanto, o funcionamento da CFTR defeituosa, provoca um actimulo do ion
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cloro dentro da célula, causando aumento do fluxo de sodio através dos canais de sodio
(EnaC), com o objetivo de manter o equilibrio eletroquimico interno da célula

(Reis e Damaceno, 1998).

A combina¢do da diminui¢do da secrecdo do ion cloro, pela auséncia ou mau
funcionamento da CFTR, e do aumento da reabsor¢do de sodio e agua, através do EnaC,
resulta na diminui¢do do liquido de superficie das vias aéreas, conduzindo a desidratagio
das secregdes respiratorias e ao aumento de sua viscosidade, favorecendo a obstrucdo dos

ductos e infec¢des endobronquicas (Ribeiro et al., 2002).

Figura 3- Funcionamento da proteina CFTR alterada no pulmao (http://www.lclark.edu)

1.4- Manifestacoes Clinicas

A FC ¢ uma doenca que possui uma expressividade altamente variavel, ou seja,
a gravidade da doenga pode variar muito entre as pessoas que a possuem, assim como sua
idade de inicio, que varia desde o periodo neonatal até a vida adulta, com alguns pacientes
sendo assintomaticos por varios anos. E essencialmente uma doenga pés-natal, com poucas
manifestagdes clinicas ao nascimento, como ileo meconial, volvulus, atresia ou amputagdo
intestinal, resultante da secrecdo intestinal anormal de muco. A gestacdo de criangas
afetadas pela FC ¢ de duragdo normal, sendo apenas o peso ao nascimento levemente
reduzido (Boyer, 1955). Em geral, a doenga ndo se manifesta antes do nascimento € mesmo

naqueles casos em que alguma manifestagdo ocorre, o desenvolvimento do feto ¢ normal.
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O fendtipo da FC ¢ complexo e os seus pacientes exibem uma grande variedade
de sintomas respiratorios, gastrointestinais e no aparelho reprodutor, bem como niveis

elevados de eletrolitos no suor (Tsui, 1995).

A proteina CFTR estd envolvida na reabsor¢do do cloro a partir do suor nas
glandulas sudoriparas (Quinton, 1990). A inibicdo dessa reabsor¢do e o efluxo

compensatorio de sodio resultante explicam o suor salgado da mucoviscidose

(Boucher et al., 1986).

A maioria dos pacientes apresenta os sintomas no inicio da vida, apenas uma
pequena parte deles manifesta os sintomas tardiamente, na adolescéncia ou na idade adulta
(Anderson et al., 1992). As manifestagdes mais freqiientes na época do diagnostico foram

descritas pela Cystic Fibrosis Foundation (CFF), 20 de outubro de 2007.

1.4.1- Sistema Respiratorio

Problemas no sistema respiratdrio sdo responsaveis por mais de 90% da
morbidade e mortalidade em pacientes com FC (Tebbutt et al., 1998), apresentando-se de
forma progressiva e de intensidade varidvel (Alvarez, 2002). Esta intensidade de
acometimento ¢ que determina o prognostico da doenga. Ao nascimento, as criangas com
FC apresentam pulmodes estruturalmente normais mas, com o tempo, infeccoes e
inflamacdes sucessivas culminam em hipertensdo pulmonar e insuficiéncia respiratoria

cronica (Hodson, 2000).

Ao nascimento, o pulmao ¢ histologicamente normal e as alteragdes se iniciam
nas pequenas vias aéreas. A lesdo inicial ¢ a dilatacdo e hipertrofia das glandulas secretoras
de muco (Sturgess, 1982). Ocorre infiltragdo linfocitaria aguda e cronica. Podem ocorrer
pneumonias  de  repeticdo,  principalmente em  pacientes  mais  jovens
(Bedrossian et al., 1976). Com a evolugdo formam-se bronquiectasias, por causa da
incapacidade do individuo em esterilizar o trato respiratério e diminuir o processo

inflamatério (Tomashefski et al., 1986).
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Devido a ineficiéncia na eliminacdo do muco, os pulmdes ficam altamente
suscetiveis a infec¢do bacteriana. Os microorganismos mais comumente encontrados sao:
Pseudomonas aeroginosa em aproximadamente 80% dos pacientes com FC, o que resulta
em perda progressiva da fun¢do pulmonar, levando a morte (Demko et al., 1995);
Staphylococcus aureus (28,3%), Haemophilus influenzae (8,9%) e Burkholderia cepacea
(3,2%) (Robinson, 2001); Staphylococcus aureus € o primeiro microorganismo a colonizar
os pacientes, predispondo o organismo para a colonizacdo pela Pseudomonas aeroginosa
(P. aeroginosa). A bactéria mais comum, a P. aeroginosa, coloniza a maioria dos pacientes
com FC antes dos 10 anos de idade. As cepas ndo-mucoides ocorrem no inicio da
colonizagdo que, ao tornar-se cronica, sao substituidas por cepas mucoides. A colonizagao
por essa bactéria ¢ claramente a principal causa da doenca pulmonar progressiva na maioria
dos individuos. Ja a bactéria Burkholderia cepacia aparece em uma fase mais tardia e
constitui um problema terapéutico grave que evolui como uma infeccdo pulmonar
fulminante, freqiientemente fatal, devido a elevada resisténcia natural deste

microorganismo a grande maioria dos antibioticos conhecidos (Alvarez, 2002).

1.4.2- Sistema Digestivo

As manifestagdes clinicas relacionadas ao aparelho digestivo sdo variaveis. A
mais importante e freqiiente ¢ a disfuncdo pancreatica que, quando presente, pode ter inicio,
na fase fetal, a insuficiéncia exocrina do pancreas que segundo Maclusky e Levison (1990),
ocorre ainda no periodo intra-uterino, quando ha uma inflamag¢ao, com perda de fungio e
fibrose do orgdo. Cerca de 80 a 90% dos pacientes sdo acometidos apresentando grau
variavel e progressivo de comprometimento do 6rgdo devido a obstru¢do dos ductos devido
a presenca das secrecdes densas e desenvolvimento gradual de fibrose no oOrgio
(Salvatore et al., 2002). A causa dessa disfungdo é a obstru¢do causada por secregdes
espessas € a subseqiiente destruicao das glandulas exocrinas do pancreas, que resultam em

deficiéncia pancreatica enzimatica e desnutricdo (Korst et al., 1995).

A apresentagdo clinica caracteriza-se por diarréia cronica, com evacuagdes de
fezes volumosas e gordurosas, sendo percebidos restos alimentares (Reis e Damaceno,

1998). A desnutri¢do se instala rapidamente pela perda de calorias, vitaminas e proteinas
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devido a ma digestdao alimentar, além do aumento das necessidades caloricas causado pelas
infecgdes respiratorias de repeticdo que conduzem a um baixo ganho pondero — estatural

(Reis e Damaceno, 1998).

A mais importante das manifestacdes intestinais da FC ¢ o ileo meconial,
decorrente da obstrucdo do limen iliaco por massa meconial viscosa. O recém-nascido tem
dificuldade de eliminar seu material gastrointestinal (mecdnio), que acaba por bloquear o
intestino. A obstrucdo intestinal com ileo meconial ocorre em 10 a 20% dos pacientes

recém-nascidos (Anderson et al ., 1992).

Os sinais de obstrugdo intestinal podem aparecer dentro de 48 horas apds o
nascimento. Evans et al. demonstraram que pacientes com FC que tiveram ileo meconial
apresentaram uma piora na prova de fun¢do pulmonar quando comparados a pacientes que
ndo o tiveram e foram diagnosticados por triagem neonatal. Deste modo, esses autores

sugerem que o ileo meconial esteja associado a um fendtipo mais grave da doenga.

A sindrome da obstrugdo intestinal distal ¢ equivalente ao ileo meconial que
ocorre em adolescentes e adultos com FC e também ocorre em 10 a 20% dos casos
(Alvarez, 2002). Esta ¢ conseqiiéncia do material muco-fecal apresentar uma viscosidade
anormal no ileo terminal e no coélon direito, onde o bolo fecal ¢ normalmente liquido,
provocando grande dor abdominal com uma massa palpéavel na fossa iliaca direita, sendo

que os sintomas sdo exacerbados apds a alimentagao.

1.4.3- Sistema Reprodutor

A infertilidade ¢ um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos homens,

sendo que 98% dos homens com FC sdo estéreis.

Agenesia Congénita Bilateral dos Vasos Deferentes (CBAVD — “Congenital
Bilateral Aplasia of Vas Deferens”) ¢ uma doencga autossomica recessiva relacionada a
infertilidade que acomete homens saudaveis. Aproximadamente 6% dos casos de

azoospermia sdao por CBAVD (Bernardino et al., 2003). Aproximadamente 75% dos
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homens diagnosticados com CBAVD possuem mutagdes para a FC (Chillon et al., 1995).
Em 98% dos homens fibrocisticos ocorre azoospermia devido a obstrugdo do canal

deferente.

A CBAVD ¢ caracterizada por atrofia, fibrose ou auséncia do epididimo, vaso
deferente, vesicula seminal e ductos ejaculatorios (Quinzii e Castellani, 2000). A patologia
associada as alteracOes estruturais provavelmente estd associada a obstrugcdo do trato

reprodutivo, devido ao muco espesso, no periodo intra-uterino (Kaplan et al., 1968).

Na maioria dos casos, a espermatogénese nao estd comprometida, porém as
alteracdes obstrutivas ndo permitem que os espermatozoides cheguem a uretra. Nestes
casos, a opcao seria a fertilizagdo assistida, levando em consideragdo a possibilidade de

riscos de FC para a descendéncia do casal (Moutou et al., 2002).

J& a fertilidade diminuida das mulheres fibrocisticas, que ocorre em 60% das
pacientes (Gilljam et al., 2000), esta relacionada ao muco cervical espesso, que ainda

possui caracteristicas bioquimicas alteradas, agindo como um espermicida.

1.5- Mutacoes Associadas a Fibrose Cistica

Existem mais de 1500 mutagdes, de diferentes tipos, relatadas no gene CFTR

(www.genet.sickkids.on.ca/cftr) (Figura 4).
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Figura 4- Representacdo dos diversos tipos de mutacdo ao longo do gene da CFTR

(adaptado de Frizzell, 1995).
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No residuo 508 da proteina, ocorre a mutacdo mais freqiiente, a AF508
(Figura 5), no éxon 10 do gene, que ¢ caracterizada como uma deficiéncia de trés pares de
bases, a qual determina a perda de uma fenilalanina na proteina CFTR (Kerem et al., 1989).

A mutagdo AF508 ocorre em 70% dos fibrocisticos nos USA (Knowles, 2006).

— isoleucina 506

L isoleucina 507

T fenilalanina 508

— glicina 509

— walina 510

L B B B = I == B B Rl B R A )

Figura 5- Representagdo esquematica da mutacdo AF508 da FC caracterizada pela dele¢do
de 3 pares de bases no éxon 10 do cromossomo 7 (Adaptado de Welsh e

Smith, 1995).

A prevaléncia da mutacdo AF508 varia de acordo com a populagdo estudada
(Tabela 4). Assim, foram constatadas prevaléncias de 80% na Inglaterra, 70% na América
do Norte (Chillon et al., 1993); 67% na Franga (Chomel et al., 1990), 50% na Espanha,
42% na regido de Verona, na Itdlia, e 27% na Turquia (Chillon et al.,1993). Devido a
importancia dessa anomalia e a freqiiéncia elevada dessa mutacdo, foi realizado um esforco
conjunto de pesquisadores visando o mapeamento dessa mutacdo no Continente Europeu
(European Working Group, 1990). Apesar da freqiiéncia elevada da mutagao AF508, mais
1500 outras alteragdes génicas foram descritas, a maioria localizada nos éxons 10 e 11 do

cromossomo sete. Nenhuma delas atinge prevaléncia tdo elevada quanto a mutagao AF508.
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Tabela 4- Freqiliéncia da mutagdo AF508 no mundo (Dawson e Frossard, 2000).

Pais Freqiiéncia da AF508 (%)
Dinamarca 87
Reino Unido 75
Estados Unidos 70
Franca 68
Alemanha 68
Bulgaria 66
Argentina 57
Espanha 54
Italia 52
Grécia 52
Brasil 47
Portugal 44
Meéxico 34
Cuba 34
Judeus Askenazi 30
Turquia 19
Istambul 19

As mutagdes que também teriam importancia relativa devido a sua freqiiéncia
seriam as G542X (C—A), G551D (G—A), R553X (C—T), que ocorrem no éxon 11 e
N1303K (G—C) no éxon 21. Juntas, essas quatro mutagdes ocorreriam em cerca de 9% dos

alelos fibrocisticos na populagao caucasoide norte-americana (Dork et al., 1991a).

No Brasil foi realizado um estudo inicial com 80 pacientes portadores de FC e
foi verificado a presenga das 5 mutacdes : AF508, G542X, G551D, R553X e N1303K.
Verificaram que as mutagdes juntas perfazem cerca de 40% dos alelos mucoviscidoticos
(26,03% - AF508; 6,85% - G542X; 2,74% - N1303K; 2,05% - G551D e 2,33% - R553X)
(Parizotto, 1997).
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1.5.1- Classes de Mutagdes

As mutacdes da FC foram classificadas em 5 diferentes classes (Figura 6), de
acordo com o mecanismo através do qual a proteina CFTR alterada se apresenta

(Welsh et al., 2001).

As classes 1, II e III sdo classificadas como as de fenotipo mais severo, ja que
englobam mutacdes que levam a producao de pouca ou nenhuma proteina (Zielenski e Tsui,

1995) e invariavelmente a uma IP (Zielenski, 2000).

As mutagdes da classe I resultam em defeito ou auséncia de sintese da proteina,
causada pelas mutagdes de “splicing”, mudanga de matriz de leitura ou sem sentido
(Zielenski e Tsui, 1995). Entre as mutagdes mais freqiientes desta classe encontra-se a
mutacdo G542X, que produz um coddon de parada da transcricdo formando uma proteina

truncada.

Nas mutacdes da classe II os defeitos ocorrem na maturagdo da proteina,
impedindo que esta chegue a membrana, que seja processada e assuma sua conformagao

correta. Faz parte dessa classe a mutagdo mais freqiliente, a AF508 (Welsh e Smith, 1993).

As mutagdes da classe III afetam o dominio regulatorio, comprometendo a

regulagdo do canal. Um exemplo dessa classe ¢ a mutagdo G551D (Salvatore et al., 2002).

Mutagdes nas classes IV e V estdo associadas a funcao residual do gene CFTR,
e sdo geralmente associadas a uma fungdo pancreatica satisfatoria (Koch et al., 2001;

MCkone et al., 2003).

As mutagoes de classe IV produzem uma proteina que € corretamente
localizada na membrana e responde a estimulacdo da ATP, porém gera uma menor
conducdo de ions cloro e diminui o tempo de abertura do canal. Como exemplo, as

mutacoes R117H e R347P.

As mutacdes de classe V altera a estabilidade da proteina e o processamento da
CFTR ¢ normal, porém em quantidade reduzida e pequenos niveis funcionais desta sao

alocados na membrana (Rowntree e Harris, 2003).
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Figura 6- Esquematizacdo celular das 5 classes de mutagdes na FC.

Classe I — nao ocorre a sintese protéica; classe II - defeito na maturacao e processamento da
proteina; classe III - defeito na regulagdo do canal; classe IV - alteracdo na condugdo do

canal; classe V- alteracdo na estabilidade da proteina (Welsh et al., 2001).

O numero de classes foi estendido para seis (Vankeerberghen et al., 2002) e
incorporada a classe VI, que promove alteracdes que afetam as propriedades de regulacio

da proteina CFTR. Como exemplo, a mutacdo A455E, localizada no éxon 9 do gene CFTR.

1.6- Diagnostico da Fibrose Cistica

O diagnostico da FC nunca foi simples. E uma doenga multissistémica
apresentando uma grande variabilidade de manifestacdes clinicas, com diferentes graus de
acometimento e com inicio de manifestagdo variavel. Apesar de manifestar-se por formas
atipicas, a CFF, propds algumas caracteristicas fenotipicas, que devem nortear o
diagnéstico da doenga (embora os autores admitam que provavelmente nao cubram todos

os quadros clinicos possiveis), tais como:
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- Historia familiar da doenga;

- Anormalidades intestinais (sindrome da obstrucdo intestinal distal, prolapso
retal e ileo meconial, ocorrendo em cerca de 10% dos recém nascidos com
FC) e pancreaticas (dificuldade de ganho de peso adequado durante a
infancia, embora demonstrando um apetite voraz, evacuagdes freqiientes de

fezes gordurosas com forte odor);

- Doenga pulmonar ou sinusal cronica, manifestada por colonizagao/infecgao,
alteracdes persistentes na radiografia do térax (bronquectasias, atelectasias,
opacificacdes e hiperinsuflagio com obstrugdo das vias aéreas), tosse
freqliente e repetitiva com produgdo de catarro, episodios de respiragao dificil,
retracdo dos tecidos moles nas areas supraclaviculares, supraexternal,

intercostais e subcostais (Campos et al., 1996; Correia, 2005);
- Teste positivo da triagem neonatal (dosagem da tripsina imunorreativa);
- Atresia do canal deferente, resultando em azoospermia obstrutiva.

Até 1930, a doenga era reconhecida como uma sindrome clinica, mas as
caracteristicas ndo eram claramente distintas daquelas de outras causas de ma absorcdo e
retardo no crescimento, como a intolerdncia ao gliten (ou doenca celiaca)

(Andersen, 1938).

Para a grande maioria dos pacientes o diagnostico ¢ sugerido pela presenca de
uma ou mais caracteristicas clinicas, historia familiar de FC, ou resultado positivo de teste
de triagem neonatal, o qual é confirmado por evidéncia laboratorial de disfungdo do gene

CFTR (Rosenstein e Cutting, 1998).

A FC classica pode ser diagnosticada ou excluida pelo teste do suor. Para
alguns pacientes com poucos sintomas presentes, no entanto, testes mais extensivos, como
o molecular, sdo necessarios para identificar variantes mais brandas. O diagnoéstico da
doenga proporciona aconselhamento genético e vigilancia pulmonar apropriada, o que pode
se tornar cada vez mais importante a medida que os avangos terapéuticos melhoram o
prognostico (Stern, 1997). Critérios para o diagndstico da FC estdo relacionados no

quadro 1.
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Quadro 1- Critérios para o diagnostico da FC (Rosensteins e Cutting, 1998).

Uma ou mais caracteristicas fenotipicas
- ou historia familiar de FC

- ou resultado de teste de triagem neonatal positivo E concentragdo aumentada de cloreto no suor por

iontoforese com pilocarpina em duas ou mais ocasides
- ou identificacdo de duas mutagdes no gene CFTR

- ou demonstragd@o de transporte anormal de ions no epitélio nasal (diferenca de potencial nasal)

1.6.1- Teste do Suor

O folclore sui¢o e austriaco ja observava, em tempos medievais, que uma
crianga que tinha gosto salgado ao ser beijada era considerada enfeiticada e morria
precocemente. No entanto, somente em 1953, Paul di Sant’Agnese demonstrou o excesso
de sal no suor de pacientes com FC (Wilcken e Wiley, 2003). Ainda hoje, na maioria dos
casos, o diagndstico de FC sera confirmado pela medida da concentragio de cloreto no suor
(Rosenstein, 1998). O teste ¢ considerado o padrao-ouro para o diagndstico da FC, com
elevadas sensibilidade e especificidade (>95%), baixo custo e a vantagem de ndo ser
invasivo. Atualmente, o unico método que permanece clinicamente confidvel ¢ o da
iontoforese quantitativa por pilocarpina, padronizado por Gibson e Cooke, em 1959. O
exame ¢ realizado através da estimulacdo das glandulas sudoriparas pela aplicacdo da
pilocarpina em area da pele do antebrago, com coleta de suor pela iontoforese
(Alvarez, 2002). A quantidade de suor necessaria ¢ de no minimo 100mg. O resultado ¢
positivo quando a concentra¢do de cloro ¢ maior que 60mEq/L. Valores menores que
45mEq/L sdo considerados normais; adolescentes e adultos jovens podem ter valores mais
elevados e, desta forma, resultados entre 45 ¢ 60 mEq/L sdo considerados duvidosos ¢ o
exame deve ser repetido. Resultados falso-positivos e falso-negativos sdo freqlientemente

detectados (Wilmott, 1998).
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Pela gravidade da doenca e pelo seu prognostico reservado, o diagndstico de FC
somente podera ser firmado com dois testes positivos, realizados em momentos diferentes.
Nao existe correlacdo entre a concentragdo de ions no suor e a gravidade da doenca

(Ribeiro et al., 2002).

1.6.2- Dosagem de Tripsina Imunorreativa (TIR)

O exame mais utilizado para o diagnostico da FC ¢ a dosagem quantitativa da
tripsina imunorreativa (TIR) por imunofluorimetria, que ¢ baseado no aumento do
tripsinogénio no sangue, secundario ao refluxo de secrecdo pancredtica provocado pela

obstrugdo dos ductos pancreaticos.

O teste deve ser realizado na primeira semana de vida, com amostras de sangue
impregnadas em papel-filtro especial, como na coleta para pesquisa de fenilcetonuria e
hipotireoidismo. A dosagem da TIR ¢ um indicador indireto da FC, pois avalia apenas a
integridade da funcdo pancreatica. Um teste com valores acima do padrdo adotado,
70ng/mL, devera ser repetido num intervalo de 15 a 30 dias e, se persistir positivo, o
paciente devera ser submetido ao teste do suor, para confirmar o diagnostico de FC.
Embora este teste tenha uma eficiéncia de 95,3%, segundo dados obtidos em um trabalho
realizado na regido de Victéria na Australia entre os anos de 1989 e 1998
(Massie et al., 2000), deve haver uma confirmagdo do resultado através do teste molecular
ou teste do suor, pois ha possibilidade de falsos positivos e/ou falsos negativos. Um teste

negativo de TIR ndo exclui FC na auséncia de insuficiéncia pancreatica (Ribeiro, 2002).

Através de uma portaria, o Ministério da Saude, tornou obrigatdria a realizacao
da triagem da FC como parte do ‘teste do pezinho ampliado’. Portanto, os médicos
pediatras devem ser alertados sobre como interpretd-lo corretamente. Apesar disto, cerca de
3 milhdes de criangas que nascem no Brasil todo ano, apenas 1,8 milhdo tém acesso ao teste

(www.genetika.com.br - 20 de agosto de 2007).
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1.6.3- Condutividade

A condutividade ¢ um método alternativo e ndo-seletivo para a medida de ions
no suor, que estdo aumentados em pacientes com FC e sua quantificagdo foi proposta como
teste diagnodstico. A Fundacdo para Fibrose Cistica dos Estados Unidos (“Cystic Fibrosis
Foundation™) aprovou um condutivimetro especialmente desenhado para uso com o coletor
de suor Wescor Macroduct, como método de triagem. H4 excelente correlagdo entre os
resultados das concentracdes de cloro e a condutividade no suor. Um resultado de
condutividade igual ou superior a 50mmol/l ¢ considerado positivo e deveria ser

confirmado por um teste do suor quantitativo (Rosenstein, 1998).

1.6.4- Andlise genética

O diagndstico molecular da FC ¢ muito util para identificar precocemente
pacientes e assim, dar inicio ao tratamento mais adequado, o mais rapido possivel. Isto tem
se mostrado significativo para uma melhora na qualidade de vida e, conseqiientemente, uma
longevidade desses pacientes. Este fato ndo ¢ uma realidade em paises como Brasil em que
a maioria dos casos permanecem, provavelmente, sem diagndstico e, principalmente, pela
existéncia de muitas familias em situagdo socioecondmica nao privilegiada. Além disso, o
diagnostico precoce tem suma importancia para prevengao de muitas familias “de risco”

(Streit et al., 2003).

A identificacdo de duas mutacdes conhecidas confirma o diagndstico de FC,
sendo decisivo naquele paciente que apresenta quadro clinico compativel e teste do suor
inconclusivo. A andlise das mutagdes ¢ de alto custo e poucos centros no Brasil estdo
capacitados a realiza-la. A triagem das 25 mutagdes mais freqiientes detecta 80 a 85% dos
alelos de pacientes com FC. Dessa forma, a confirmacdo do diagnostico pelo teste genético

¢ extremamente especifica, porém ndo muito sensivel (Ribeiro et al., 2002).

1.6.4.1- Diagnoéstico Genético Pré-Implantacdo

Para se evitar uma gestacao de um feto doente, pode-se fazer um diagndstico
genético pré-implantacao (DGPI). Para esse diagnodstico ¢ utilizado técnicas de reproducdo

medicamente assistida que visam prevenir a transferéncia de embrides portadores de
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doencas genéticas graves. O DGPI envolve a fertilizacao in vitro apés a micromanipulagao
e bidpsia do primeiro corpisculo polar antes da fertilizacdo, ou bidpsia do blastomero
(nimero total de células varia entre 6 e 12) antes da implantagdo do pré-embrido e posterior
diagnéstico de uma doenga genética ou cromossdmica, tendo como objetivo a transferéncia
de embrides geneticamente normais no que respeita a doenca estudada
(Verlinsky et al., 1994). O DGPI permite a redugdo das interrupgdes de gravidez
conseqlientes ao diagndstico de patologia fetal e o ndo aumento da incidéncia de

malformagdes congénitas nas gestacdes em que o DGPI foi realizado.

1.6.4.2- Diagndstico Pré-Natal

Em portadores de mutagdes no gene da FC ¢ possivel realizar o diagnostico
pré-natal que permite a detec¢do de doencgas genéticas ainda durante a gravidez. O principal
objetivo deste teste ¢ dar as familias em risco informagdes para que elas possam fazer
escolhas durante a gestacdo (Jorde et al., 2000), embora seu objetivo ndo seja o de
simplesmente detectar anormalidades na idade fetal e permitir a interrupcdo da gravidez
quando um defeito ¢ indicado (Thompson et al., 2002). Os seus beneficios incluem:
1- Antecipar aos casais o conhecimento da saide genética do feto e permitir opgdes de
conduta, em paises onde o aborto ¢ permitido; 2 — Permitir que casais sob o risco de gerar
filhos com um defeito, decidam-se pela gestacdo conscientes de que o disturbio serad
confirmado ou ndo posteriormente; 3- Possibilitar que os pais se preparem
psicologicamente para o nascimento de uma crianga doente; 4- Ajudar no tratamento da
crianca apos o nascimento, possibilitando o preparo dos profissionais de saude que irdo
cuidar desta. Felizmente, o diagndstico pré-natal proporciona um resultado normal na
grande maioria dos casos, reduzindo a ansiedade dos pais e permitindo uma gravidez

tranqiiila.

Usando testes de DNA, tanto diretos (pelo estudo da mutagdo especifica
responsadvel pela doenga genética) quanto indiretos (pelo estudo de marcadores ligados a

mutagdo) ¢ possivel o diagnostico pré-natal de um grande nimero de doengas génicas.
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1.6.4.2.1- Vilosidade Corionica

Os vilos coriais ou vilosidades coridnicas sdo geneticamente representativos do
feto. Eles podem ser obtidos por via transabdominal a partir de 11 semanas de gestacdo. A
quantidade minima de material necessaria para o exame varia com o laboratorio, sendo
considerada ideal aproximadamente 20 mg da vilosidade. A bidpsia de vilos coriais ¢
segura para a mae e o feto. Os dados atuais demonstram que o risco de perda fetal
diretamente relacionada a coleta de vilosidades ¢ certamente inferior a 0,5% quando o
procedimento ¢ realizado por profissional experiente (Pena, 2007; Pinto Junior, 2002). Num
trabalho cooperativo, em 1974, Hahnemman refere que, ap6s a 12* semana, obtinham além

do corion, o amnion e havia perfuracao de bolsa amniotica (Pinto Junior, 2002).

1.6.4.2.2- Amniocentese

A amniocentese realizada a partir da 14* semana ¢ um dos métodos mais
difundidos para a obten¢do de material fetal com finalidade de diagnéstico pré-natal de
alteracdes genéticas embora, historicamente, ela tenha surgido na mesma época que se
desenvolveram os primeiros trabalhos de coleta de vilosidades coridnicas (Pinto Junior,
2002). Consiste na obtencao do liquido amnidtico que banha o feto através da pun¢do da
cavidade amnidtica. As células presentes no liquido amnidtico podem ser analisadas
rapidamente em nivel de DNA ou cultivadas por alguns dias para a realizacdo de estudos
cromossomicos. As células presentes no liquido que banha o bebé sdo originadas por
descamagdo da pele, bexiga e trato gastrintestinal do feto. Apenas uma minoria destas
células estd viva e, portanto, a cultura ¢ essencial. Geralmente existem células suficientes
para iniciar a analise cromossomica em 8-10 dias. Ocasionalmente o crescimento ¢ muito
lento, necessitando de mais tempo para o resultado ou mesmo exigindo uma nova pungao

(Pinto Junior, 2002; Pena, 2007).

A contaminag¢do do liquido amniotico aspirado com sangue materno ou fetal ¢
uma das causas de falhas na cultura, além de interferir com a citogenética molecular. Estas

situagdes podem ser evitadas com cuidados especiais durante a coleta do material,
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incluindo a aspiracdo em uma seringa separada, dos primeiros 1 a 2 mL do liquido
amniotico. Porém, todo liquido obtido deve ser encaminhado ao laboratorio independente
de seu estado, pois muitas vezes podem-se obter resultados validos mesmo em

circunstancias adversas, evitando-se assim a necessidade de uma nova pungao (Pena, 2007).

A amniocentese ¢ muito segura para o feto e para a mae e ¢ realizada ha quase
40 anos com sucesso. Os riscos e complicagdes maternas conseqiientes a realizacdo de uma
amniocentese sdo também pequenos quando a puncdo ¢ realizada por profissional
experiente com a ajuda de equipamentos de ultra-sonografia de alta qualidade e variam nos

diferentes centros de 0,2% a 0,5% (Pinto Junior, 2002; Pena, 2007).

1.6.5- Diagnostico Indireto Através de Polimorfismos Genéticos

O grande niimero de mutagdes no gene CFTR compromete o diagnostico, ja
que varios passos sdo necessarios para a obtengdo do resultado. Assim, existem métodos
que permitem diagnoéstico indireto da mutagdo através de segregacao de marcadores ligados

a mutacao e esta ¢ também uma maneira de mapeamento genético.

Com isso, alguns estudos tém sido realizados a fim de encontrar marcadores

moleculares que pudessem facilitar esse diagndstico (European Working Group, 1990).

Quando um polimorfismo genético ligado a uma doenga ¢ descoberto, o
caminho para futuras pesquisas ¢ claro. Pesquisadores tentam descobrir marcadores que
possuam ligagdes cada vez mais proximas a doenga. Uma ligacdo mais proxima entre o
marcador ¢ a doenga significa que os dois estdio normalmente menos suscetiveis a

recombinac¢do genética na meiose.

Muitos polimorfismos de DNA estdo claramente em desequilibrio de ligacdo,
ou seja, estdo ligados ao gene da doenga (Chehab et al., 1991). O ndo-usual alto grau de
desequilibrio de ligacdo sugere que uma grande fracdo das mutagdes do gene da FC

descendem de uma tinica mutacao (Beaudet et al., 1989).
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1.6.5.1- Polimorfismo GATT

GATT ¢ um polimorfismo intragénico de repeti¢do em tandem da seqiiéncia de
nucleotideos GATT, que da o nome ao polimorfismo (STRP — “Short Tandem Repeat
Polymorphism”). Localiza-se no intron 6 do gene CFTR e também pode ser chamado de
microssatélite, que sdao repeticdes de seqiiéncia de dois a 20 nucleotideos. Este

polimorfismo pode apresentar 6 ou 7 repeti¢des (Gasparini et al., 1990; Chehab et al., 1991)

1.6.5.2- Polimorfismo MP6-D9

MP6-D9 ¢ um polimorfismo extragénico, localizado a aproximadamente 40pb
da regido 5> do gene CFTR. E um SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”) onde a
variagdo da seqiiéncia de DNA ¢ entre os nucleotideos adenina e citosina. Essa variagdo
afeta um sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo Msp 1 (Gasparini et al., 1991;

Horn et al., 1990).

1.6.5.3- Polimorfismo TUBOQ9

O polimorfismo TUBO09, localizado no intron 9 do gene CFTR, ¢ um SNP onde
ha variagdo entre o nucleotideo adenina e guanina na seqiiéncia de DNA. Essa variagdo

afeta um sitio de reconhecimento da enzima de restricdo Mnl I (Dork et al, 1991b).

1.6.5.4- Polimorfismo TUB18

TUBI18 ¢ um SNP intragénico, localizado no intron 18 do gene CFTR. Nesse
polimorfismo h4 a troca do nucleotideo adenina por citosina na seqiiéncia de DNA que

forma um sitio de restri¢do para a enzima Hinf 1 (Dork et al, 1991Db).

Introdugdo

46



Mp6d-9
g 3
GATT TUBO09 TUB18
5‘1llllilll§llll-llllll!lllllll3'
123 4 5 6a6b 7 8 9 101112 13 14a14b 15 16 17a 17b 18 19 20 21 22 23 24

Figura 7- Localizacio do polimorfismo extragénico MP6-D9 e dos 3 polimorfismos

intragénicos, GATT, TUB09 e TUB18 em relacdo ao gene CFTR.

1.7- Prognéstico da Fibrose Cistica

O prognostico da FC relaciona-se com a heranga genética, presenca de IP, sexo,
idade de inicio e a gravidade das manifestacdes clinicas respiratorias. A presenca da
mutagdo AF508, na forma homozigética, relaciona-se com insuficiéncia pancreatica, maior
gravidade da doenga pulmonar e colonizagdo precoce por Pseudomonas aeruginosa
(Ribeiro et al., 2002). Com os avangos na terapéutica padronizada para pacientes com FC
ao longo dos anos, a média de sobrevida aumentou. Enquanto que na década de 1950 todos
os pacientes morriam até os 10 anos de idade, na década passada aproximadamente um
ter¢o dos pacientes com FC estava sobrevivendo até¢ a idade adulta. Este aumento na média
de sobrevida teve um impacto marcante na natureza da FC como doenca infecciosa, uma
vez que uma maior sobrevida dos pacientes com FC criou oportunidades para o
estabelecimento de infecgdes por outras bactérias além de Staphylococcus aureus.
Atualmente, Pseudomonas aeruginosa ¢ o patéogeno pulmonar mais prevalente nos

pacientes com FC (Lyczak et al., 2002).
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Dados do registro de pacientes com FC dos Estados Unidos demonstram que a
média de idade do 6bito aumentou de 8,4 anos em 1969 para 14,3 anos em 1998 e a média
de tempo de sobrevida aumentou de 14 anos em 1969 para 32 anos em 2000. Outros paises
tém também apresentado melhora destas taxas, embora persistam diferengas significativas
na sobrevida. Estas diferencas podem ser afetadas por estratégias de tratamento, acesso a
centros especializados e condig¢@o socioecondomica (Ratjen e Doring, 2003). Uma analise
multivariada acompanhou a evolugdo de 127 pacientes em Minas Gerais por um periodo de
20 anos. Foi usado um modelo estatistico que permitia uma avaliacdo objetiva do risco de
morte e podia ser usado para aconselhamento da familia do paciente. O estudo detectou um
excesso de risco de morte nos pacientes com escore Shwachman abaixo de 70, idade ao
diagnéstico menor que 3 anos e peso ao nascimento de menos de 3kg
(Oliveira et al., 2002). O escore Shwachman avalia o estado geral dos pacientes
correlacionando a nutrigdo, atividade geral, exames fisicos e achados radiologicos. Para
cada item avaliado ¢ conferida uma pontuacdo que pode atingir o maximo de 25. Quanto

menor a pontuagdo, e portanto o escore, pior o quadro clinico (Alvarez, 2002).

O fator idade ao diagnoéstico poderia ser especulado como peculiar em paises
em desenvolvimento como o Brasil, possivelmente devido a somente casos de FC com
apresentacao clinica severa serem acompanhados, enquanto casos moderados a leves,
especialmente em 4reas rurais, podem ser subdiagnosticados. A intensidade das
anormalidades pulmonares varia muito € 0s casos mais severos procuram mais
precocemente por diagndstico e tratamento. O diagnoéstico tardio de casos clinicamente
inaparentes ou menos severos nao piora necessariamente 0  prognostico

(Camargos et al., 2000).
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2- OBJETIVOS
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Verificar:
Em uma amostra de pacientes com FC, os haplotipos existentes;

a possibilidade da utilizagdo desses polimorfismos como marcadores para

diagnéstico pré-natal;

a correlagdo entre a mutagao AF508 e os haplotipos encontrados.
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — Unicamp,
parecer 346/2005 (Anexo 1). O paciente foi informado sobre os objetivos e procedimentos
do projeto. Ao decidir participar do projeto deveria assinar um termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexo 2).
3.1- Casuistica

Foram analisados 53 familias de pacientes fibrocisticos em seguimento no
Ambulatorio Multidisciplinar de Mucoviscidose do Departamento de Pediatria da

UNICAMP, coordenado pelos Drs. Antonio Fernando Ribeiro e José Dirceu Ribeiro.

Como critério de inclusdo foram selecionados apenas aqueles individuos que
obtiveram resultado alterado em pelo menos dois testes do suor, com valores de cloro
iguais ou superiores a 60 mEqg/L e/ou o encontro das duas mutacdes do gene CFTR,
trabalho realizado por Correia (2005), no laboratério de Genética Molecular Humana,

FCM, UNICAMP.

Foram excluidos pacientes que ndo apresentavam os dois testes do suor

alterados e/ou as duas mutagdes no gene CFTR.

3.2- Métodos

Foi realizada a coleta de sangue periférico para a extracdo do DNA e
subseqiiente andlise molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e, quando

necessario, digestdo com enzimas de restri¢ao especificas.

3.2.1- Extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico

Procedemos a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico conforme o

método descrito por Woodhead et al. (1986), com algumas modificacgdes.
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Dois tubos Vacuntainer com cerca de 5 mL de sangue periférico foram
coletados, contendo, cada um deles EDTA 15% para impedir a coagulacdo sanguinea. A
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2.000 r.p.m. a temperatura ambiente para a
separacdo e retirada do plasma. Em seguida, uma aliquota de 500 uL do sedimento foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL. A essa aliquota foi adicionado 1,0 mL de
tampao de lise celular (Sacarose 320mM, Tris - HCI pH7,5 10mM, MgCl, SmM, Triton
100X). A solucao foi entdo homogeneizada por 10 a 15 segundos e levada a centrifuga a
8000 r.p.m. por 5 minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, por
inversdo do tubo. Esse processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado foram
adicionados 395uL de tampao de digestao (Tris - HCI pH 7,5 EDTA 10mM, 10mM, NaCl
10mM, SDS 0,5%) e 5 pL de proteinase K (20mg/mL). A reagdo entdo foi homogeneizada
e incubada em banho-maria a temperatura de 55°C. Apds 2 horas, foram adicionados
200uL de LiCl 7,5M em cada amostra e as solu¢des foram levadas a temperatura de — 20°C
por 15 minutos. Apds esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000
r.p.m. € o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos tubos. Apds a
transferéncia, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e o tubo foi invertido até
formacdo de um precipitado visivel. Foi realizada uma centrifugacdao a 13000 r.p.m. por 5
minutos € o sobrenadante foi desprezado por inversio do tubo. Ao precipitado foi
adicionado 1 mL de etanol 70% e nova centrifugagao foi realizada (13000 r.p.m./5 min). O
sobrenadante foi novamente descartado. O DNA obtido foi deixado a temperatura ambiente
para a evaporacdo do etanol residual e ressuspendido em &dgua estéril. A eficiéncia da

extracdo foi avaliada em gel de agarose a 0,8%.

3.2.2- Reacdo em Cadeia da Polimerase

A anélise dos polimorfismos ligados ao gene CFTR foi realizada pela técnica da
PCR (Reac@o em Cadeia da Polimerase - do inglés, “Polymerase Chain Reaction”). Esta
técnica descrita por Saiki et al. (1971) possibilita a amplificacdo de uma pequena seqiiéncia
de DNA através do uso de dois iniciadores (“primers”) que flanqueiam a regidao do DNA a
ser amplificada, pareando-se devido a complementaridade de bases. A reacdo foi entdo

colocada em um aparelho ciclador de temperatura onde repetidos ciclos de desnaturagcao
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térmica do DNA, pareamento dos iniciadores em temperaturas adequadas e a extensao dos
iniciadores promovida pela enzima 7ag DNA polimerase, levam ao acimulo exponencial
da seqiiéncia de DNA alvo. O procedimento utilizado em cada uma das reacdes esta
resumido na tabela 6. Os iniciadores, os tamanhos dos fragmentos e as enzimas de restri¢ao

especificas estdo descritos nas tabelas S e 7.

Tabela 5- Descricdo dos iniciadores utilizados na PCR dos polimorfismos, tamanho dos

fragmentos resultantes desta reacao.

Tamanho do

Polimorfismo Seqiiéncia 5' - 3'
fragmento (pb)
GATT TGAGCAGTTCTTAATAGATAA 6 repeticdes - 106
AS CAAGTCTTTCACTGATCTTCCTTC 7 repetigdes - 110
S AATGCAACAATTCACCCAATTGCTCA
MP6-D9 377
AS GGTTAGGTCAGAGAACAAAGCAAATT
S GCAGAGTACCTGAAACAGGA
TUBO9 491
AS CATTCACAGTAGCTTACCCA
S GCCCGACAAATAACCAAGTGA
TUBI18 188
AS GGTAGGTTTACCTTCTGTTGGCATG

No intron 6A encontra-se o polimorfismo GATT que, por se tratar de uma

repeti¢do em tandem, possibilita analisar o resultado direto da PCR.

Nos heterozigotos aparece ainda uma banda com migragdo mais tardia,
referente aos heteroduplexes, ou seja, fragmentos de DNA formados por uma fita de 106pb

e outra de 110pb.

De acordo com os iniciadores descritos (Tabela 5), o individuo homozigoto
para o alelo 6 gera um fragmento de 106pb e o homozigoto para o alelo 7 um de 110pb. Os

individuos heterozigotos, portanto, apresentam fragmentos de 106 e 110pb.
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Tabela 6 - Concentracio dos reagentes utilizados na reacao de PCR para os polimorfismos.

Reagentes GATT MP6-D9 TUBO9 TUBI18
DNA (uL) 1.0 1.0 1.0 1.0
MgCI2 (1.0mM) 4.0 4.0 4.0 4.0
Tris-HCI pH 8,4 (10.0 mM) 2.0 2.0 2.0 2.0
dNTP (0.025 mM-cada) 1.0 1.0 1.0 1.0
iniciadores (0.2 pMoles-cada) 1.0 1.0 1.0 1.0
Taq polimerase (5 Unidades) 1.5 1.5 1.5 1.5
Agua gsp (uL) 50.0 50.0 50.0 50.0

Programas 95 °C/5° 95 °C/5’ 95 °C/5’ 95 °C/5’

95 °C/1I’ 95 °C/T 95 °C/1’ 95 °C/1

57 °C/1”’ 62 °C/1’ 57 °C/”’ 54 °C/1

72 °C/1° 72 °C/1° 72 °C/1° 72 °C/1°

72 °CIT 72°CIT 72 °CIT 72°CIT
N° Ciclos 35 35 35 35

3.2.3- Digestao Enzimatica

Para os polimorfismos MP6-D9, TUB(09 e TUB18, ap6s a PCR, foi realizada a

digestdao enzimaética especifica, segundo orientagdes do fabricante (Tabela 7).

Tabela 7- Descricdo das condi¢des para realizacdo da digestdo enzimética.

Enzima de Temperatura 6tima Tamanho do
Polimorfismo Alelo
Restricao (°C) Fragmento (pb)
- 3.77
MP6-D9 Msp 1 37
+ 173; 204
A 15; 95; 104; 130; 147
TUBO09 Mnl 1 37
G 15; 130; 147; 199
A 43; 63; 82
TUBIS8 Hinf1 37
C 43; 145
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A andlise do polimorfismo MP6-D9 utilizou digestdo com a enzima Msp I apds
a PCR. Ou seja, o fragmento de 377pb produzido pela PCR € digerido em dois fragmentos

de 173 e 204pb, na auséncia do sitio de restricdo, permanece com 377 pb.

Para a andlise do polimorfismo TUBQ9, utilizou-se a enzima Mnl I. A enzima
reconhece um sitio especifico e cliva o amplificado da PCR em fragmentos de 15, 95, 104,

130 e 147pb para o alelo A e 15, 130, 147 e 199pb para o alelo G.

Para a andlise do polimorfismo TUB18, utilizou-se a enzima Hinf 1. A enzima
reconhece um sitio especifico e cliva o produto amplificado da PCR em fragmentos de 43,

63 e 82pb para o alelo A e 43 e 145pb para o alelo C.

M1 2 3 4

<+— Heteroduplex

«—110pb
“— 106 pb

Figura 8- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% do polimorfismo GATT.

M — marcador de 50 pb.
Nas colunas 1 e 3 — individuos homozigotos para o alelo 7 (110pb).
Na coluna 2 — individuo heterozigoto (106 e 110pb), com presenga de heteroduplex.

Na coluna 4 — individuo homozigoto para o alelo 6 (106pb).
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<«— 377 pb

<«— 204 pb
«— 173 pb

Figura 9- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% do polimorfismo MP6-D9.

M - marcador de 50 pb.
Nas colunas 1 e 2 — individuos homozigotos para o alelo + (173 e 204 pb).
Na coluna 3 — individuo heterozigoto (173, 204 e 377 pb).

Na coluna 4 — individuo homozigoto para ao alelo - (377 pb).

Figura 10- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% do polimorfismo TUBO9.
Na coluna 1 — individuo homozigoto para ao alelo G (130, 147 e 199 pb).
Nas colunas 2 e 3 — individuos heterozigotos (95, 104, 130, 147 e 199 pb).
Na coluna 4 — individuo homozigoto para o alelo A (95, 104, 130 e 147 pb).
M — marcador de 50 pb.
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145 pb —

82pb__,
63pb__,

Figura 11- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% do polimorfismo TUB18.

Na coluna 1 — individuo heterozigoto (43, 63, 82 e 145 pb).
Na coluna 2 — individuo homozigoto para o alelo A (43, 63 e 82 pb).
Na coluna 3 - individuo homozigoto para ao alelo C (43 e 145 pb).

M — marcador de 50 pb.
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4- RESULTADOS
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4.1- Caracterizacio da amostra.

Foram analisadas 53 familias (compostas por 56 pacientes, 53 pais, 53 maes e
outros 12 familiares). Entre os 112 cromossomos analisados de pacientes, 50%

apresentavam a mutacao AF508 e 50% apresentavam outra mutacao (nao-AF508).

4.2- Polimorfismos
42.1- GATT

Para o polimorfismo GATT foram analisados 47 pacientes (94 cromossomos).
60,63% destes possuem o alelo 6 e 52,6% dos cromossomos de familiares analisados
apresentam o alelo 7. O alelo 6 estd presente em 51,23% dos individuos, entre pacientes e

familiares (Tabela 8).

Tabela 8- Freqiiéncia alélica do polimorfismo GATT

6 7 Total
n (%) n (%)
Pacientes 57 (60,63) 37 (39,37) 94
Familiares 109 (47,4) 121 (52,6) 230
Total 166 (51,23) 158 (48,77) 324

A maioria dos pacientes homozigotos para o a mutagao AF508 possuem o alelo

6 (66,66%) e dos pacientes que apresentam mutacdo nao-AF508 60% possuem o alelo 7

(Tabela 9).

Tabela 9- Relacdo da freqiiéncia alélica do polimorfismo GATT com o genotipo CFTR.

6 7 Total
n (%) n (%)
AF508/AF508 24 (66,606) 12 (33,33) 36
AF508/X 25 (65,78) 13 (34,22) 38
XX 8 (40) 12 (60) 20
Total 57 (60,63) 37 (39,36) 94
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4.2.2- MP6-D9

Para o polimorfismo MP6-D9 foram analisados 332 cromossomos. Entre
pacientes e familiares, o alelo + est4 presente em 59,33% destes. Em pacientes e familiares,

a freqiiéncia do alelo + ¢ maior, 73,46% e 53,41%, respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10- Freqiiéncia alélica do polimorfismo MP6-D9

- + Total
n (%) n (%)
Pacientes 26 (26,54) 72 (73,46) 98
Familiares 109 (46,59) 125 (53.41) 234
Total 135 (40,67) 197 (59,33) 332

A maioria dos pacientes homozigotos AF508 apresenta o alelo + (86,11%) e

55% dos pacientes com mutagdo ndo-AF508 também apresentam o alelo + (Tabela 11).

Tabela 11- Rela¢do da freqiiéncia alélica do polimorfismo MP6-D9 com o gendtipo CFTR.

- + Total
n (%) n (%)
AF508/AF508 5(13,89) 31 (86,11) 36
AF508/X 12 (28,58) 30 (71,42) 42
XX 9 (45) 11 (55) 20
Total 22 (23,41) 72 (76,59) 94

4.2.3- TUB09

Foram analisados 94 cromossomos de pacientes para o polimorfismo TUBO9.
Destes, 62,76% possuem o alelo G. J4& em familiares, o alelo predominante nos

cromossomos analisados foi o A (57,88%) (Tabela 12).
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Tabela 12- Freqiiéncia alélica do polimorfismo TUB09

A G Total
n (%) n (%)
Pacientes 35(37,24) 59 (62,76) 94
Familiares 125 (57,88) 91 (42,12) 216
Total 160 (51,61) 150 (43,38) 310

Nos pacientes homozigotos para a mutacdo AF508, encontrou-se a freqiiéncia
de 91,17% para o alelo G e em pacientes que ndo apresentam a mutagdo AF508

encontrou-se a freqiiéncia de 75% para o alelo A (Tabelal3).

Tabela 13- Relacao da freqiiéncia alélica do polimorfismo TUB09 com o gendtipo CFTR.

A G Total
n (%) n (%)
AF508/AF508 3 (8,83) 31 (91,17) 34
AF508/X 11 (32,36) 23 (67,64) 34
X/X 15 (75) 5(25) 20
Total 29 (32,96) 59 (67,04) 88

4.2.4- TUBI8

Para o polimorfismo TUB18 62 cromossomos foram analisados e a grande
maioria, 87,09%, possui o alelo C, como em familiares onde a freqiiéncia do alelo C

também foi maior (79,83%) (Tabela 14).
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Tabela 14- Freqiiéncia alélica do polimorfismo TUBI18.

A C Total
n (%) n (%)
Pacientes 8(12,91) 54 (87,09) 62
Familiares 25 (20,17) 99 (79,83) 124
Total 33 (17,75) 153 (82,25) 186

Em pacientes homozigotos para a mutagdo AF508 encontrou-se o alelo C em
94,44%. Em pacientes que ndo apresentam a mutacdo AF508, a freqiiéncia do alelo C

também ¢ alta (77,77%) (Tabela 15).

Tabela 15- Relacao da freqiiéncia alélica do polimorfismo TUB18 com o gendtipo CFTR.

A C Total
n (%) n (%)
AF508/AF508 1 (5,56) 17 (94,44) 18
AF508/X 3 (13,64) 19 (86,26) 22
X/X 4(22,23) 14 (77,77) 18
Total 8 (13,8) 50 (86,2) 58

4.3- Haplotipos

Foi possivel detectar os hapldtipos em 34,8% dos 112 cromossomos
(54 pacientes). Foram encontrados 9 haplétipos diferentes em 38 cromossomos analisados.
Destes, 25 estdo ligados a mutacdo AF508 e 13 ligados a outras mutagdes (ndo-AF508),
descritos Tabela 16.

O haploétipo I foi o mais freqiiente, encontrado em 64% dos cromossomos com

a mutacdo AF508 e em 23,07% dos cromossomos ligados a outras mutagdes.
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O haplotipo II foi encontrado em 12% dos cromossomos com a mutacdo AF508

e em 7,69% dos cromossomos ligados a outras mutagdes.

O haplotipo III foi encontrado apenas em cromossomos ligados a mutagdo
AF508 (4%), assim como os haplotipos IV e V, ambos encontrados em 8% dos

cromossomos ligados a AF508.

Outros 4 diferentes haplotipos foram encontrados apenas em cromossomos
ligados a outras mutagdes. VI, VII, VIII e IX com freqiiéncias de 30,76%, 7,69%, 15,38% e

15,38% respectivamente.

Tabela 16- Distribui¢ao haplotipica dos pacientes com FC.

Haplétipo Polimorfismos AF508 Outra mutacgio
GATT MP6-D9 TUB09 TUB18 N (%) N (%)

I 6 + G C 16 (64) 3(23,07)

I 7 + G C 3(12) 1 (7,69)
111 7 + A C 1(4) 0
v 6 - A C 2(8) 0
v 6 + A C 2 (8) 0

VI 7 + A A 0 4 (30,76)

Vil 6 + G A 0 1 (7,69)

VIII 7 - A C 0 2 (15,38)

IX 6 - A A 0 2 (15,38)
Total 25 13

4.4- Origem Parental

Os polimorfismos foram analisados quanto a informagao da origem parental dos

alelos.

Das 51 familias analisadas para o polimorfismo GATT, 47 foram informativas
quanto a origem parental dos alelos. Para o polimorfismo MP6-D9, 52 familias foram

analisadas ¢ em 36 foi informativo. Para o polimorfismo TUB09, 46 familias foram
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analisadas e em 34, destas, o polimorfismo foi informativo. Ja para o polimorfismo TUBI18,
20 familias foram analisadas e, em apenas 9 delas, o polimorfismo foi informativo e em 11

ndo foi informativo (Tabela 17).

Tabela 17- Relacdo dos numeros de familias nas quais os polimorfismos foram

informativos.
GATT MP6-D9 TUBO09 TUBI18
Informativo 47 36 34 9
Nao Informativo 4 16 12 11
Total 51 52 46 20

4.5- Uso para Diagnostico Pré-natal e Pré-implantacional

Das 53 familias analisadas, em 23 encontrou-se pelo menos um polimorfismo
informativo para o diagndstico pré-natal ou pré-implantacional e, em 30 familias, nenhum
polimorfismo analisado foi informativo (Tabela 18), ou seja, em 43,4% das familias ¢

possivel fazer o diagndstico pré-natal ou pré-implantacao.

Tabela 18- Numero de familias onde o haplétipo foi informativo para ser usado como

diagnostico pré-natal ou pré-implantacao.

Familias
Informativo 23
Nao-informativo 30
Total 53
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5- DISCUSSAO
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A estimativa ¢ que, no Brasil, menos de 10% do total anual de casos de FC sao
diagnosticados (Raskin, 2001). Usualmente ¢ identificada na infancia e cerca de 8% dos

casos sdo diagnosticados apds os 10 anos de idade (Fitz-Simmons, 1993).

Estudos das 6 principais muta¢des na populacdo brasileira mostram que apenas
40% das mutacdes sao detectadas com a andlise das mutagdes mais freqiientes

(Correia, 2005)

A anélise molecular genética ¢ o Ginico método que permite a deteccdo correta
de portadores de FC. Por outro lado, esta aplicacdo ¢ restrita aquelas familias em que a
crianga afetada apresenta uma mutagdo conhecida. Desde que muitas criangas com FC ja
estudadas sdao heterozigotas e carregam uma mutacdo ainda ndo caracterizadae sua

identificacdo direta de portadores ¢ limitada (Cabello et al., 2005)

Uma alternativa ao diagndstico direto das mutagdes seria o diagnostico indireto
por meio da andlise de alguns polimorfismos (hapldtipos) que estejam ligados a

determinadas mutagdes.

Dado a alta porcentagem de heterozigotos afetados por uma mutagdo
desconhecida entre a populacdo estudada, devido ao grande nimero de mutacdes no gene
CFTR e o alto custo que significaria a analise de cada uma delas, a aplicagdo deste tipo de
analise constituem uma boa alternativa para a confirmagdo de pacientes e deteccao de
portadores (Estivill, 1987). Estima-se que na populagdo brasileira, em média, 1 em cada 25
pessoas sdo portadores de uma mutagdao no gene CFTR. Quando existe historia familiar, o
risco de ser um portador aumenta segundo o grau de parentesco com o individuo afetado.

(Visich et al., 2001).

A determinacdo da qualidade de portador ou confirmagdo do doente, de acordo
com o haplétipo, ¢ dada pela baixa fracdo de recombinag@o para os 4 marcadores utilizados,
amplamente documentada na literatura. Os marcadores se expressam de forma mendeliana
co-dominante, o que permite determinar, sem duvidas, o genétipo do individuo nesse locus

(Riveros et al., 2005).
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Com isso, alguns estudos tém sido realizados a fim de encontrar marcadores

moleculares que pudessem facilitar esse diagndstico.

No presente estudo, o haplétipo de cada cromossomo parental foi determinado
usando o individuo afetado como base. Estudamos trés marcadores intragénicos ¢ um
extragénico em 53 familias, com o propdsito de validar o uso destes marcadores em estudo
de ligacdo na populacdo analisada, bem como a distribui¢do desses polimorfismos nesta

populagao fibrocistica.

De acordo com os numerosos antecedentes bibliograficos ndo ha recombinagao
entre os marcadores estudados ¢ o gene CFTR. Os marcadores utilizados mostram forte
desequilibrio de ligacdo com o gene CFTR (Chehab et al., 1991; Dork et al., 1992;
Gasparini et al., 1991).

Para o polimorfismo GATT encontramos uma freqiiéncia de 60,63% para o

alelo 6 e 39,37% para o alelo 7.

Gasparini et al. (1991) descreveram 84% de freqiiéncia para o alelo 7 e 13 %

para o alelo 6.

Ja Chehab et al.(1991) encontraram o alelo 7 em uma freqiiéncia de 49,5% e o
alelo 6 com uma freqiiéncia de 8% em cromossomos normais, sendo que, em homozigotos
para AF508, foi encontrada uma completa associagdo com o alelo 6, como encontrado neste

trabalho.

Dork et al. (1992) encontraram, em seu trabalho, que, dos cromossomos com a
mutagdo AF508, todos possuiam o alelo 6, assim a freqiiéncia do alelo 7 foi nula nesta

amostra.

Gimbovskaia et al. (1994) relatam que, dos individuos analisados em seu
trabalho que possuiam a mutagdo AF508, todos eram portadores do alelo 6, enquanto que a
maioria dos cromossomos que nao possuiam esta mutagdo tinha o alelo 7, confirmando a

freqiiéncia encontrada em nossa pesquisa.
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O polimorfismo MP6-D9 neste trabalho foi encontrado com uma freqiiéncia de
26,54% para o alelo - e de 73,46% para o alelo +. Gasparini et al. (1990) demonstraram
uma freqiiéncia de 63% para o alelo + e nula para o alelo -. Huth et al. (1989) tém uma

freqliéncia de 87% para o alelo - e de 13% para o alelo +.

Macek et al. descreveram (1997) que todos os homozigotos AF508 possuem o

alelo + e em nosso trabalho 86,11% dos homozigotos AF508 apresentaram o alelo +.

Para o polimorfismo TUB9, Dork et al. (1992) demonstraram que dos
cromossomos analisados que possuiam a mutagdo AF508, todos eram portadores do alelo G
deste polimorfismo, enquanto a freqiiéncia do alelo A foi nula. Estes dados estdo de acordo
com os apresentados neste trabalho, onde os homozigotos para a mutagdo AF508 91,17%

possuem alelo G. A freqiliéncia encontrada do alelo G em nosso estudo foi de 62,76% e a do

alelo A foi de 37,24%.

Para o polimorfismo TUB18, neste estudo, a freqiiéncia do alelo C foi 87,09% e

para o alelo A foi de 12,91%.

Claustres (1996), em uma pesquisa no sul da Franga, encontrou o alelo C
associado a cromossomos normais ¢ o alelo A associado a cromossomos com a mutagao
AF508, diferente do encontrado nesse trabalho, onde foi encontrada a freqiiéncia de 0.94 do
alelo C em pacientes que apresentam a mutacdo AF508 em homozigose. Essa diferenga

pode ser devido a miscigenagdo encontrada na populagao brasileira.

Dork et al. (1991b) referem que o alelo C estd em 76% dos cromossomos de
individuos ndo-fibrocisticos, enquanto A estd em 24%, o alelo C esta relacionado a 96%
dos cromossomos com a mutagdo AF508 e o alelo A esta relacionado apenas 4% com a
mutagdo. O alelo A esta presente em 37% dos cromossomos com mutagdo ndo-AF508 e o
alelo C em 63%. Esses resultados concordam com os encontrados neste estudo, onde o
alelo C esta relacionado a 94,44% dos cromossomos com a mutacao AF508 e o alelo A esta

presente em 22% dos cromossomos com mutacao nao-AF508.
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Sazanova et al. (1997) realizaram um estudo na Russia, onde descobriu que o
alelo A ¢ 2,1 vezes mais freqiiente em cromossomos nao-AF508 de pacientes em relacao a
presenca do alelo em pacientes sem a doenca e o alelo C demonstrou desequilibrio com a

mutacdo AF508, resultado compativel com o deste estudo.

Quando analisamos os polimorfismos em conjunto (haplétipos), verificamos
que o haplétipo I mostrou-se presente em 64% dos cromossomos que portavam a mutacao
AF508. Esse dado demonstra que, no decorrer da distribuicdo da mutacdo pelas geracdes,
houve certo nivel (36%) de recombinagdo. Mas de qualquer maneira gera mais uma

evidéncia da origem tnica dessa mutagdo no mundo.

Apesar da alta prevaléncia do haplétipo I entre os pacientes AF508, esses dados
permitem afirmar que a utilizacao do haploétipo ndo deve ser utilizada em nossa populacao
para diagnostico da mutagao AF508. Para as outras mutagoes, seria necessario identifica-las

para fazer tal andlise.

Os polimorfismos individualizados, por outro lado, parecem dar um grau de
discriminacdo maior, como o polimorfismo TUBI1S, onde todos os cromossomos AF508

possuiam o alelo C, mas esse alelo também existia em cromossomos nao AF508.

Outra utilizagdo desse tipo de analise ¢ como suplemento ao diagnostico
genético direto (Riveros e Rios, 2005), para controle dos testes diretos e no caso de

diagndstico pré-natal, tanto para controle, como para diagnostico propriamente dito.

A inclusdao de marcadores intragé€nicos, como microssatélites localizados em
introns e outros, proximos ao gene, diminuem a possibilidade de recombinagdo entre ambas
as regides e o risco de falsos positivos e falsos negativos. Andlises de polimorfismos sio
extensamente utilizadas em diagndstico pré-natal, o que tem enorme importincia em
familias de alto risco, ja que possibilitam o inicio de um tratamento precoce da doenca,
contribuindo para um melhor prognostico e qualidade de vida para o recém-nascido

(Riveros e Rios, 2005).
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Neste estudo, 43,39% das familias possuiam um polimorfismo informativo para
realizar o diagnostico pré-natal ou pré-implantacional. Para aumentar a seguranca seria

interessante contar com pelo menos mais de um polimorfismo.

De qualquer modo, a alta prevaléncia de polimorfismos informativos,
demonstra a viabilidade da utilizagdo desses polimorfismos no diagndstico pré-natal em

nucleos familiares em acompanhamento em nosso servico.

Esperamos que futuros estudos, com a identificagdo de todas as mutagdes,
permitam estabelecer todas as possiveis associacdes que reflitam o perfil proprio da nossa
populagdo e que nos ajudem a compreender a origem e natureza das mutagdes no gene

CFTR na populagao brasileira.
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A freqliéncia dos alelos dos polimorfismos nesta amostra foi similar a
encontrada em outras populagdes, exceto o polimorfismo TUBI18, que apresentou maior

freqiiéncia do alelo C;

Foram encontrados 9 haplotipos diferentes na amostra de pacientes fibrocisticos

utilizando os polimorfismos GATT, MP6-D9, TUB(09 e TUB18;

O haploétipo I (6, +; G; C) foi o mais freqiiente (48%) e foi encontrado em 64%
dos cromossomos com a muta¢do AF508, mostrando existir um desequilibrio de ligagao,

mas nao uma ligacdo total;

O alelo C do polimorfismo TUB18 esta presente em todos os haplétipos ligados
a mutacdo AF508, bem como, em menor propor¢do, €m Cromossomos com mutacao nao

AF508.

Os haplotipos e os polimorfismos individualizados ndo sdo boas ferramentas

para a identificagdo da mutacdo AF508 entre nossos pacientes;

Os polimorfismos mostraram ser viaveis para utilizagdo em diagndstico
pré-natal e pré-implantacional. Tanto como controle, como nos casos em que ndo temos

todas as mutagdes do nucleo familiar identificadas, através do diagnostico indireto.

Conclusao
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ANEXO 1- Parecer do comité de ética em pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP.
® (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-7187
® www.fem unicamp.br/pesquisa/etica/index. htm!
B ceplafem unicamp.br
CEP, 24/08/05.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 346/2005
CAAE: 0169.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “HAPLOTIPOS DA REGIAO GENICA CFTR EM NUCLEOS FAMILIARES
DE PACIENTES COM FIBROSE CIiSTICA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Daniela Tenério Furgeri

INSTITUICAO: Ambulatorio de Mucoviscidade do Departamento de Pediatria do Hospital das
Clinicas e no Laboratério de Genética Molecular — FCM - UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/07/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/07/06

I - OBJETIVOS

Verificar em uma amostra de pacientes com fibrose cistica os haplotipos existentes, bem
como verificar a possibilidade da utilizagdgo desses polimorfismos como marcadores para
diagnostico pré-natal.

I11 - SUMARIO

Serdo averiguados nucleos familiares de pacientes fibrocisticos em seguimento no
Ambulatério de Mucoviscidose do Departamento de Pediatria/HC/UNICAMP. Os DNAs que
serdo utilizados sdo de um banco de DNAs do laboratério de genética molecular, formado por
um projeto anterior e que estdo sob os cuidados da Profa Dra Carmen S.Bertuzzo. O
reconhecimento do polimorfismo sera efetuado pela analise molecular em uma amostra de
sangue p;:;iférico. E os polimorfismos averiguados serdo: XVG2¢, KM19, MP6-D9, J44, TUB9
e TUBIE:

iV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo esta justificado e com estrutura adequada. Os pacientes serdo informados do
resultado e receberdo orientagdo genética, bem como seus familiares, pela Dra Carmen Silvia
Bertuzzo. O orgamento esta descrito, e sera financiado pela FAPESP.

A pesquisadora incluiu o TCLE no estudo (falta alterar o texto do estudo). Esclarecendo
a0 sujeito que o sangue sera armazenado e pede autorizagdo para utiliza-lo em pesquisas
posteriores de fibrose cistica. Com a aplicagio do TCLE, ficam mais coerentes as orientagdes
genéticas realizadas com o resultado da pesquisa.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa (Versdo de 21/04/05), bem como ter aprovado o Termo do
Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
supracitada.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizago alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV. 1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III. 1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento,

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VIII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de agosto de 2005.

Prof. Dr. Sebastido Araiijo
VICE-PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 2- Termo de consentimento livre e esclarecido.

',.4 Universidade Estadual de Campinas

.\' Departamento de Genética Médica

UNICAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISAS
COM SERES HUMANOS

Titulo do projeto: Haplotipos da Regido Génica CFTR Em Nuicleos Familiares de

Pacientes Com Fibrose Cistica.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
individuos com Fibrose Cistica. O objetivo geral do estudo é o de identificar alteragdes no
gene CFTR para um diagndstico preciso de pacientes com quadro clinico compativel de
Fibrose Cistica. O sigilo serd mantido em todo o estudo através da utilizacdo de um ndmero

de cdédigo para a identificac@o dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que, se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Serd
coletada uma amostra de sangue venoso (20 mL, o equivalente a 1 colher de sopa) sendo

necessdria a coleta de sangue também dos pais. Hospitalizacdo ndo serd necessaria.

RISCO E DESCONFORTO:
Uma coleta de 20 mL de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor € manchas roxas (equimoses) no local da

coleta do sangue. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue
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geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.
VANTAGENS:

Eu entendo que ndo ha expectativa de que os resultados deste trabalho tragam
beneficio imediato a mim e a meus familiares e que a Unica vantagem que poderei obter é
saber quais alteragdes no gene CFTR que eu possuo. Além de que, esse método pode ndo
detectd-las. Fui informado que se for detectada alguma alteracdo gé€nica, serei
imediatamente comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias serdo devidamente
explicadas a meus parentes préximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame.
Qualquer ddvida ou informagdo poderei contatar a UNICAMP no tel. (19) 3788- 8902

(Daniela Ten6rio Furgerti).

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do
HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informacao médica. Se os resultados ou informagdes
fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum nome serd utilizado.
Fui informado que esse material genético serd guardado e que qualquer outro projeto que
pretenda utilizé-lo, deverd ser aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa da FCM e a

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:
Em caso de recurso, dividas ou reclamagdes contatar a secretaria do Comité de

Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo € voluntdria € que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participacdo no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os

cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.
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Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido € 0s riscos
ou desconfortos advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim
como compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar

desse estudo.

Nome e RG participante (ou responsavel)

Assinatura do participante (ou responsdvel) Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir
do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma

coOpia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Anexos

90



=

Correcdo ortogrdfica
e Edicdo
-2008-

91




	01-capa
	02-folha rosto
	03-ficha
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA
	BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP
	Titulação: Mestre em Farmacologia
	Banca examinadora:
	Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
	Prof. Dr. Antonio Fernando Ribeiro
	Data da defesa: 28 - 01 - 2008

	04-banca
	05-dedicatoria
	06-agradecimentos
	07-epigrafe
	08-sumario
	09-lista abreviaturas
	10-lista tabelas
	11-lista figuras
	12-lista quadros
	13-capa resumo
	14-resumo
	15-capa abstract
	16-abstract
	17-capa introduçao
	18-introduçao
	19-capa objetivos
	20-objetivos
	21-capa casuistica e metodos
	22-casuistica e metodos
	23-capa resultados
	24-resultados
	25-capa discussao
	26-discussao
	27-capa conclusao
	28-conclusao
	29-capa referencias
	30-referencias
	31-capa anexos
	32-anexos
	33-correçao ortografica e ediçao

