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RESUMO

A fibrose cística ou mucoviscidose é a doença genética que mais freqüentemente leva a 
óbito na infância entre os europeus e seus descendentes. A doença é multissistêmica, de 
expressão variável, e pode iniciar-se a qualquer momento da vida, desde as primeiras horas 
de nascimento. O presente trabalho tem como objetivo analisar os 27 éxons do gene CFTR 
sobre o aspecto molecular, buscando a identificação das mutações existentes e identificação 
dos alelos de marcadores intra-gênicos para se fazer a caracterização da freqüência das 
mutações existentes, dos haplótipos formados pelos marcadores internos do gene CFTR e 
da correlação existente entre os haplótipos e as mutações em uma amostra de indivíduos 
afetados de origem européia (euro-brasileiros) e em outra de indivíduos afetados de origem 
africana (afro-brasileiros) para que se possa facilitar a identificação de mutações em 
indivíduos afetados e tomar mais preciso o Aconselhamento Genético de famílias 
brasileiras com um afetado ou com história familiar de FC. A metodologia utilizada 
consistiu na obtenção e análise molecular de amostras sangüíneas dos afetados e seus pais, 
bem como na caracterização do grupo continental em que cada indivíduo estava inserido. A 
mutação DF508 foi caracterizada como a mais freqüente nos dois grupos continentais. No 
grupo euro-brasileiro outras cinco mutações apresentaram uma freqüência superior a 3,5% 
(G542X - com uma freqüência de 6,25% - e N1303K, R334W, R1162X e G85E - com 
freqüências de 3,57%). Ainda neste grupo outras 19 mutações apresentara freqüência 
variando de 0,89% a 2,65% (2183 AA:G, W1282X, A561E, R553X, Y1092X, 3849+lOkb 
C:T, 711+5G:A, 621+1G:T, G1069R, W1282G, S4X, E585X, 1717-8G:A, 711+1G:T, 
1812-1G:A, 1717-1G:A, 232 dei 18, R347P, 1898-1G:A). No gmpo afro-brasileiro, além 
da DF508, outras cinco mutações foram encontradas em mais de um cromossomo 
(3120+1G:A - com uma freqüência de 6,52% e G1247R, Q552K, A561E e R1066C - com 
freqüências de 4,35%). Outras sete mutações foram encontradas, estando presentes e 
apenas um cromossomo cada (N1303K, Y1092X, P5L, 565 dei C, I148N, V232D, E504X). 
A identificação das distintas mutações responsáveis por FC permitiu concluir a análise 
molecular da doença em 92,86% das famílias do grupo continental euro-brasileiro e em 
69,57% das famílias do grupo continental afro-brasileiro. Em relação aos haplótipos 
formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA, entre o grupo euro- 
brasileiro, os mais freqüentes foram o 17-31-13 (cromossomos mutados) e o 16-7-17 
(cromossomos normais). Entre o grupo afro-brasileiro, os mais freqüentes foram o 23-31- 
13 (cromossomos mutados) e os 16-7-17, 16-30-13 e 16-32-13 (cromossomos normais). O 
conjunto de mutações FC no grupo continental euro-brasileiro e os haplótipos associados a 
estas mutações, indicam a presença de um componente Mediterrâneo na formação da 
população brasileira de origem européia. Foram identificadas duas novas mutações (232 
dei 18 e W1282G) e um novo polimorfismo (1716+85C/T) no grupo continental euro- 
brasileiro. No grupo continental afro-brasileiro foram identificadas cinco novas mutações 
(565 dei C, I148N, E504X, Q552K, e G1247R). A análise de associação entre os alelos dos 
marcadores intra-gênicos IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA (e haplótipos formados por 
estes) mostrou-se importante facilitador na identificação de mutações. Em suma, a 
caracterização das freqüências alélicas e haplotípicas das mutações e dos marcadores 
IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA permitem que o Aconselhamento Genético de famílias 
brasileiras com um afetado ou com história familiar de FC seja realizado de maneira bem 
mais rápida e precisa.
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ABSTRACT

Cystic Fibrosis or mucoviscidosis is the genetic disease that most frequently leads to 
death in infancy, amoung European and their descendants. It is a multi-systemic disease, 
with variable expression, and may start at any moment in life, since the newborn period. 
In Brazil, infectious diseases lack proper attention from health authorities. The goal of the 
present study is to analyze the molecular aspects CFTR gene’s 27 exons, looking for the 
mutations and identifying the alleles presents in the CFTR gene internal markers, to make 
the characterization of the mutations frequency, the haplotypes formed by the CFTR gene 
internal markers and the correlation existent between the haplotypes and mutations in a 
sample from affected individual with European ascendancy (Euro-Brazilians), and in an 
another sample from affected individual with African ascendancy (Afro-Brazilians), to 
facilitate the identification of the mutation in affected individuals and make more 
accurate the Genetic Counseling of Brazilian families with an affected member or 
familiar history of cystic fibrosis. The methodology used consist in the obtention and the 
molecular analysis of the affected and their parents, and do the characterization of 
continental group from each individual. The DF508 mutation was the most frequent in 
both continental groups. In the Euro-Brazilian group another five mutations have the 
frequency greater than 3.5% (G542X - with a 6.25% frequency - and N1303K, R334W, 
R1162X and G85E - with a 3.57% frequency). Still in these group another 19 mutations 
have the frequency between 0.89 and 2.65% (2183 AA:G, W1282X, A561E, R553X, 
Y1092X, 3849+lOkb C:T, 711+5G:A, 621+1G:T, G1069R, W1282G, S4X, E585X, 
1717-8G:A, 711+1G:T, 1812-1G:A, 1717-1G:A, 232 del 18, R347P, 1898-1G:A). In the 
African-Brazilian group, without the DF508 mutation, five mutations were found in two 
or more chromosomes (3120+1G:A - with a 6.25% frequency - and G1247R, Q552K, 
A561E and R1066C - with a 4.35% frequency). Another seven mutations were found 
only in one chromosome each (N1303K, Y1092X, P5L, 565 del C, I148N, V232D, 
E504X). The identification of distinct mutations responsible for the cystic fibrosis 
allowed conclude the sickness molecular analysis in 92.86% from the Euro-Brazilian 
group families, and in 69.57% from the Afro-Brazilian group families. About the formed 
haplotypes by the IVS8CA, IVS17bTA, and IVS17bCA markers, in the Euro-Brazilian 
group, the most frequent were the 17-31-13 (mutate chromosome) and 16-7-17 (normal 
chromosome). In the African-Brazilian group the most frequent were the 23-31-13 
(mutate chromosome) and the 16-7-17, 16-30-13 and 16-32-13 (normal chromosome). 
The cystic fibrosis mutations complete set in the Euro-Brazilian group and the mutations 
associate haplotypes indicate the Mediterranean component present in the European 
origin Brazilian population formation. Two new mutations were identifying (232 del 18 
and W1282G) and a new polymorphism (1716+85C/T) in the Euro-Brazilian group. In 
the Afro-Brazilian group five new mutations were identify (565 del C, I148N, E504X, 
Q552K, and G1247R). The association analysis among IVS8CA, IVS17bTA, and 
IVS17bCA markers alleles (and they formed haplotypes), proved to be important 
facilitator in the mutation identification. In short, the frequencies characterization of the 
alleles haplotypes from mutation and IVS8CA, IVS17bTA, and IVS17bCA markers 
permit faster and more precise Genetic Counseling of Brazilian families with an affected 
member or familiar history of cystic fibrosis

xv



1

1 Introdução

A fibrose cística (FC) ou mucoviscidose é a doença hereditária autossômica 

recessiva grave mais freqüente na população de origem caucasóide, com uma 

incidência média de 1 em 2.500 nascidos vivos e uma freqüência de portadores de 1 

em 25 (BOAT; WELSH; BAUDET, 1989). Os heterozigotos ou indivíduos portadores 

de uma mutação no gene da fibrose cística são clinicamente normais, não apresentando 

nenhuma sintomatologia da doença. No Brasil, até o momento não foi realizado 

nenhum estudo amplo o suficiente sobre a incidência da fibrose cística, principalmente 

devido ao tamanho da população, ao fato de que em muitas localidades o diagnóstico 

ainda é deficitário e de que existe uma heterogeneidade muito grande na população 

brasileira. Estes fatores indicam que a incidência da fibrose cística provavelmente 

possa ser bastante distinta entre as regiões, o que já é observado com relação as 

mutações AF508, G542X, G551D, N1303K e W1282X (RASKIN e cols., 1993; 1999).

A clínica da fibrose cística se inicia geralmente nos primeiros anos de vida e 

se caracteriza por uma disfunção generalizada das glândulas exócrinas (principalmente 

do aparelho respiratório e do trato gastrointestinal), insuficiência pancreática, níveis 

elevados de eletrólitos no suor e infecção crônica e obstrução do aparelho respiratório. 

Devido a grande variabilidade da sintomatologia clínica e da elevada taxa de 

mortalidade infantil, foi praticamente desconhecida até o início do século XX.

Entre 1650 e 1800 numerosos autores descreveram casos de insuficiência 

pancreática em crianças (TAUSSIG, 1984). Em 1857 já havia referências na literatura 

científica alemã sobre crianças que tinham excesso de suor salgado nas sobrancelhas e 

morriam cedo (WOOD; BOAT; DOERSHUK, 1976).

A primeira descrição da fibrose cística foi realizada por Landsteiner em 1905. 

Entretanto a doença não foi reconhecida até o final dos anos 30, quando Fanconi e
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Anderson descrevem as alterações patológicas de pulmões e pâncreas, típicas de 

pacientes com flbrose cística (FANCONI; UEHLINGER; KNAUER, 1936; 

ANDERSON, 1938). Mais tarde, FARBER (1945) sugeriu que a fibrose cística se 

devia a um transtorno generalizado na secreção das glândulas mucosas, especialmente 

dos aparelhos respiratório e gastrointestinal. Em 1953, di SANT’AGNESE e cols. 

observaram, no suor de praticamente todos os indivíduos com fibrose cística, níveis 

excessivamente elevados de sódio e cloro. Posteriormente, se demonstrou que o 

transporte anômalo de cloro e sódio altera as propriedades elétricas das células 

epiteliais respiratórias (KNOWLES e cols., 1983) e que a permeabilidade do cloro 

através da membrana celular de glândulas salivares é 40 vezes menor em afetados por 

fibrose cística do que em normais (QUINTON, 1983).

A alta freqüência de portadores na civilização ocidental (5%) sugere que a FC 

não seja uma doença recente. O conhecimento molecular da doença permitiu 

recentemente estimar que a primeira mutação no gene selvagem da FC ocorreu há 

cerca de 52 mil anos atrás, portanto, após a divergência dos três grandes grupos 

continentais, explicando porque a incidência da doença é muito maior no grupo 

continental europeu do que nos outros grupos (MORRAL e cols., 1993a).

Não se tinha nenhuma evidência sobre o gene responsável da doença até que 

em 1985, diferentes grupos localizaram, mediante análise de ligação genética, o locus 

do gene da fibrose cística no cromossomo 7 (banda 7q31) (TSUI e cols., 1985; 

WAENWRIGHT e cols., 1985; WHITE e cols., 1985). Finalmente em 1989 o gene da 

fibrose cística foi clonado e caracterizado, e a mutação mais freqüente (AF508), 

identificada (KEREN e cols., 1989b; ROMMENS e cols., 1989; RIORDAN e cols.,

1989). Desde então, se tem demonstrado que o gene codifica para uma proteína de 

membrana chamada Regulador da Condução Transmembrânica da Fibrose Cística 

(CFTR) que atua como um canal de cloro, regulado por ATP e ADP (ANDERSON e 

cols., 1991a; 1991b; 1991c).

Em 1992 começaram os primeiros experimentos em terapia gênica: conseguiu- 

se inserir ADNc-CFTR humano em células epiteliais de trato respiratório de rato, 

buscando a correção do transporte de cloro (ROSENFELD e cols., 1992). Atualmente
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vários grupos começaram a aplicar terapia gênica diretamente em humanos afetados 

por fibrose cística, detectando a expressão, mesmo que por um cinto período de tempo, 

de uma proteína CFTR funcional em células do trato respiratório, sendo que os grupos 

pioneiros foram ALTON e cols. (1993) e ZABNER e cols. (1993).

As estratégias e esforços futuros estão sendo dirigidos para conseguir uma 

maior eficiência, especificidade e persistência da resposta a terapia gênica e a uma 

total correção do fenótipo FC.

1.1 Incidência

Das doenças genéticas que na maioria dos casos levam ao óbito ainda na 

infância, a FC é a doença autossômica recessiva mais comum entre os indivíduos 

oriundos primariamente da Europa, com uma incidência que varia de 1:2000 a 1:8000 

nesta população e em seus descendentes (tab. 1). Exemplos de alta incidência, 

atribuída à deriva genética, são observados em certas partes do Reino Unido (1:377), e 

entre a população Amish norte americana (1:640 a 1:1.200) (TAUSSIG, 1984). Na 

população européia, as maiores incidências são encontradas nas Ilhas Britânicas 

(1:2.000) e na França (1:2.500). A incidência decresce para o norte (1:3.700 na 

Bélgica e Holanda, 1:4.700 na Dinamarca e 1:6.300 na Noruega e Suécia). Decresce 

também para o oeste (1:3.200 na Alemanha, 1:6.000 na Polônia) e para o sul (1:3.500 

na Itália, Espanha e Grécia) (BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992).

A incidência da FC é muito baixa nas populações não-caucasóides (indianos, 

árabes, asiáticos e entre judeus africanos), bem como entre os índios americanos, os 

negros africanos e americanos, e os orientais (TAUSSIG, 1984). Apesar de dados 

pouco precisos, calcula-se uma incidência de 1:15.300 nos negros norte-americanos 

(HAMOSH e cols., 1998), enquanto são poucos os casos descritos em negros na África 

(CARLES e cols., 1996). Os dados sobre os povos orientais revelam uma incidência de 

1:90.000 na população oriental do Hawai (WRIGHT; MORTON 1968), de 1:100.000
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na comunidade oriental da Grã-Bretanha e pouquíssimos casos descritos no Japão 

(WELSH e cols., 1995).

TABELA 1. INCIDÊNCIA DA FC EM ESTUDOS EPIDEMIOLÓGICOS

País Incidência Referencias
Alemanha 1:3.300 VIVELL; JACOBI; MUNCHBACH, 1963
África do Sul 1:6.500 SUPER, 1979
Afro-Americanos 1:15.300 CUTTING, 1997
Americanos asiáticos 1:32.100 CUTTING, 1997
Americanos nativos 1:1.500 a 1:3970 CUTTING, 1997; HAMOSH e cols., 1998
Austrália 1:2.450 a 1:2.550 DANKS; ALLAN; ANDERSON, 1965; DANKS e 

cols., 1983
Bélgica 1:3.700 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Brasil 1:7.576 RASKIN, 2001
Checoslováquia 1:2.600 a 1:3.300 HOUSTEK; VÄVROVÄ, 1967; BRUNECKY, 1972
Dinamarca 1:4.700 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Emirados Árabes FROSSARD e cols., 1999
Espanha 1:3.500 LUCOTTE; HAZOUT; BRAEKELEER, 1995
E.U.A.: caucasóides 1:1.900 a 1:3.700 STEINBERG; BROWN, 1960;

KRAMM e cols., 1962; MERRITT e cols., 1962; 
SULTZ; SCHLESINGER; MOSHE, 1966

E.U.A.: negroides 1:17.000 KULCZYCKI; SCHAUF, 1974
Finlândia 1:25.000 KERE e cols., 1994
França 1:1.800 BOIS e cols., 1978

1:2.500 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Grécia 1:3.726 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Havaí: caucasóides 1:3.800 WRIGHT; MORTON, 1968
Havaí: nativos 1:90.000 WRIGHT; MORTON, 1968
Ilhas Britânicas 1:2.000 a 1:2.500 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Inglaterra: asiáticos 1: 10.000 GOODCHILD e cols., 1974
Inglaterra: caucasóides 1:2.400 a 1:3.000 CARTER, 1967; PUGH; PICKUP, 1967; HALL; 

SIMPKISS, 1968
Irlanda do Norte 1:1.700 a 1:1.900 STEVENSON, 1959; NEVIN; NEVIN; 

REDMOND, 1979
Israel 1:5.000 LEVIN, 1963
Itália 1:2.000 ROMEO e cols., 1985

1:2.000(1:3.000) LUCOTTE; HAZOUT; BRAEKELEER, 1995
México 1:8.000 a 1:9.000 GREBE e cols., 1994
Polônia 1:6.000 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Portugal 1:3.500 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
Suécia 1:7.700 SELANDER, 1962
URSS (antiga) 1:4.900 BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992

A incidência da FC em indivíduos Europeus e em seus descendentes, obtida a 

partir de estudos retrospectivos, é avaliada em 1 caso entre 500-3000 nascimentos 

(WARWICK, 1978; THOMSON, 1980; WELSH e cols., 1995). No entanto, estudos 

baseados na triagem neonatal para a identificação de níveis elevados de tripsina no
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sangue mostram incidência entre 1:1800 e 1:6900 (KING e cols., 1979). Deve-se 

enfatizar que na triagem neonatal há o risco de passarem despercebidos um certo 

numero de casos. Se reunirmos os resultados retrospectivos com os da triagem 

neonatal pode-se estimar a incidência na população caucasóide em 1/2500, embora em 

alguns países seja menor tal como 1:3.500 na Espanha, 1:3.300 na Alemanha e 1:7.700 

na Suécia (THOMSON, 1980; WELSH e cols., 1995; KING e cols., 1979) (tab. 1). No 

entanto, graças à análise direta das alterações moleculares na população, a incidência 

real da FC poderá ser conhecida com mais exatidão.

A proporção de indivíduos do sexo masculino e do sexo feminino afetados ou 

portadores é igual, não havendo evidência de segregação distorcida para os alelos da 

FC (KITZIS e cols., 1988; EWGCFG, 1995).

No Brasil não existe nenhum estudo epidemiológico ou de triagem neonatal 

abrangente que estime a incidência da doença nas diversas regiões do país. Há 

estimativas de que menos de 10% do total anual de doentes são diagnosticados, 

conferindo uma impressão errônea de incidência baixa na população brasileira 

(REGLAFQ, 1992). Os poucos estudos realizados até o momento no país (MACRI e 

cols., 1991; GAIDZINSKI, 1992; REIS; CAMARGOS; ROCHA, 1998; 

CAMARGOS; GUIMARÃES; REIS, 2000) refletem a situação em um pequeno 

número de afetados de uma única cidade ou estado. RASKIN (2001) analisou uma 

amostra de 262 afetados euro-brasileiros de cinco estados diferentes e 38 afetados 

affo-brasileiros, sendo o trabalho mais abrangente realizado até o momento. A análise 

epidemiológica não apresentou diferenças estatisticamente signifícantes quando 

comparada a resultados obtidos em outras populações quando aspectos como 

íleo meconial, insuficiência pancreática, infecção por Pseudomonas, polipose 

nasal e doença pulmonar são observados (DONNISON; SCHWACHMMAN; 

GROSS, 1966; CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 1997; 2000; ERCF, 1998; 

AMÉRICA LATINA, 1996; FITZSIMMONS, 1992; REGLAFQ, 1997; HAMOSH e 

cols., 1998).

Recentemente, CAMARGO NETO e cols. (1998) realizaram trabalho de 

triagem neonatal em uma amostra do estado do Rio Grande do Sul, estimando uma
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incidência de FC de um caso para cada 2.800/3.000 nascidos vivos, dado bastante 

semelhante ao de alguns dos países europeus.

O trabalho mais amplo realizado até o momento em triagem neonatal para a 

FC foi realizado através da análise bioquímica (dosagem de TIR) e molecular (análise 

da mutação AF508) na mesma gota de sangue por RASKIN (2001). A mutação AF508 

foi pesquisada em 201 amostras provenientes de 16.925 indivíduos submetidos ao 

“teste do pezinho” com rastreamento positivo para TIR. Foram detectados 7 

heterozigotos para AF508, ou seja, 1 para cada 29 recém-nascidos com TIR positiva 

era heterozigoto, e um em cada 2.418 recém-nascidos rastreados para TIR era 

heterozigoto para AF508 (RASKIN, 2001). Este estudo estimou que a incidência de 

FC encontrada entre euro-brasileiros é bastante distinta entre estados, variando de 

1:1.587 a 1:32.258, sendo a incidência média dos 5 estados estudados estimada em 

1:7.576 (com intervalo de confiança de 3.633 a 15.802).

1.2 Aspectos Clínicos

A fibrose cística é uma doença multissistêmica que afeta principalmente o 

aparelho respiratório, digestivo e reprodutor. Devido a isto pode confundir-se em 

algumas ocasiões com outras doenças. A alteração no transporte de eletrólitos 

(principalmente do cloro) causa um aumento da viscosidade das secreções mucosas, 

provocando obstruções crônicas e danos irreversíveis nas vias respiratórias, pâncreas e 

aparelho reprodutor masculino.

A FC pode se manifestar de diferentes formas, simulando várias entidades 

clínicas, conforme indicado na tabela 2 e na tabela 3. As manifestações mais comuns 

incluem tosse persistente e presença de infiltrados pulmonares refratários ou 

recorrentes. Manifestações gastrointestinais, tais como íleo meconial, ocorrem em 

aproximadamente 10% dos pacientes, assim como déficit de crescimento 

acompanhado de esteatorréia.
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TABELA 2. CRITÉRIOS PARA O DIAGNÓSTICO DE FC

1 - Manifestações típicas pulmonares e/ou
2 - Manifestações típicas gastrointestinais e/ou
3 - História típica da doença em parente próximo, mais
4 - Concentração de Cloreto no suor acima de 60 mEq/1______

FONTE: WELSH e cols., 1995.

TABELA 3. FORMAS ATÍPICAS DE APRESENTAÇÃO DA FC

Manifestações respiratórias______________________________________________
Bronquiolite/asma 
Pneumonia estafilocócica
Colonização do trato respiratório por Pseudomonas

_______Pólipos nasais___________________________________________________
Manifestações gastrointestinais___________________________________________

Prolapso retal/Síndrome da rolha meconial
Dor abdominal recorrente e/ou massa no quadrante inferior direito
Icterícia neonatal prolongada/Edema hipoproteico
Deficiência vitamínica (A, D, E, K)/Cirrose biliar com hipertensão portal
Acrodeiinatite enteropática (tipo déficit de zinco e ácidos graxos)

_______Volvo intra-uterino/Pancreatite recorrente_____________________________
Manifestações gênito-urinárias________________ __________________________

Infertilidade masculina
_______Infertilidade feminina_____________________________________________
Outras manifestações___________________________________________________

Alcalose hipoclorêmica, hiponatrêmica
_______Mãe com um filho afetado por FC___________________________________
FONTE: WELSH e cols., 1995.

Pacientes com história familiar positiva de FC podem ser diagnosticados ao 

início dos sintomas ou até antes do início dos sintomas através das técnicas de biologia 

molecular. Um número considerável de pacientes pode ter o diagnóstico retardado ou 

passarem desapercebidos nas primeiras décadas de vida devido às formas atípicas de 

apresentação ou por desconhecimento dos sinais da doença pelos profissionais da área 

de saúde (tab. 3).
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1.2.1 Aparelho Respiratório

Mesmo que a mortalidade dos afetados por fibrose cística esteja intimamente 

relacionada com insuficiência respiratória e complicações pulmonares durante a 

infância e a etapa adulta, a maioria dos recém nascidos, afetados por fibrose cística, 

têm pulmões normais. Este fato surpreende devido à alta taxa de expressão do gene 

CFTR no pulmão fetal, constituindo o chamado paradoxo pulmonar (TIZZANO; 

CHITAYA; BUCHWALD, 1993). Portanto, ou a secreção de eletrólitos no pulmão 

fetal pela proteína CFTR não é importante para o funcionamento celular, ou a 

deficiência da secreção de cloro AMPc-dependente se compensa com outros 

mecanismos da secreção de cloro (WAGNER e cols., 1991).

Depois do nascimento, as lesões pulmonares, devido a obstruções dos 

brônquios e bronquíolos por secreções mucosas, se desenvolvem rapidamente, 

provocando uma diminuição da capacidade vital pulmonar (LEVISON; GODFREY, 

1976). Assim mesmo, se produzem com freqüência bronquites agudas e infecções 

recorrentes ou crônicas, devido principalmente a Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae. Progressivamente, e como resultado 

das obstruções das vias respiratórias e dos sucessivos episódios de infecção, se produz 

a destruição do parênquima pulmonar, o que provoca hipertensão pulmonar e 

insuficiência respiratória, as quais evoluem para insuficiência cardíaca, ou cor 

pulmonale, que é a causa mais freqüente de morte em afetados por fibrose cística.

1.2.2 Aparelho Digestivo

Os problemas pancreáticos se detectam em 85% dos pacientes. Esta proporção 

parece ser maior nos primeiros meses de vida do que no período neonatal, o que indica 

que o deterioramento da função pancreática aumenta depois do nascimento e que deve 

ser influenciada por outros fatores (WATERS e cols., 1990).

As lesões anatomopatológicas variam desde alterações mínimas por obstrução 

dos condutos pancreáticos até a substituição das áreas afetadas por tecido fibroso e
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gordura. Como conseqüência da insuficiência pancreática, as enzimas pancreáticas 

tripsina, lipase e amilase não se deslocam ao duodeno nas quantidades normais. O 

déficit enzimático prejudica a digestão dos alimentos e a absorção correspondente 

(especialmente de triglicerídios e vitaminas lipossolúveis), o que produz uma carência 

de ácidos graxos essenciais e avitaminose. Tudo isto provoca uma mal-nutrição 

generalizada, distenção abdominal, diarréia crônica com esteatorréia e atraso no 

crescimento.

Em 10% dos casos pode-se observar nos recém nascidos um quadro de íleo 

meconial, uma obstrução intestinal devida ao aumento da viscosidade das secreções 

intestinais por causa da falta de enzimas pancreáticas que em condições normais 

fariam a digestão e fluidificação do mecônio. Assim mesmo, também se observa em 

quase todos os indivíduos com fibrose cística uma resposta mais lenta nos níveis de 

insulina perante a ingestão de glicose. Porém, apenas 8% dos indivíduos desenvolvem 

diabetes e necessitam a administração de insulina (RODMAN; MATTHEWS, 1981).

1.2.3 Aparelho Reprodutor

Noventa e cinco porcento dos pacientes do sexo masculino afetados por 

fibrose cística são estéreis devido a obstrução do trato genital por secreções mucosas 

no período embrionário. Os condutos de Wolff não se desenvolvem de forma normal, 

enquanto que o cordão espermático, as vesículas seminais e o epidídimo estão 

atrofiados ou ausentes, o que provoca a completa ausência de espermatozóides no 

sêmen. A fertilidade nas mulheres (ao redor de 10%) é mais elevada que nos homens, 

mesmo que também esteja alterada pela presença de um muco cervical espesso e 

desidratado que poderia afetar a migração normal dos espermatozóides.

1.2.4 Glândulas Sudoríparas

Uma das alterações mais características da fibrose cística é a elevada 

concentração de cloro, sódio e potássio no suor (entre duas e cinco vezes com relação
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aos níveis normais). O número e a estrutura das glândulas sudoríparas é normal, porém 

o transporte de eletrólitos através dos condutos da glândula está alterado. Os níveis 

excessivos de cloro no suor se utilizam como valor de referência na hora de se realizar 

o diagnóstico da doença.

1.2.5 Diagnóstico e Tratamento

Determinado indivíduo é suspeito de que tenha a fibrose cística quando 

apresente algumas das alterações descritas anteriormente, sendo que nem sempre se 

detectam todas ao mesmo tempo. O diagnóstico se estabelece mediante a prova do 

suor, que consiste na medida dos níveis de cloro. Quando a concentração do cloro é 

maior que 60 mEq/1 se confirma o diagnóstico. Aproximadamente 98% dos pacientes 

afetados por fibrose cística têm a prova do suor positiva. Nos pacientes com valores 

inferiores é necessário realizar ou uma prova de secreção pancreática ou a 

quantificação, por radioimunoanálise, dos níveis de tripsina sérica.

A esperança de vida dos pacientes com fibrose cística foi prolongada durante 

os últimos anos, graças ao diagnóstico precoce da doença e aos avanços realizados 

tanto no tratamento das infecções respiratórias como na nutrição dos pacientes, 

mediante a administração de enzimas pancreáticas. Tudo isto ocasionou que não 

somente a esperança média de vida tenha aumentado (atualmente de 50 a 80% dos 

afetados chegam à idade adulta em países desenvolvidos), como também que se tenha 

melhorado consideravelmente a qualidade de vida dos doentes.

Dado que o diagnóstico precoce aumenta a vida dos pacientes com FC é 

necessário realizar uma prova diagnostica nos recém nascidos que tenham 

antecedentes familiares ou naqueles em que a doença seja suspeita. Desde a clonagem 

do gene (KEREM e cols., 1989; ROMMENS e cols., 1989; RIORDAN e cols., 1989) é 

possível realizar o diagnóstico genético direto da doença, inclusive durante o período 

intrauterino, em famílias com histórico de FC, o que permite saber se o feto 

desenvolverá a doença. No caso de não se conhecerem as mutações responsáveis pela
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fibrose cística em uma família determinada, é possível realizar um diagnóstico 

genético indireto mediante a utilização de marcadores genéticos.

Uma vez que se conheçam todas as mutações presentes em uma determinada 

população, será possível realizar não somente o diagnóstico direto em todos os casos, 

como também o diagnóstico de portadores na população geral.

1.3 Aspectos Genéticos

Diferentemente das doenças genéticas nas que a análise bioquímica permite 

detectar a proteína defeituosa, a partir da qual é possível identificar o gene 

responsável, a fibrose cística não tinha uma proteína previamente caracterizada que 

facilitasse o isolamento do gene. Para a identificação do gene responsável da fibrose 

cística foi necessário utilizar técnicas de clonagem posicionai, as quais se baseiam 

(mediante análise de segregação em famílias com afetados) na ligação genética entre 

marcadores polimórficos e o locus responsável pela doença. Uma vez que o gene está 

delimitado a uma zona reduzida, procuram-se seqüências codificadoras desta região, 

isola-se o gene e estuda-se sua conservação em distintas espécies (zooblots), seu 

padrão de expressão em distintos tecidos e a sua correlação com a enfermidade.

1.3.1 Clonagem e Identificação do Gene CFTR

Em 1985 encontrou-se ligação genética entre a paraxonase (PON) e a fibrose 

cística (EIBERG e cols., 1985). Neste mesmo ano, se encontrou um alto grau de 

ligação genética entre a fibrose cística e um marcador polimórfico de localização 

desconhecida (DOCRI-917), que posteriormente foi localizado no braço longo do 

cromossomo 7 (7q) (KNOWLTON e cols., 1985). Simultaneamente o oncogene MET 

(WHITE e cols., 1985) e a sonda pJ3.11 (D7S8) (WAINWRIGHT e cols., 1985) 

mostraram ligação com a FC, observando-se que flanqueavam o locus do gene da 

fibrose cística. Um estudo colaborativo em 200 famílias com fibrose cística permitiu
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conhecer a ordem destes marcadores: centrômero / MET / locus da FC / D7S8 / 

telômero, sendo a freqüência de recombinação entre MET-locus da FC e entre locus da 

FC-D7S8 de 1% (BEAUDET e cols., 1986) e a distância estimada de 1.500 kb.

Uma vez que a localização cromossômica é conhecida, o passo seguinte é a 

identificação do gene. Uma das estratégias utilizadas foi a construção de genotecas de 

ilhas livres de metilação (Hpa II Tiny Fragments - HTF), as quais estão associadas ao 

extremo 5’ da maioria dos genes de transcrição constitutiva (housekeeping genes) 

(BIRD, 1986). São regiões de DNA não metiladas, ricas em dinucleotídeos CpG, e que 

por isto contém grupos de sítios de restrição para endonucleases de sítios raros 

sensíveis a metilação. Assim, a análise de ilhas HTF na região do locus para a fibrose 

cística, permitiu ilhar seletivamente genes que devido a sua proximidade física eram 

candidatos a ser o gene FC.

Utilizando as genotecas de ilhas HTF foram isoladoi dois marcadores 

polimórficos, XV-2c e CS7, situados a ambos os lados de uma ilha HTF, localizados a 

650-750 kb de MET, que apresentava um forte desequilíbrio de ligação com o locus 

FC (ESTIVILL e cols., 1987a, 1987b). Posteriormente identificou-se um gene 

associado a esta ilha HTF o qual codificava para uma proteína chamada IRP (int-1 

related protein), sem relação com a fibrose cística (WAINWRIGHT e cols., 1988). 

Mais tarde foram localizados na mesma região outros marcadores que também 

mostravam um forte desequilíbrio de ligação com a fibrose cística (KM. 19 e MP6d-9, 

ESTIVILL e cols., 1987b; 1989a; 1989b; e G-2, RAMSAY e cols., 1990).

Estes marcadores delimitaram a região para o locus do gene FC a umas 700 kb 

(fig. 1). Cerca de 280 kb de seqüência genômica desta região foram clonadas em fagos 

recombinantes e cosmídios mediante a utilização de diversas técnicas de clonagem 

molecular como chromosome walking e chromosome jumping (laboratórios de L. Tsui,
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FIGURA 1. ETAPAS DA CLONAGEM E IDENTIFICAÇÃO DO GENE CFTR 
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F. Collins e J. Riordan). Para confirmar a localização no cromossomo 7 das regiões 

clonadas, e saber mais especificamente onde estavam, analisaram-se (mediante 

eletroforese em campo pulsado - PFGE - e comparação de mapas de restrição) por 

hibridação com linhagens celulares somáticas híbridas de humano-camundongo.

O passo seguinte foi determinar se estes clones continham seqüências 

codificadoras. Para isto foram analisados por hibridação cruzada com DNA genômico 

de boi, camundongo, hamster e galinha. Quatro clones mostraram hibridação cruzada 

positiva com seqüências destas espécies, porém três destes foram eliminados como 

candidatos para ser o gene FC: dois clones por dados de ligação genética, e o terceiro 

por não apresentar RNAm em genotecas de DNAc.

A análise do quarto clone revelou a presença de uma ilha HTF sugerindo que 

poderia conter o terminal 5’ de um gene. Um fragmento deste clone (Hl.6) foi 

empregado na análise de uma genoteca de DNAc de células de glândulas sudoríparas 

de um indivíduo não FC, isolando-se um único clone positivo de 920 pares de base 

(clone 10-1). Na análise posterior, por hibridação em Northern de uma genoteca de 

DNAc da linhagem celular T84 de câncer de colo, com o clone 10-1, se detectou um 

transcrito de RNAm de aproximadamente 6,5 kb (ROMMENS e cols., 1989). Para 

clonar o RNAm completo de CFTR, analisaram-se distintas genotecas de DNAc, 

isolando-se 18 clones adicionais. A análise da seqüência do DNA destes clones 

revelou que nenhum deles correspondia a um transcrito de RNAm completo. 

Entretanto, por sobreposição das regiões comuns observou-se que o RNAm deveria ter 

6.129 nucleotídeos e estar formado por 24 éxons. Análises posteriores demonstraram a 

existência de mais 3 éxons (ZIELENSKI e cols., 1991b).

A localização dos distintos éxons no DNA genômico mostra que o gene 

compreende uma região de umas 250 kb (RIORDAN e cols., 1989). A proteína 

correspondente, deduzida a partir da seqüência do DNAc, está composta por 1480 

aminoácidos e tem uma estrutura de proteína de membrana típica da superfamília das 

proteínas ABC (ATP-Binding Cassette) (RIORDAN e cols., 1989).
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A comparação entre a seqüência do DNAc de clones de indivíduos normais e 

indivíduos afetados por fibrose cística pôs em evidência que a maioria dos pacientes 

são portadores da mesma mutação (AF508) uma deleção de três nucleotídeos no éxon 

10, que provoca a deleção de uma fenilalanina no códon 508 da proteína (KEREM e 

cols., 1989). Esta mutação foi detectada em 68% dos cromossomos FC analisados, 

porém não se encontrou em nenhum cromossomo normal. Este fato, junto ao padrão 

de expressão do RNAm do gene em distintos tecidos, consistente com o prescrito pela 

patogênese da doença, constitui uma prova decisiva para considerar este gene (CFTR 

ou Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) como o responsável pela fibrose 

cística.

1.3.2 Estrutura do Gene CFTR

O gene CFTR está constituído por 27 éxons espalhados em uma região de 250 

kb (fig. 2). A seqüência de nucleotídeos dos éxons e de suas seqüências flanqueadoras 

é conhecida. A extremidade 5’ não codificante é rica em G + C (65% dentro dos 500 

pb que precedem o primeiro éxon, no lugar de 40% do genoma humano total - 

YOSHIMURA e cols., 1991b) e não apresenta seqüências TATA ou CCAAT, apesar 

de se ter encontrado vários sítios SP1 e AP1 (ZIELENSKI e cols., 1991b). A 

poliadenilação do transcrito ocorre a 17 nucleotídeos do sinal AATAAA.

A seqüência do gene está altamente conservada em distintas espécies, 

inclusive as que apresentam grande divergência evolutiva (TUCKER; TANNAHILL; 

HIGGINS, 1992). O tamanho médio dos éxons é de 200 pb. O éxon 6a é o menor e 

mede 38 pb, enquanto que o éxon 13 é o maior com um tamanho de 724 pb. O 

tamanho dos íntrons também é muito diverso variando entre 1,1 kb (íntron 6a) e 40 kb 

(íntron 3).

A análise das seqüências de splicing [processamento (corte e reunião) do RNA 

mensageiro] no gene CFTR mostrou que estas seguiam a regra invariante de GT-AG 

(MOUNT, 1982).



FIGURA 2. DISTRIBUIÇÃO DOS ÉXONS DO GENE CFTR 
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1.3.3 Análise de Marcadores e Desequilíbrio de Ligação 

Nos anos de 1991 e 1992 (MORRAL e cols., 1991; MORRAL; ESTIVILL, 

1992 e ZIELENSKI e cols., 1991a) foi identificada, dentro do gene CFTR, uma classe 

de DNA repetitivo composta de repetições de poucos nucleotídeos. Esta classe de 

DNA, já encontrada em diversas regiões do genoma, é chamada de DNA 

microssatélite ou STRs (Short Tandem Repeat). Os STRs possuem uma seqüência 

núcleo de 2 a 7 nucleotídeos que estão repetidos em seqüência/tandem várias vezes. 

Como o número de repetições varia entre os indivíduos, este tipo de DNA tem sido 

muito útil em fornecer ampla gama de marcadores moleculares para mapear expansões 

do genoma humano (fig. 3). 

FIGURA 3. ESQUEMA DE ESTRUTURA INTERNA DE MICROSSATÉLITE 
(REPETIÇÕES DE NUCLEOTÍDEOS) DO ÍNTRON 17b DO GENE 
CFTR 

A 

Íntron 17b 

-----·· GeneCFTR 

FONTE: modificado de ZIELENSKI e cols., 199la 
NOTA: A: localização de repetições com relação ao éxon l 7b. B: seqüência de nucleotideos da 

região de repetição, como determinado no clone genômico pTE33IlE4.5. " ... " posição e 
sentido (5 '-3 ') dos primers para amplificação da seqüência TA e CA. 
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Um exemplo de ligação alélica não aleatória ou de desequilíbrio de ligação 

pode ocorrer quando um determinado alelo de um marcador segrega preferencialmente 

com um alelo mutado de um gene. Existe um desequilíbrio de ligação forte entre o 

alelos da FC e os marcadores intragênicos IVS8CA (localizado no íntron 8), 

IVS17bTA (localizado no íntron 17b) e IVS17bCA (localizado no íntron 17b) Estes 

três STRs são repetições de dínucleotídeos (citosina e adenina, nos dois primeiros 

casos e timina e adenina no último) em tandem, cuja denominação do alelo é dada pelo 

número de repetições que ele apresenta (por exemplo, o alelo 16 do marcador 

IVS17bCA apresenta 16 repetições em tandem do dinucleotídeo citosina-adenina) 

(MORRAL e cols., 1991). Por estes marcadores estarem localizados dentro do gene, 

aliado ao fato da suposta idade recente das mutações no gene, existe um desequilíbrio 

de ligação bastante forte entre alelos destes marcadores e alelos do gene CFTR, sendo 

que já existem trabalhos relacionados à análise destes três marcadores em associação 

com mutações no gene CFTR, permitindo a observação da transmissão dos alelos 

mutados em famílias FC, sendo bastante apropriados para estudos pré-natais 

(CASHMAN e cols., 1995; RUSSO e cols., 1995; HUGHES e cols., 1995; MORRAL 

e cols., 1996; BRAEKELLER e cols., 1996; HUGHES e cols., 1996; VISICH e cols., 

2001; MATEU e cols., 2001).

MORRAL e cols., (1996) fizeram extensa análise destes marcadores em um 

grupo de indivíduos afetados. Os pacientes selecionados representavam a distribuição 

de mutações FC em populações do Canadá, França, Alemanha e Espanha. Neste 

trabalho foi detectada uma grande diferença entre os alelos quando cromossomos 

normais e mutados são comparados. Esta diferença se mostrou ainda mais acentuada 

quando haplótipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA 

foram analisados. Alguns haplótipos se mostraram presentes apenas no grupo de 

cromossomos afetados e associados a uma mutação específica, como foi o caso do 

haplótipo 16-24-13, presente em 6 cromossomos e associado exclusivamente a 

mutação G85E. Observaram também a existência de associação absoluta entre várias 

mutações FC com haplótipos raros em cromossomos normais, o que favorece a
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detecção de mutações pela simples análise de haplótipos destes marcadores. Isto 

também foi observado por HUGHES e cols. (1996), BRAEKELLER e cols. (1996), 

VISICH e cols. (2001), entre outros.

Para o marcador IVS8CA já foram descritos 12 alelos distintos (MORRAL e 

cols., 1991; 1996), sendo que o mais freqüente é o de 16 repetições (MORRAL e cols., 

1996; MATEU e cols., 2001). Já o marcador IVS17bTA apresenta um número maior 

de alelos, tendo sido descrito até o momento aproximadamente 43 alelos (ZIELENSKI 

e cols., 1991a; MORRAL e cols.; 1996), sendo os mais freqüentes os alelos 7, 30 e 31. 

O marcador IVS17bCA, com apenas 8 alelos descritos, é o que apresenta a menor 

variabilidade (MORRAL; ESTIVILL, 1992; 1996). Entre estes alelos os alelos 13 e 17 

correspondem a mais de 90% da freqüência do marcador IVS17bCA (MATEU e cols., 

2001)

Em populações de origem européia, os haplótipos mais comuns para os 

microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA, encontrados em cromossomos que 

não carregam mutações FC, são 16-30-13, 16-32-13 e 16-7-17. As freqüências destes 

três haplótipos são próximas e em tomo de 13%, variando de população para 

população, sendo que o haplótipo 16-30-13 tem se mostrado o mais freqüente na 

maioria destas.

Os marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA também têm sido utilizados 

para traçar a origem e evolução de diferentes mutações FC (MORRAL e cols., 1993a; 

1994; BERTRANPETIT; CALAFELL, 1996; SLATKIN; RANNALA, 1997). Estes 

STRs são usados para se definir a estrutura haplotípica estável na qual a mutação FC 

ocorreu. Marcadores microssatélites, os quais sofrem mutações mais rapidamente e de 

maneira distinta de outras regiões do genoma, podem auxiliar a mensurar a 

variabilidade genética no lócus CFTR e a idade de mutações FC (MORRAL e cols., 

1993a; ESTIVILL e cols., 1997; BERTRANPETIT; CALAFELL, 1996; MATEU e 

cols., 2002).

Além destes três marcadores, existem outros que são bastante utilizados para a 

confecção de haplótipos associados a mutações no gene CFTR. Estes haplótipos 

também apresentam importância no aconselhamento genético de famílias que
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apresentam indivíduos afetados. Estes outros marcadores são o IVS6aGATT [um 

marcador dialélico localizado no íntron 6a, apresentando como núcleo de repetição um 

tetranucleotídeo (GATT), sendo que os dois alelos mais comuns descritos até o 

momento apresentam 6 ou 7 repetições e correspondem a mais de 99% da freqüência 

total de alelos deste marcador] (CHEHAB e cols., 1991; GASPARINI e cols., 1991), o 

polimorfismo1 T854/Ava II (que é uma mutação silenciosa podendo estar presente o 

nucleotídeo G ou T) (ZIELENSKI e cols., 199la), e o IVS8-T(n), (conhecido como 

seqüência poliT, está localizado no íntron 8, e é uma seqüência de polipirimidinas, 

composta por 5, 7 ou 9 timinas em seqüência, originando os alelos IVS8-5T, IVS8-7T, 

e IVS8-9T ou simplesmente 5T, 7T ou 9T) (CHU e cols., 1993) (fig 4). 

FIGURA 4. MARCADORES INTERNOS DE CFTR E SUAS LOCALIZAÇÕES 
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A análise do poliT apresenta uma importância adicional pois o alelo IVS8-5T 

causa redução dos níveis normais de RNAm de CFTR (CHU e cols., 1993) visto que 

causa a excisão do éxon 9 do RNAm normal (fig.5) e tem sido muito freqüentemente 

1 Variações na seqüência que não são causadoras de fenótipo FC serão designadas por polimorfismo. 
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encontrado em homens com uma forma de infertilidade chamada de Agenesia 

Congênita Bilateral de Vaso Deferente (CBA VD) (CHILLÓN e cols., 1995, OATES; 

AMOS., 1994, PATRIZIO; ZIELENSKI, 1996) 

FIGURA 5. VARIANTES DE DNA NO ÍNTRON 8 DO GENE CFTR E SEUS 
EFEITOS NO RNAm 
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GTGTG111111111'AAACAG 9T 
GTGTGTITI77TAAACAG 7T 
GTGTGTTTITAAACAG 5T 

GeneCFTR 
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FONTE: modificado de CHILLON e cols ., 1995 
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NOTA: A região do gene CFTR que inclui os éxons 7 a 1 O é mostrada na parte superior. Durante o 
processamento, as seqüências não envolvidas na síntese da proteína (íntrons) são eliminadas e 
as seqüências remanescentes (éxons) sofrem splice para que seja formado o RNAm maduro 
(centro a esquerda). O processamento de CFTR não é completamente eficiente, devido ao fato 
de que de 10 a 92% dos transcritos perdem o éxon 9 (em baixo a esquerda) dependendo do 
genótipo do indivíduo (CHU e cols ., 1993). Quando ambos genes CFTR carregam o alelo 5T 
(o genótipo 5T/5T), a proporção de RNAm normal de CFTR é reduzida a aproximadamente 8 
a 12% (CHILLÓN e cols ., 1995), indicando que quanto mais curta a seqüência de timinas no 
íntron 8, maior é a proporção de RNAm de CFTR nos quais o éxon 9 é perdido. 

Mais de 97% das famílias com um afetado vivo poderiam recorrer ao 

diagnóstico pré-natal com um grau de confiança superior a 99% (BEAUDET e cols., 

1989; CASALS e cols., 1991), proporção mais favorável do que nos casos de 

hemofilia ou nos de hemoglobinopatias (apenas para citar patologias genéticas cujos 

genes já foram clonados e seqüenciados). O desequilíbrio de ligação também pode ser 

útil para detectar os portadores nas famílias em que o genoma do indivíduo doente não 

pode ser estudado. Portanto, pode-se avaliar, nestes casos, o risco de um indivíduo ter 

herdado o gene da FC em função dos haplótipos presente em familiares. 
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1.3.4 Expressão do Gene CFTR

1.3.4.1 Localização da Expressão

O gene CFTR tem como produto de expressão um RNAm de 6.1 kb que 

codifica para uma proteína de 1480 aminoácidos. Se expressa principalmente em trato 

respiratório, trato reprodutor, glândulas sudoríparas, glândulas salivares, pâncreas, 

fígado, intestino, rim, glândula paratireóide, (RIORDAN e cols., 1989; TREZISE; 

BUCHWALD, 1991; BREMER e cols., 1992), coração (LEVESQUE e cols., 1992) e 

linfócitos (YOSHIMURA e cols., 1991a). Não se detecta RNAm do gene em cérebro, 

glândulas supra-renais fibroblastos e linfoblastos (RIORDAN e cols., 1989). Na 

maioria dos tecidos analisados, CFTR se expressa na parte apical das células epiteliais 

(CRAWFORD e cols., 1991), transcrevendo-se a concentrações relativamente baixas 

de 1 ou 2 cópias por célula (TRAPNELL e cols., 1991).

A expressão do gene CFTR é complexa e está finamente regulada tanto 

espacial como temporalmente (TREZISE; BUCHWALD, 1991). Entretanto, mesmo 

que a expressão de CFTR corresponda com a patologia da doença, surpreende 

a baixa taxa de expressão no trato respiratório (onde se observam às manifestações 

clínicas mais importantes) e a expressão no rim, onde não de observa sintomatologia 

de FC.

Mediante hibridação in situ pode-se localizar o RNAm de CFTR em uma 

grande diversidade de tecidos durante o desenvolvimento fetal (TREZISE e cols.,1993; 

TIZZANO; CHITAYA; BUCHWALD, 1993). Na maioria dos tecidos, o padrão de 

expressão de CFTR durante o primeiro e segundo trimestre do feto humano é similar 

ao padrão do adulto, sugerindo que CFTR deve ser funcional já nas primeiras etapas 

do desenvolvimento (PORTEUS; DORIN, 1993). As principais exceções se produzem 

nos pulmões e nas glândulas submucosas.

Nos pulmões a expressão parece estar regulada segundo o estágio evolutivo, 

sendo maior no epitélio do pulmão primordial, mas decrescendo a expressão durante o 

desenvolvimento dos pulmões (TREZISE e cols., 1993; TIZZANO; CHITAYA;
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BUCHWALD, 1993). Isto parece indicar que a proteína CFTR poderia estar envolvida 

em processos de intercâmbio no pulmão fetal. Entretanto a ausência de um pulmão 

danificado no nascimento permanece sem explicação (TIZZANO; BUCHWALD, 

1993).

Nos testículos, a expressão de CFTR é regulada durante o ciclo do epitélio 

seminífero. A expressão pós-meiótica é máxima nas espermátides dos estágios finais, 

sugerindo que CFTR tem um papel crítico na espermatogênese e que a deficiência de 

sua função contribui à infertilidade nos homens (TREZISE; BUCHWALD, 1991).

A correlação entre os níveis de expressão do gene e as anomalias presentes no 

nascimento não é absoluta e a patogênese em indivíduos FC deve, portanto, depender 

de outros fatores, quer sejam genéticos ou ambientais (TIZZANO; BUCHWALD, 

1993).

1.3.4.2 Regulação da Expressão

A transcrição de CFTR é um processo complexo no qual intervém distintos 

fatores. Assim, mesmo que a transcrição tenha uma regulação típica de tecido e esteja 

modulada por diversos fatores como fosfokolina e AMPc (BREUER e cols., 1992), 

ésteres de forbol (TRAPNELL e cols., 1991), proteína quinase C e agentes que 

influem nos níveis intracelulares de cátions divalentes (BARGON e cols., 1992a; 

1992b), a região 5’ não codificante do gene tem a estrutura típica dos genes de 

transcrição constitutiva, com uma alta porcentagem de G + C e sem seqüências de 

elementos TATA ou CCAAT.

As características estruturais do promotor de CFTR e sua baixa taxa de 

expressão nas células epiteliais indicam que deveria ser classificado como um gene de 

transcrição constitutiva. Entretanto, o gene não é transcrito em todos os tipos celulares 

e, além disto, a proteína CFTR não é essencial para a célula, já que células com apenas 

proteínas anômalas são viáveis. Portanto, o gene CFTR deveria classificar-se no 

subgrupo de genes com características estruturais de genes de transcrição constitutiva,
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porém com funções específicas de tecidos, estando sua expressão regulada por agentes 

específicos.

O promotor de CFTR contém seqüências específicas de união ou interação 

com proteínas nucleares que podem intervir na modulação da transcrição do gene. 

Assim, se detectam três sítios potenciais de união de fatores de transcrição da família 

SP1 (seqüências comumente encontradas nos promotores de transcrição constitutiva), 

quatro sítios potenciais de união com elementos AP-1 (intervém na ativação celular 

com ésteres de forbol), um sítio potencial de resposta a AMPc e vários sítios 

potenciais de resposta aos glucocorticóides e ao fator AP2 (YOSHIMURA e cols., 

1991b). Entretanto, até o momento, não ficou claramente estabelecido o papel que 

cada um destes sítios desempenha nas interações DNA-proteína.

Independentemente da regulação direta da transcrição, a expressão do gene 

CFTR parece estar sujeita a influência de mecanismos indiretos, tais como a metilação 

diferencial da região promotora (parece haver uma correlação entre um elevado nível 

de expressão e um baixo grau de metilação da região promotora) e a modificação, 

específica de tecido, da estrutura da cromatina (regiões promotoras de CFTR de 

linhagens celulares com um alto nível de expressão do gene são mais facilmente 

atacáveis por proteínas moduladoras da expressão), sugerindo que o contexto físico do 

gene CFTR in vivo parece contribuir significativamente a uma regulação apropriada da 

transcrição do gene (KOH; SFERRA; COLLINS, 1993).

1.3.4.3 Processamento de R N  Am

O splicing, corte de íntrons e junção de éxons do pré-RNAm nuclear é um 

processo altamente regulado no qual os íntrons são eliminados para produzir o RNAm 

maduro. Primeiro a extremidade 5’ do íntron é cortada e ligada pelo spliceossomo ao 

branch point site (nucleotídeo de ramificação), gerando uma molécula intermediária 

chamada lariat. Posteriormente, o corte da extremidade 3’ do íntron permite a união 

dos dois éxons adjacentes e a eliminação do íntron intermediário.
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A principal causa de um processo de corte e junção anômalos são as mutações 

que afetam os sinais de corte e junção, quer sejam 3’ ou 5’, sendo que entre estas se 

destacam as mutações 1811+1.6kbA—>G e 3849+lOkbC—>T, que criam novos sítios de 

corte e junção e dão lugar à aparição de novos éxons (11b e 19b, respectivamente). 

Nos éxons 4, 9, 11 e 12 (CHU e cols., 1991; BREMER e cols., 1992; SLOMSKI e 

cols., 1992; WILL e cols., 1993; entre outros) já foram descritos vários casos de corte 

e junção alternativos. As causas destes processos não são claras. O processo de corte e 

junção do éxon 9 está associado a uma seqüência de polipirimidinas mais curta e, por 

tanto, menos eficiente (CHU e cols., 1993) (vide item 1.3.3); o do éxon 12 parece ser 

devido a uma baixa homologia de seqüência de ramificação com a seqüência 

consenso, enquanto que o processo de corte e junção alternativo dos outros éxons não 

são conhecidos até o momento (DELANEY e cols., 1996).

Os transcritos alternativos parecem ser um fenômeno geral, já que foram 

observados em outros genes como o da distrofia muscular de Duchenne (CHELLY e 

cols., 1990), argininosuccinato (WALKER e cols., 1990) e adenosina-desaminase 

(KASHII e cols., 1991). Acredita-se que mediante a regulação dos níveis de fatores 

específicos do processo de corte e junção do RNAm se possa chegar a controlar os 

padrões de corte e junção do transcrito e, portanto, modular a função da proteína 

(MONTROSE e cols., 1992).

1.3.5 Proteína CFTR

1.3.5.1 E strutura

O RNAm do gene CFTR codifica para uma proteína de 1480 aminoácidos 

que, em seu estado maduro e N-glicolisado, tem um peso de 168.138 Daltons. A 

proteína CFTR está formada por dois domínios repetidos e simétricos compostos cada 

um por uma região hidrofóbica transmembrana (MSD; Membrane Spanning Domain) 

e uma região hidrofílica que possui uma região de união com ATP (NBF; Nucleotide
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Binding Fold). Os dois domínios estão unidos pela região citoplasmática R, que 

intervém na regulação da proteína (fig. 6) (RIORDAN e cols., 1989). 

FIGURA 6. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA PROTEÍNA CFTR E DOS 
DOMÍNIOS QUE A FORMAM 
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FONTE: modificado de ZIELENSKI~ TSUI, 1995 
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A: Representação esquemática do RNAm com os 27 éxons e sua equivalência com a 
proteína CFTR; B: Representação esquemática tridimensional da disposição da proteína 
CFTR na membrana celular. 
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A seqüência de aminoácidos de CFTR revela uma forte homologia com a 

família de proteínas ATP-Binding Cassette ou ABC (presentes em organismos tão 

diversos como bactérias, Drosophila e mamíferos), as quais estão envolvidas no 

transporte de moléculas através da membrana celular (RIORDAN e cols., 1989).

As proteínas da família ABC têm em comum a existência de uma a quatro regiões 

hidrofóbicas transmembrana (cada uma formada geralmente por seis segmentos 

hidrofóbicos transmembrana), que ancoram a proteína a membrana celular e 

contribuem para a formação do canal, e uma ou duas regiões NBF que são o sítio de 

união e hidrólise do ATP e proporcionam a energia necessária para o transporte 

(BREMER e cols., 1992). A proteína CFTR é formada por duas regiões 

transmembrana e dois NBF além de um domínio regulador central (domínio R), 

presente somente em CFTR, o qual possui vários sítios de fosforilação para a proteína 

A-Quinase (PKA), assim como numerosos resíduos polares dispostos alternativamente 

em grupos carregados positiva e negativamente (RIORDAN e cols., 1989; CHENG e 

cols., 1991).

Mesmo que a homologia estrutural entre os dois domínios de CFTR sugira 

uma relação evolutiva entre eles, a escassa homologia de seqüência, exceto entre os 

dois NBF, vai contra esta possibilidade (RIORDAN e cols., 1989), indicando que as 

duas metades de CFTR não são derivadas uma da outra por uma duplicação recente do 

gene (ZIELENSKI e cols., 1991a).

1.3.5.2 Funções

CFTR intervém na passagem de cloro através da membrana celular. Isto foi 

demonstrado por numerosos experimentos: a introdução de moléculas de RN Am de 

CFTR normal em células FC é suficiente para corrigir o defeito no transporte de cloro 

(DRUMM e cols., 1990; RICH e cols., 1990); a introdução de RNAm de CFTR em 

tipos celulares que normalmente não expressam CFTR provocam a ativação na 

condução do cloro por AMPc (DRUMM e cols., 1991; TABCHARANI e cols., 1991);
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e, sobretudo, a incorporação de proteína pura CFTR normal (BEAR e cols., 1991), ou 

com a mutação AF508 (LI e cols., 1993) em uma membrana artificial, provocou o 

aparecimento de um canal de cloro ativado por AMPc de características idênticas à 

CFTR.

A mutagênese de determinados aminoácidos da zona transmembrana faz com 

que a permeabilidade relativa de CFTR a iodetos, cloretos, brometos e fluoretos fique 

alterada. Esta ação seletiva sobre íons específicos é mais bem explicada se se 

considera CFTR como uma proteína que atua principalmente na passagem de íons, 

mais que como uma proteína reguladora que atua sobre outro canal (ANDERSON e 

cols., 1991a). Assim mesmo, observou-se que é necessário apenas a primeira metade 

da proteína CFTR para formar um canal de cloro de características transportadoras 

similares as da proteína CFTR normal, porém com uma regulação distinta 

(SHEPPARD e cols., 1994).

São necessários somente de 6 a 10% de proteína CFTR normal para que uma 

célula FC recupere um transporte de cloro similar ao de células com 100% de proteína 

CFTR normal. As uniões célula-célula parecem ser o mecanismo de amplificação dos 

efeitos das células corrigidas (JOHNSON e cols., 1992).

A proteína CFTR também pode ser responsável por outras funções como 

intervir nos processos celulares de endocitose e exocitose mediados por AMPc 

(BRADBURY e cols., 1992).

1.3.5.3 Regulação

Parte fundamental na regulação de CFTR é o domínio R. Foi demonstrado que 

quatro das serinas do domínio R (códons 660, 737, 795 e 813) são especificamente 

fosforiladas pela PKA na presença de AMPc (CHENG e cols., 1991), e que é 

necessário que ao menos uma delas esteja fosforilada para que o canal de cloro se ative 

(passo 1 na fíg. 7). Este passo é reversível mediante a ação de uma ou mais fosfatases
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FIGURA 7. MODELO DO FUNCIONAMENTO DA PROTEÍNA CFTR 
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FONTE: modificado de NILIUS e DROOGMANS, 2003. 
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que até o momento não foram identificadas (2). Além disso, foi observado que se o 

domínio R está deletado, o canal de cloro atua de forma constitutiva, 

independentemente da presença ou não de AMPc (RICH e cols., 1991).

A fosforilação do domínio R é necessária, porém não suficiente, para que haja 

transporte de cloro. Uma vez que o domínio R esteja fosforilado é preciso que o ATP 

se una a um dos dois NBF (3), o que provoca que estes alterem a sua conformação e 

permitam a abertura do canal (ANDERSON e cols., 1991b). O processo é reversível, 

dependendo do sentido da reação e da proporção intracelular entre ATP e ADP, mais 

do que a concentração absoluta de ATP (4). Entretanto, os dois NBF não são 

funcionalmente equivalentes: a hidrólise do ATP pela CFTR ocorre somente no NBF- 

2 (ANDERSON e cols., 1992). Depois da hidrólise do ATP e da passagem do cloro 

(5), os NBF recuperam sua conformação inicial e a CFTR volta a fechar-se.

Este modelo pressupõe que se o ATP se une à forma fosforilada de CFTR é 

produzida uma alteração conformacional que permite o fluxo passivo do cloro através 

da membrana celular de acordo com seu gradiente eletroquímico. Deste modo, CFTR 

seria um canal de cloro e não um transportador ativo, pois não existiria uma relação 

estequiométrica entre as moléculas de ATP hidrolizadas e o número de moléculas de 

cloro que passam através da membrana (COLLINS, 1992).

1.3.5.4 Am adurecim ento

Uma vez que a proteína CFTR é sintetizada, sofre um processo de 

amadurecimento e glicosilação no Retículo Endoplasmático e Complexo de Golgi, 

alcançando, posteriormente, a membrana celular. Experimentos de localização da 

proteína CFTR, por imunofluorescência, demonstraram que se situa na parte apical da 

superfície de membrana de células epiteliais especializadas (KARTNER e cols., 1991; 

COHN e cols., 1992)
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Algumas mutações afetam o processamento normal de amadurecimento da 

proteína, que permanece nas organelas intracelulares, aonde é degradada antes de 

chegar à membrana.

Desta forma, por exemplo, a mutação AF508 produziria um fenótipo FC, não 

por afetar o funcionamento do canal de cloro, mas por desestabilizar a conformação da 

proteína (YANG e cols., 1993), que não poderia ser glicosilada corretamente (CHENG 

e cols., 1991). A proteína AF508, parcialmente glicosilada e com uma conformação 

aberrante é reconhecida pelos mecanismos de controle intracelulares que a degradam, 

impedindo sua migração até a membrana (THOMAS e cols., 1992) (vide item 1.4.4). 

Entretanto, observou-se que a proteína AF508 pode alcançar a membrana de 

determinados tipos celulares (DRUMM e cols., 1991; DALEMANS e cols., 1991; 

YANG e cols., 1993), se a temperatura durante o processo de maturação da proteína 

seja reduzida a 26°C (DENNING e cols., 1992a; 1992b). Uma vez que alcance a 

membrana, a proteína AF5G8 apresenta uma atividade um pouco menor que a da 

proteína CFTR normal (LI e cols., 1993; YANG e cols., 1993).

1.4 Análise de Mutações no Gene CFTR

Até o momento já foram descritas mais de 1150 mutações diferentes no gene 

CFTR, e a cada ano mais de 50 novas mutações são descritas, sendo que conforme as 

técnicas de análise são aprimoradas, este número tende a aumentar (ZIELENSKI; 

TSUI, 1995; CFGAC, 2003).

A análise de mais de 43.000 cromossomos FC de diferentes países e 

continentes tem mostrado que somente cinco mutações apresentam freqüência mundial 

relativa maior que 1%. Estas mutações são AF508 (66%), G542X (2,4%), G551D 

(1,6%), N1303K (1,3%) e W1282X (1,2%). Outras 19 mutações são encontradas com
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freqüências que variam de 0,1 a 1% dos casos, mas sua distribuição apresenta variação 

geográfica, com a maioria destas mutações sendo restritas a áreas geográficas 

particulares. Finalmente há um grande número de mutações que são específicas a 

dadas regiões geográficas (CFGAC, 2003).

A mutação mais freqüente, AF508 (presente em 66,8% dos cromossomos FC 

na Europa) (ESTIVILL e cols., 1997), se deve a uma deleção de três nucleotídeos no 

éxon 10, o que provoca a perda de uma fenilalanina no resíduo 508 da proteína CFTR 

(KEREM e cols., 1989).

As mutações associadas à FC não são aleatórias, e são mais comumente 

localizadas na primeira metade da proteína CFTR, principalmente na Ia região NBF. A 

Ia região MSD revela um aglomerado de mutações nos éxons 4 e 7. O maior número 

de mutações no gene CFTR se encontra na Ia NBF, particularmente nos éxons 10 e 11. 

Poucas e raras mutações são encontradas na subunidade R e na 2a região MSD. A 2a 

região NBF, assim como a primeira, é sitio de diversas mutações, principalmente nos 

éxons 19 e 20. A maioria das mutações na região codificante da CFTR envolve 

transições do tipo G-A (24,1%) e C-T (14,7%), enquanto transversões G-T (11,9%) 

são o terceiro tipo mais comum. Existem 59 dinucleotídeos na região codificante, e em 

26 destes ocorrem mutações. Entretanto apenas 15,7% das mutações na região 

codificante ocorrem em sítios CG, em contraste com publicações em outros genes 

humanos (CGOPER; KRAWCZAK, 1993; MORRAL e cols., 1994). Cerca de 42% 

das mutações são modificações ou alterações do sentido, devido à substituição de 

amino-ácidos (“missense”), 23% do tipo que desvia ou altera o quadro de leitura 

(“frameshift”), 16% do tipo em que impede o correto processamento (corte e reunião) 

do RNA mensageiro (“splicing“), 15% do tipo em que ocorre a terminação da cadeia, 

(“nonsense”), e 4% são outros defeitos, incluindo deleções de aminoácidos e grandes 

deleções do DNA (fig. 8).
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FIGURA 8. DISTRIBUIÇÃO DAS MUTAÇÕES FC, POLIMORFISMOS E TIPOS 
DE MUTAÇÃO EM CFTR
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As linhas verticais indicam a localização de diferentes mutações CFTR (agrupadas em cinco 
categorias: missense, deleção de aminoácido, nonsense, fiameshift e splicing), relacionadas aos 
éxons (no alto) e módulos da proteína codificada (em baixo).

Extensas análises haplotípicas utilizando marcadores extra e intragênicos 

demonstram que a maioria das mutações estão associadas com haplótipos únicos, 

indicando que estas mutações são derivadas de um evento mutacional único 

(MORRAL e cols., 1993a; 1996). Em algumas populações é possível identificar 

praticamente todas as mutações do gene CFTR presentes nos pacientes, porém, em 

outras populações isto não é possível; portanto, a identificação dos marcadores 

intragênicos tem sido um importante instrumento no aconselhamento genético. Já 

foram identificados polimorfismos intragênicos de repetições TA, CA, GT ou TTGA 

nos íntrons 1, 6a, 8 e 17b (MORRAL e cols., 1991; ZIELENSKI e cols., 1991a; 

MORRAL; ESTIVILL, 1992; MOULIN; SMITH; HARRIS, 1997).
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Algumas mutações estão associadas com dois ou três haplótipos diferentes e, 

portanto, não podem ser derivadas uma da outra por mecanismos moleculares simples 

(DÒRK e cols., 1992; MORRAL e cols., 1994). Além disto, algumas destas mutações 

são detectadas em diferentes grupos étnicos, e, portanto, provavelmente representam 

mutações recorrentes que se originaram independentemente em cromossomos com 

diferentes haplótipos. Apenas três publicações descrevem mutações “de novo” no gene 

CFTR, todas paternas, uma ocorrendo em um dinucleotídeo CG alterando uma 

arginina na posição 851 por um códon de parada, outra trocando T para G (mutação 

L1065R), e a última uma alteração de A para G (mutação R1066H), demonstrando a 

taxa muito baixa de novas mutações no CFTR (WHITE e cols., 1991; CREMONESI e 

cols., 1996; CASALS e cols., 1998). Atualmente são conhecidas apenas seis grandes 

deleções no gene CFTR (MORRAL e cols., 1993b; MAGNANI e cols., 1996; 

CHEVALIER-PORST e cols., 1998; LERER e cols., 1999; DORK e cols., 2000; 

CHILLÓN, comunicação pessoal), porém suas freqüências são menores de 0,01% do 

total de cromossomos FC.

1.4.1 D istribu ição  de M utações na População M undia l

Desde a identificação do gene responsável pela fíbrose cística em 1989, mais 

de 40.000 cromossomos da FC foram analisados em todo o mundo. Para se ter um 

melhor conhecimento das mutações descritas no gene CFTR, os dados foram 

analisados pelo Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium (CFGAC, composto por 

mais de 90 laboratórios em 30 países). A mutação mais freqüente nas distintas 

populações é AF508, com uma freqüência média de 66%. Sua distribuição não é 

uniforme, sendo mais freqüente nas populações do norte da Europa e norte da 

América, onde tem uma freqüência de 70-80%, frente a 30-50% dos países 

mediterrâneos. De fato, existe um gradiente crescente sudeste-noroeste desde o 

mediterrâneo oriental (Israel 30%, Turquia 30%) até o norte da Europa (Dinamarca 

88%) (EWGCFG, 1990; CFGAC, 1996).
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A distribuição das outras mutações FC entre as distintas populações é muito 

heterogênea. Somente quatro mutações (G542X, G551D, W1282X e N1303K), têm 

uma freqüência maior que 1%. Porém, e devido principalmente a deriva genética, cada 

população tem mutações específicas, presente em porcentagens maiores que 1-5% 

(ESTIVILL e cols., 1997).

O número das mutações caracterizadas em cada população é variável e 

depende diretamente do grau de heterogeneidade genética de cada população em 

particular, principalmente em função do isolamento da população (do intercâmbio 

genético com outras populações, de maneira que as características genéticas próprias 

se tenham diluído em um maior ou menor grau).

As populações mediterrâneas, por exemplo, são populações que apresentam 

um grau bastante alto de heterogeneidade genética (frente ao baixo grau apresentado 

pelas populações do norte da Europa), devido, principalmente, aos numerosos 

movimentos populacionais que têm sofrido ao longo da história.

Isto se pode observar na baixa porcentagem (75-80%) de cromossomos FC 

caracterizados nas populações do sul da Europa e no elevado número (30-50) de 

mutações encontradas (NUNES e cols., 1991; CHILLÓN e cols., 1994a; 1994b; 

ESTIVILL e cols., 1997), em relação ao baixo número (10-20) de mutações 

identificadas e a porcentagem elevada (90-99%) de cromossomos FC caracterizados, 

tanto em populações do norte da Europa (SUPER; SCHWARZ; MALONE, 1992; 

FÉREC e cols., 1992; CHADLE e cols., 1993; ESTIVILL e cols., 1997), como em 

populações americanas (ZIELENSKI; TSUI, 1995).

1.4.2 Distr ibuição de Mutações na População de Origem 

Africana

A fibrose cística é comum em populações de descendência européia, mas tem 

sido pouco descrita em populações de origem africana com pouca miscigenação. Entre 

a população ancestral miscigenada da África do Sul, ela ocorre na freqüência de 

1:12.000 nascidos vivos (HILL e cols., 1988). A incidência de FC em negróides norte
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americanos foi estimada próxima a 1:14.500 (FITZSIMMONS, 1993; HAMOSH e 

cols., 1998), mas a incidência em indivíduos de origem africana sem miscigenação 

ainda é desconhecida. Desde 1954, casos esporádicos de FC têm sido descritos em 

afetados de origem africana (GROVÈ, 1959; MacDOUGALL, 1962; LEVIN e cols., 

1967; SUPER, 1978; McCOLLEY e cols., 1991; PADOA e cols., 1999; MONNIER e 

cols., 2001) e existe a impressão de que a FC é sub-diagnosticada devido a alta 

prevalência de fatores que dificultam o diagnóstico, incluindo mal nutrição, infecções 

pulmonares crônicas, e, mais recentemente, tuberculose (CARLES e cols., 1996). 

Além disto, populações de origem africana carregam mutações FC não identificadas 

em populações de origem européia, o que toma este grupo uma importante ferramenta 

para uma melhor compreensão do gene CFTR (PHILLIPS e cols., 1995). 

Recentemente, MACEK e cols. (1997) reportaram a identificação de algumas 

mutações no gene que apresentam uma prevalência notável na população de afro- 

americanos, como a mutação 3120+1G:A, exclusiva de indivíduos de origem africana, 

com uma freqüência de 12,2% no grupo analisado.

1.4.3 Distr ibuição de Mutações na População Bras i le ira

Apesar do Brasil possuir uma enorme população caucasóide e uma grande 

miscigenação aumentando teoricamente o número de casos na população não- 

caucasóide, a doença é muito pouco conhecida no país, inclusive pelos profissionais da 

área de saúde. Acredita-se que a incidência da doença na população brasileira seja 

baixa, baseado no número de casos diagnosticados por ano no país.

Vários fatores podem estar contribuindo para esta baixa taxa de diagnóstico,

entre eles:

• uma baixa freqüência gênica na população brasileira;

• altas taxas de mortalidade infantil cujas causas de morte "primaria" seriam doenças 

pulmonares e gastrointestinais (sintomas mais freqüentes da FC);

• óbito de grande parte dos afetados sem diagnóstico;

• dificuldade de acesso a testes diagnósticos;
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• condições intrínsecas da doença como a variabilidade de expressão das formas 

clínicas.

A somatória destes fatores faz com que a média de idade ao diagnóstico no 

Brasil seja provavelmente alta se compararmos com a média de sete meses nos países 

mais desenvolvidos e que haja um intervalo de tempo provavelmente alto entre o 

aparecimento dos primeiros sintomas e a confirmação do diagnóstico, isto levando-se 

apenas em conta o grupo de pacientes nos quais o diagnóstico é feito. Se este período 

de latência entre o aparecimento de sintomas e o diagnóstico for prolongado, é 

possível que grande parte dos pacientes esteja indo a óbito, e outra parte deixe de 

receber qualquer conduta terapêutica ou esteja recebendo tratamentos inadequados, 

pois muitas vezes estas crianças podem ser diagnosticadas erroneamente como tendo 

doenças prevalentes em nosso país, do tipo Asma, Bronquite ou Tuberculose.

Talvez por conseqüência destes fatos, o grupo de crianças que chega ao 

diagnóstico no Brasil se apresenta ao médico já com quadro clínico bastante avançado, 

apresentando lesões pulmonares graves e desnutrição secundária importante, o que 

dificulta muito a terapêutica e piora sobremaneira o prognóstico e sobrevida. Os dados 

brasileiros existentes sobre a expectativa de vida dos pacientes demonstram que a 

sobrevida média do paciente brasileiro com FC está próxima aos nove anos de idade 

(9,65 anos -  RASKIN, 2001), média esta semelhante à encontrada nos países 

desenvolvidos antes de 1960 (JONES, 1980; REGLAFQ, 1992; MACRI e cols., 1991).

Nos últimos anos foram desenvolvidos alguns estudos de genética molecular e 

epidemiológicos da FC em amostras da população brasileira. GAIDZINSKI (1992), 

em análise epidemiológica e social de famílias afetadas no Estado do Rio Grande do 

Sul, detectou que o impacto da FC na família dos afetados tem se expressado mais 

comumente sob forma de ansiedade, revolta, desconfiança, negação do problema, 

sentimentos de culpa, medo de uma nova gestação, crise de relacionamentos, estresse 

emocional e financeiro, queixas de isolamento social, atenção redobrada aos afetados e 

incerteza quanto ao futuro; avaliou que as mães dos pacientes têm o melhor grau de 

conhecimento sobre a doença entre os familiares; e identificou que na composição 

étnica de 96% das famílias afetadas estão ascendentes caucasianos.
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RASKIN e cols. (1992a) realizaram estudos de marcadores do gene CFTR 

para aumentar a precisão de sua análise genética. Também desenvolveram 

metodologias para agilizar, facilitar e baratear os custos de análise molecular do gene 

CFTR através da análise direta sobre gotas de sangue em papel filtro (RASKIN e cols., 

1992b; 1993; RASKIN, 2001). Além disto RASKIN e seu grupo realizaram grandes 

estudos relacionados a análise da freqüência da mutação AF508 em euro- e afro- 

brasileiros, análise das 5 mutações mais freqüentes do gene CFTR em euro- e afro- 

brasileiros, análise das 70 mutações mais freqüentes no gene CFTR em euro- e afro- 

brasileiros, além dos mais amplos trabalhos de triagem neonatal e análise 

epidemiológica realizados até o momento na população brasileira (RASKIN e cols., 

1993; 1997a; 1997b; 1999; RASKIN, 2001).

MIRANDA e cols. (1993) utilizaram a PCR para determinar que a freqüência 

alélica da mutação AF508 da FC em 34 cromossomos de pacientes brasileiros, 

descendentes de latino-europeus, brasileiros nativos e negróides, é de 35%. 

MARTINS, RIBEIRO e COSTA (1993) determinaram que a freqüência alélica da 

mutação AF508 da FC, em uma amostra populacional de 24 pacientes do Estado de 

São Paulo, é de 33%. FERNANDES e cols. (1994) encontraram pelo menos uma 

mutação de FC em 9 dos 17 fibrocísticos de uma amostra hospitalar do Estado de Rio 

de Janeiro analisada, concluindo que a análise das mutações AF508, G542X, N1303K, 

1717-1G-»A, W1282X, G551D, R553X e AI507 não é suficiente para detectar todas 

as mutações presentes.

FERRI (1995) estudou 240 cromossomos de indivíduos normais e afetados da 

população paulista, onde detectou as freqüências das mutações AF508 (38%), G542X 

(8,3%), N1303K (1,6%) e W1282X (0,8%) no gene CFTR. Em 1995 MARÓSTICA 

fez uma avaliação do fenótipo pulmonar de 61 pacientes de FC do Rio Grande do Sul, 

não encontrando relação do fenótipo pulmonar com os 3 grupos genéticos analisados 

(AF508/AF508, AF508/outra e outra/outra). LEWIS (1995) pesquisou a relação de 300 

pacientes brasileiros com cólera e de 300 indivíduos controle (sem cólera), para as 

mutações AF508 e G542X da FC. Como estas mutações não foram encontradas nos 

600 indivíduos analisados, sugeriu-se novamente que a pressão seletiva em favor dos
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heterozigotos, provavelmente, não foi em razão da bactéria que causa a cólera. 

Portanto, a hipótese de que a cólera tenha favorecido a elevação da freqüência do gene 

CFTR na população caucasóide ainda necessita ser melhor avaliada.

DAMACENO (1996) pesquisou correlação do genótipo AF508 e fenótipo 

pulmonar em 40 pacientes FC do Estado de São Paulo, não constatando a correlação, 

mas uma predisposição dos pacientes homozigotos e hererozigotos AF508 a infecção 

por Pseudomonas aeruginosa. RIBAS (1996), pesquisando a relação entre genótipo e 

origem étnica em uma amostra de 76 pacientes do sul do Brasil, verificou quais são as 

mutações não-AF508 mais freqüentes entre os pacientes com origem étnica 

italiano/italiano (R1162X, 2183AA—>G e N1303K), italiano/outro (G542X e N1303K) 

e outro/outro (R334W e G542X).

PARIZOTTO, BERTUZZO e RIBEIRO (1997) estudaram 120 pacientes com 

FC no Estado de São Paulo, alcançando uma taxa de detecção de 42,5%, analisando as 

mutações AF508 (31,7%), G542X (8,3%), N1303K (2,5%), G551D (0%) e R553X 

(0%). Apesar destes estudos serem peças muito importantes, não tiveram como 

objetivo uma avaliação mais abrangente que proporcionasse uma visão mais ampla do 

quadro nacional nas diferentes etnias e estados brasileiros.

PEREIRA e cols., (1998) estudaram as mutações R1162X e 2183AA—>G da 

FC em descendentes italianos do Estado do Paraná (com freqüências respectivas de 

15% e 7,5% que não diferem estatisticamente dos resultados encontrados na Itália) e 

em pacientes dos Estados do Paraná (com freqüência de 1,02% para ambas mutações) 

e de Santa Catarina (10% e 3,33% respectivamente). Com estes resultados sugeriram a 

inclusão destas mutações no conjunto de mutações a serem analisadas nos pacientes 

FC nascidos nos Estados de Santa Catarina e Paraná.

BERNARDINO e cols. (2000) fizeram uma grande análise molecular no gene 

CFTR na população brasileira, encontrando algumas mutações novas. Em 2001 

Cabello e colaboradores detectaram uma mutação que se apresenta com uma 

freqüência bastante aumentada no Brasil, a 3120+1G:A, mutação esta freqüente em 

populações afro-americanas (MACEK, e cols., 1997; CABELLO e cols., 2001).
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1.4.4 Correlação Genótipo-Fenótipo

Uma forma de conhecer a função de CFTR é a análise dos genótipos dos 

pacientes e os fenótipos aos que estão associados. A mutação melhor estudada, por ser 

a mais freqüente e primeiramente descrita, é a AF508, a qual está associada a clínica 

severa, insuficiência pancreática e um alto risco de íleo meconial, porém a associação 

não é absoluta. (KEREM e cols., 1990).

Para outras mutações menos freqüentes, os dados são difíceis de interpretar, já 

que o número de indivíduos FC homozigotos para estas mutações é baixo e as idades 

dos doentes não são homogêneas, o que implica que o estado clínico seja variável e as 

correlações não sejam fáceis de se estabelecer.

As primeiras observações de pacientes homozigotos para mutações de término 

de cadeia mostram um desenvolvimento moderado da doença (CUPPENS e cols.,

1990). Isto podia ser devido ao fato de que a presença intracelular de uma proteína 

defeituosa é mais prejudicial para a célula que a ausência da proteína. Entretanto, estes 

resultados não se confirmaram em amostras mais amplas (SHOSANI e cols., 1992; 

ESTIVILL, comunicação pessoal).

Curiosamente, descreveu-se um paciente FC que apresenta duas mutações 

(AF508 e R553Q) no mesmo cromossomo. Mesmo este paciente tendo sintomas 

pulmonares e insuficiência pancreática, a correlação de cloro no suor estava nos níveis 

normais (DÕRK e cols., 1991). Estudos com proteínas quimeras ST6-CFTR em 

leveduras, mostra os efeitos de outras mutações, que também podem diminuir o 

fenótipo severo da AF508 ao suprimir parcialmente o defeito no transporte de cloro 

provocado pela AF508 (TEEM e cols., 1993).

Dentre os distintos parâmetros clínicos da FC, a função pancreática é a que 

mostra uma melhor correlação com o genótipo dos pacientes. Todas as mutações de 

classe I e II causam insuficiência pancreática, enquanto que algumas de classe III e 

todas as de classe IV causam suficiência pancreática (TSUI e cols., 1992; WELSH; 

SMITH, 1993), sendo que as mutações de classe I e II agem como se fossem 

recessivas com relação às de classe III e IV (KOCH e cols., 2001; DURNO e cols.,
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2002). Nas mutações de classe IV, o fluxo de cloro somente se encontra reduzido, com 

o que a atividade residual da proteína é suficiente para dar o fenótipo de suficiência 

pancreática. De fato, algumas mutações de classe IV (R117H) não provocam os 

sintomas clássicos da FC e somente causam infertilidade nos homens (ANGUIANO e 

cols., 1992).

Recentemente, foram analisados dados de 800 afetados por FC de 32 países, 

com a finalidade de comparar as características clínicas das mutações mais freqüentes. 

Assim, se comprovou que AF508, G542X, R553X, N1303K, W1282X, 1717-1G—>A, 

621+1G-»T 1811+1.6kbA:G estão associadas a insuficiência pancreática e fenótipo 

severo, enquanto que R117H está associada a suficiência pancreática e fenótipo leve 

(CFGPC, 1993; DURNO e cols., 2002; REBOUL e cols., 2002; KULCZYCKI; 

KOSTUCH; BELLANTI, 2003). Assim mesmo, se observou que, salvo para a função 

pancreática, não é possível fazer uma boa correlação genótipo-fenótipo para os outros 

parâmetros clínicos (função pulmonar, idade de diagnóstico, níveis de cloro no suor e 

percentuais de peso e altura), pondo em evidência que a influência de outros fatores 

(genéticos e ambientais) têm um importante papel no desenvolvimento da doença 

(TSUI e cols., 1992; CASTALDO e cols., 2001; KULCZYCKI; KOSTUCH; 

BELLANTI, 2003).

Desde 1996 alguns pesquisadores têm proposto a existência de genes 

modificadores modulando o fenótipo da fibrose cística (ROZMAHEL e cols., 1996). O 

fenótipo discordante observado em irmãos com FC argumenta contra um papel 

principal de fatores ambientais e sugere que outros genes, além do gene CFTR seriam 

os principais responsáveis por modular o fenótipo de FC (ACTON; WILMOTT, 2001; 

SALVATORE; SCUDIERO; CASTALDO, 2001). Existem, atualmente, vários genes 

sob estudo como potenciais modificadores da FC, particularmente os que 

influenciam na severidade da doença pulmonar, os que estão envolvidos no controle de 

infecções, imunidade e inflamação (ACTON; WILMOTT, 2001). Alguns destes 

incluem genes HLA de classe II [sobre os quais ARON e cols. (1999) encontraram que 

alelos DR7 estavam significantemente associados com um aumento na IgE total e com 

colonização crônica por Pseudomonas aeruginosa]; o gene HFE, responsável pela
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hemocromatose humana (ROHLFS; SHAHEEN; SILVERMAN, 1998); o gene da alfa 

1-antitripsina (AAT) [sobre os quais HENRY e cols. (2001) encontraram indicação de 

associação entre alelos AAT e melhores prognósticos pulmonares]; entre outros. 

Uma outra tentativa de se tentar correlacionar a mutação com o fenótipo é 

através da análise do sítio de mutação na proteína, ou seja, verificar qual o tipo de 

mutação (código de parada, troca de um aminoácido, mudança no quadro de leitura, 

entre outros) e/ou em que domínio esta mutação ocorreu, para então predizer se esta 

modificação está alterando a função, a síntese ou a estrutura secundária ou terciária da 

proteína. Neste sentido, foram propostos cinco mecanismos que podem levar a um 

prejuízo na função da proteína CFTR (ZIELENSKI; TSUI, 1995) (fig. 9) (fig. 10). 

FIGURA 9. CONSEQÜÊNCIAS MOLECULARES DAS DIFERENTES CLASSES 
DE MUTAÇÕES DA FC 
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Alterações da classe 1 resultam de mutações que levam a uma terminação 

prematura na tradução do gene CFTR, o que pode ser causado por: mutação em sítio 

de excisão anormais ou que causem mudança no quadro de leitura, ou ainda, mutações 
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sem sentido (TSUI, 1992). Mutações da classe II causam um defeito no processamento 

da proteína, onde a glicosilação é apenas parcial, provocando a degradação precoce 

desta proteína. Nesta classe encontramos a grande maioria das mutações da FC, 

incluindo a mais comum, a deleção Af'508 (WELSH; SMITH, 1993). As mutações da 

classe III não provocam problemas no processamento da proteína, porém, há um 

defeito na regulação do canal. Estas alterações ocorrem nos NBFs, causando uma 

diminuição na freqüência de abertura do canal ou uma resposta anormal ao ATP 

(ANDERSON; WELSH, 1992). Na classe IV verificamos um defeito na condução, 

onde um número de mutações nos MSDs produzem canais corretamente localizados e 

com regulação normal, porém, devido a formação anormal do poro do canal, a 

quantidade de cloro que atravessa a membrana está diminuída, geralmente em 1/3 da 

capacidade normal. Finalmente na classe V encontramos as mutações que causam uma 

diminuição na quantidade de RNAm funcional (WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; 

TSUI, 1995) (fig. 9) (fig. 10). 

FIGURA 10. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS QUATRO CLASSES DE 
ANORMALIDADES NO PROCESSAMENTO DA CFTR GERADAS 
POR MUTAÇÕES EM CFTR 
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Alguns pesquisadores têm tentado fazer uma correlação entre o tipo de 

mecanismo mutacional e o fenótipo. Contudo, como já mencionado, a grande 

variabilidade clínica encontrada entre os pacientes, especialmente a pulmonar, e a 

existência de heterozigotos compostos dificulta o estabelecimento desta correlação. 

Mesmo com estes problemas, de acordo com o defeito, espera-se que indivíduos da 

classe I e II tenham um quadro clínico grave, visto que há uma perda na localização 

celular correta da proteína. Assim sendo, mutações destas classes têm sido associadas 

com o fenótipo de insuficiência pancreática grave, como por exemplo a AF508, a 

G542X e a 1811+1.6kbA:G (WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995; 

REBOUL e cols., 2002). Em contraste, os da classe III e IV têm a proteína 

corretamente localizada, resultando em uma função residual ou anormal desta proteína 

(WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995). Na classe III encontramos 

indivíduos com suficiência (G551S) e insuficiência (G551D) pancreática, podendo 

sugerir que há um grau de regulação anormal dependendo da alteração molecular 

(CUTTING e cols., 1990; STRONG e cols., 1991). Os indivíduos pertencentes à classe 

IV apresentam uma atividade residual do canal de cloro capaz de conferi-los um 

fenótipo de suficiência pancreática. Nesta classe, alguns indivíduos (R117H) assumem 

manifestações atípicas da FC, como apenas CBAVD (ANGUIANO e cols., 1992). 

Alterações de classe V incluem mutações na região promotora que reduzem a 

transcrição, alterações em nucleotídeos promovendo splicing alternativos do transcrito 

CFTR, e substituições em aminoácidos que causam maturação ineficiente da proteína. 

Todas as mutações de classe V reduziriam a quantidade de proteína funcional 

expressa, pois, desde que uma pequena quantidade de RNAm é presumidamente 

produzida a partir destes alelos mutantes, apesar da grande quantidade de RNAm 

aberrante, um pequeno efeito funcional é esperado (ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Mesmo sabendo-se que a FC é uma doença autossômica recessiva, 

verificamos que quando um indivíduo possui um alelo para insuficiência pancreática e 

o outro para suficiência, o fenótipo é de suficiência pancreática. Desta forma, uma 

mutação “dominante” estaria conferindo a atividade parcial do canal de cloro,
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permitindo um fenótipo mais benigno (WELSH; SMITH, 1993; KULCZYCKI; 

KOSTUCH; BELLANTI, 2003) (tab. 4).

TABELA 4. CLASSES DE MUTAÇÕES EM CFTR
CLASSE DEFEITO EXEMPLOS DOMÍNIO FREQÜÊNCIA (%) CLÍNICA

Produção da
proteína: G542X NBF1 3,4 PI

I - sem sentido 390insT NBF2 2,1 PI
- muda o quadro 621+G:T MSD1 1,3 PI
de leitura
- excisão

AI507 NBF1 0,5 PI
AF508 NBF1 70 PI

II Processamento S549R NBF1 0,3 PI
A559T NBF1 - -

N1303K NBF2 1,8 PI
G551D NBF1 2,4 PI
G551S NBF1 rara PS

III Regulação G1244E NBF2 rara PI
S1255P NBF2 rara PI
G1349D NBF2 rara PI
R117H MSD1 0,8 PS

IV Condução R334W MSD1 0,4 PS
R347P MSD1 0,5 PS

FONTE: WELSH; SMITH, 1993 
NOTAS:PI = insuficiência pancreática 

PS = suficiência pancreática

1.5 Terapia Gênica e Fibrose Cística

Mesmo sendo a fibrose cística uma doença multissistêmica, a principal causa 

de morte é o deterioramento progressivo da função pulmonar como conseqüência das 

infecções e da acumulação crônica de secreções nas vias respiratórias. Assim, a 

correção do defeito genético sobre o trato respiratório constitui um objetivo prioritário.

Atualmente se utilizam duas estratégias especialmente prometedoras na terapia 

da FC. A mais direta é a expressão do gene normal ou a inserção da proteína normal 

nas células afetadas (EGAN e cols., 1992). Esta estratégia tem a vantagem de poder 

recuperar, independentemente da classe de mutação, todas as funções de CFTR. Uma
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segunda estratégia consiste em estimular outros canais de cloro na membrana apical 

dos epitélios afetados.

Em dezembro de 1992 foi aprovada nos Estados Unidos a aplicação de terapia 

gênica em afetados por fibrose cística pelo National Institutes o f Health Recombinant 

Advisory Committe. Os experimentos devem ser realizados com o total consentimento 

dos pacientes. Em cada caso, vetores são aplicados a regiões restringidas do nariz e do 

epitélio bronquial, seguindo-se intensivamente seus efeitos moleculares e 

eletrofisiológicos. Os pacientes são monitorizados para avaliar qualquer reação 

imunológica ou uma distribuição anormal do vetor. O principal benefício destes 

experimentos será conseguir informações sobre a eficácia, segurança e respostas a 

distintas doses deste sistema (COUTELLE e cols., 1995).

O defeito fisiológico em células FC pode ser corrigido através da introdução 

de uma única cópia normal do gene CFTR. De fato, somente é necessário conseguir de 

4 a 6% da expressão de CFTR no epitélio respiratório para que o defeito básico se 

corrija (RAMALHO e cols., 2002).

A transferência direta de DNA recombinante é ineficaz, portanto os genes 

devem ser introduzidos nas células epiteliais de vias respiratórias mediante vetores 

virais ou métodos químicos. A utilização de vetores retrovirais é uma metodologia 

bastante atrativa para a terapia gênica em FC, principalmente devido a sua habilidade 

de se integrar no genoma da célula hospedeira, o que pode levar a uma expressão 

duradoura e, talvez, a cura. Entretanto a utilização de retrovírus para transferência 

gênica para o epitélio respiratório tem estado limitada pelos baixos títulos obtidos e 

pela necessidade de proliferação celular (JOHNSON, 2001)

Os adenovírus são atualmente mais utilizados, já que não necessitam da 

divisão da célula hóspede para a expressão e apresentam tropismo para as células 

pulmonares. Entretanto, ao não se integrar no genoma celular é necessário realizar 

repetidas infecções. Atualmente, testes clínicos com aerosol em pacientes FC têm sido 

conduzidos por cinco diferentes grupos, três deles usando vetores de adenovirus e dois 

usando lipossomos catiônicos carregando a seqüência codificadora para a proteína 

CFTR. O desenvolvimento desta pesquisa tem demonstrado que a transferência gênica
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do lúmen para o epitélio respiratório já pode ser realizada in vivo, mas ainda com baixa 

eficiência e por um período limitado, não atingindo ainda benefícios clínicos (O’DEA; 

HARRISON, 2002; GRIESENBACH; ALTON, 2001; GRIESENBACH e cols., 

2002).

Nos primeiros experimentos com adenovírus se conseguiu insertar DNAc- 

CFTR humano em células epiteliais do trato respiratório de rato, obtendo a correção do 

transporte de cloro durante seis semanas (ROSENFELD e cols., 1992). 

Posteriormente, foram realizados experimentos de transfecção com adenovírus em 

modelos xenógrafos (de epitélio bronquial humano) observando-se a expressão estável 

de níveis elevados de proteína CFTR humana (ENGELHARDT e cols., 1993). Algum 

tempo atrás se conseguiu, mediante a transfecção com adenovírus, corrigir 

temporariamente o defeito no transporte de cloro no epitélio nasal de afetados por 

fibrose cística (ZABNER e cols., 1995a); assim como demonstrar que a transfecção 

repetida de DNAc-CFTR no epitélio do trato respiratório de primatas é eficaz e 

clinicamente segura (ZABNER e cols., 1995b).

Os cromossomos artificiais de mamíferos (MAC) tem como principais 

vantagens a capacidade de segregação em células de mamíferos (por terem telômeros e 

centrômeros), uma expressão fisiologicamente controlada, a integração de fragmentos 

de DNA de grande tamanho (várias centenas de kilobases) e a não integração no 

genoma da célula hospedeira (HUXLEY, 1994). Entretanto, os conhecimentos sobre a 

replicação e segregação dos cromossomos em células de mamíferos não são, ainda, 

suficientes para a construção de MACs, devido ao fato de que esta tecnologia está no 

início de seu desenvolvimento.

Apesar do gene ter sido clonado há mais de 13 anos, ainda não se obteve um 

método seguro e eficiente para terapia gênica em fibrose cística. Para isto, ainda existe 

a necessidade de um melhor conhecimento da relação entre genótipo e fenótipo e de 

um conhecimento mais aprofundado de como é e qual é a ação dos genes moduladores 

nos fenótipos FC. Com um maior avanço neste sentido, metodologias mais eficientes 

de terapia poderão ser obtidas.
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2 Material e Métodos

2.1 Famílias Estudadas

Foram estudados os cromossomos de 79 indivíduos brasileiros afetados pela 

doença fibrose cística bem como os cromossomos dos pais destes indivíduos a fim de 

identificar as fases dos haplótipos dos seis marcadores genéticos analisados, que 

possibilitaram as análises de ligação entre os marcadores e as mutações e investigação 

da origem étnica da mutação. Também foram estudados cromossomos normais de 

indivíduos da população brasileira a fim de se identificar quais são os haplótipos de FC 

presentes na população geral, bem como suas freqüências. Para isto, foi realizado o 

estudo de famílias a fim de se identificar os haplótipos existentes.

O material biológico estudado foi o DNA destes indivíduos. As famílias foram 

obtidas por contato com as associações estaduais de Fibrose Cística e por contato 

direto com médicos dos estados do PR, SC e MG. O termo de anuência (apêndice 1), 

as fichas com os dados clínicos (apêndice 2) e étnicos (apêndice 3), foram levantados 

diretamente com as famílias ou através dos médicos responsáveis.

Dados fenotípicos clássicos, como a pigmentação do abdômen, a cor e o tipo 

de cabelo e a conformação do nariz e dos lábios, foram utilizados para a caracterização 

dos indivíduos afro-brasileiros (KRIEGER e cols., 1965; AZEVÊDO, 1980; 

AZEVÊDO e cols., 1982). Foram também tomados cuidados como questionamentos 

sobre parentes com suspeita e/ou diagnóstico da doença, e análise de sobrenomes, para 

incluir apenas indivíduos não aparentados.
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2.1.1 Ind iv íduos N orm ais

2.1.1.1 Heterozigotos Euro-Brasileiros

Como euro-brasileiros foram incluídos todos os indivíduos que apresentaram 

coloração clara da pele e descendência européia. Foram incluídos como heterozigotos 

euro-brasileiros todos os pais de pacientes euro-brasileiros, estes últimos com 

diagnóstico clínico-laboratòrial de FC nascidos nos Estados do PR e SC, sendo que no 

PR foram analisados 60 genitores e em SC 45. O cromossomo selvagem dos pais dos 

pacientes foi utilizado como cromossomo "normal" para estudo dos marcadores 

internos do gene CFTR, sendo denominados de “cromossomo normal”.

2.1.1.2 Heterozigotos A fro-Brasileiros

Como affo-brasileiros foram incluídos todos os indivíduos que apresentaram 

coloração escura da pele e provável descendência africana. Foram incluídos como 

heterozigotos affo-brasileiros todos os pais affo-brasileiros de pacientes afro- 

brasileiros, estes com diagnóstico clínico-laboratorial de FC do Estado de MG, 

totalizando 30 amostras. O cromossomo selvagem dos pais dos pacientes affo- 

brasileiros foi utilizado como cromossomo "normal" para estudo dos marcadores 

internos do gene CFTR na população afro-brasileira, sendo denominados de 

“cromossomo normal”.
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2.1.2 Pacientes

2.1.2.1 Pacientes Euro-Brasileiros

A amostra foi composta por 56 pacientes com diagnóstico clínico-laboratorial 

confirmado de FC, em acompanhamento ou diagnosticados durante o período de 

estudo. Foram coletadas amostras de sangue de pacientes nascidos no PR (33) e SC 

(23).

Foram selecionados todos os indivíduos que tinham história pregressa de 

pneumopatia de repetição e/ou quadro de insuficiência pancreática, caracterizada por 

presença de gordura nas fezes determinado por pelo menos dois exames Sudam III 

positivos. E duas dosagens de cloro no suor com valores maiores ou igual a 60 mEq/1, 

medidos pela técnica de Gibson (iontoforese pela pilocarpina) (GIBSON; COOK, 

1959).

Nos casos em que mais de um membro da família era afetado, foi incluído 

sempre o paciente mais velho, e apenas um indivíduo por família.

Os cromossomos dos indivíduos afetados, e que, portanto apresentaram 

mutação, foram denominados de “cromossomos mutados”.

2.1.2.2 Pacientes A fro-Brasileiros

Foram analisadas 23 amostras de pacientes afro-brasileiros nascidos com FC 

no Estado de MG, selecionados pelos mesmos critérios descrito para o grupo de 

pacientes euro-brasileiro.
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2.2 Extração de DNA

A extração de DNA foi realizada a partir de sangue total de acordo com a 

metodologia descrita por JOHN e cols. (1990) e modificada por LAHIRI e 

NURNBERGER JR (1991). A técnica descrita abaixo se baseia nas seguintes etapas 

para a obtenção de DNA: lise das hemáceas; lise dos núcleos dos linfócitos; retirada 

das proteínas através da precipitação destas; precipitação do DNA; lavagem do DNA e 

diluição em tampão TE (0,5 ml de Tris 1 M, 0,5 ml de EDTA 0,1 M e completar com 

água bidestilada até 50 ml).

Em um tubo falcon de 15 ml (Becton Dick.) colocou-se o creme leucocitário 

proveniente de 5ml de sangue e completou-se para 10ml de volume com solução 

TKM1 (descrito abaixo) e 125 ] L t l  do detergente Nonidet P-40 (Sigma). Inverteu-se 

lentamente o tubo, várias vezes, para misturar bem o detergente, e centrifugou-se a 

4000 rpm por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, virando o tubo lentamente 

deixando o "pellet"; completou-se novamente o tubo para 10 ml de volume com 

solução TKM1, ressuspendeu-se o "pellet" com pipeta pasteur (Fisher) e centrifugou- 

se o tubo a 4000 rpm por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se 

delicadamente o "pellet" com micropipeta (Gilson), adicionando 800 pl de solução 

TKM2 (descrito abaixo), passou-se tudo para um tubo eppendorf de 1,5 ml (Nalgene) 

e adicionou-se 50 pi de SDS (Merck) a 10%. Este material ficou encubado em banho- 

maria (Fanen 100) a 55°C por 20 minutos. Tirou-se do banho-maria, adicionou-se 300 

pl de NaCl (Merck) saturado (6M) e centrifiigou-se o tubo a 12.000 rpm por 10 

minutos (microcentrífuga Fanen 212). Virou-se o sobrenadante para um tubo de ensaio 

(sobrenadante contendo o DNA, precipitado contendo as proteínas) e adicionou-se 2 

volumes de etanol (Merck) 100% gelado. O tubo de ensaio, então, foi invertido várias 

vezes, até o DNA precipitar. O DNA foi “pescado” com ponteira de micropipeta com a 

ponta cortada, lavado com etanol 70% e transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml, 

o qual ficou na estufa à 37°C (Fanen 315) até o restante do etanol evaporar.
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Ressuspendeu-se o DNA em aproximadamente 200|nl de tampão TE e este ficou no 

banho-maria a 55°C, por 45 minutos, e depois na geladeira por 3 dias.

QUADRO 1 - SOLUÇÕES UTILIZADAS PARA EXTRAÇÃO DE DNA

TKM1
Tris-HCl pH 7.6 1,0M 5,0 ml
KC1 (Merck) 1,0M 5,0 ml
MgCl2 (Merck) 1,0M 5,0 ml
EDTA (Merck) 0,1M 10,0 ml
H20  bidestilada até completar o volume de 500 ml

TKM 2
Tris HCl pH 7.6 1,0M 0,5 ml
KC1 1,0M 0,5 ml
MgC12 1,0M 0,5 ml
EDTA 0,1M 1,0 ml
NaCl 1,0M 20,0 ml
H20  bidestilada até completar o volume de 50ml

2.3 Reação em Cadeia da DNA Polimerase (PCR)

A PCR se baseia na amplificação seletiva in vitro de regiões específicas de 

DNA (SAIKI e cols., 1988) e consiste em sucessivos ciclos de desnaturação da dupla 

fita, hibridação (anelamento) com oligonucleotídeos e extensão da cadeia de DNA 

mediante a ação da Taq polimerase. Esta técnica apresenta vantagens consideráveis 

frente a outros métodos de análise molecular: necessita pequena quantidade de 

amostra, realiza-se em poucas horas e, de maneira geral, não necessita da utilização de 

isótopos radioativos.

2.3.1 Protocolo

A PCR permite a amplificação de fragmentos desde aproximadamente 50 pb 

até mais de 3.000 pb e, para cada fragmento de DNA que se quer amplificar, deve-se
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ter em conta suas características próprias, principalmente as quantidades das diferentes 

bases que a molécula contém, características estas que incidem sobre as distintas 

variáveis do processo. É necessário, portanto, otimizar as condições para cada 

fragmento em particular. As condições mais gerais são:

• Colocar em um tubo de 250|Lil e para um volume final de IOOjliI: 200jnM 

de dNTPs; 50pmol de cada oligonucleotídeo; 50mM de KC1; lOmM de 

This-HCl, pH 8,3; 2mM de MgCl2; e 2 U de Taq DNA polimerase.

• Colocar 5 min a 95°C.

• 35 ciclos de : desnaturação (3 Os a 95°C)

hibridação (30-40s a 48-56°C) 

extensão (30s-2min a 72°C)

• Extensão final 5min a 72°C

Os parâmetros que variam são a temperatura de hibridação e o tempo de 

extensão. A temperatura de hibridação depende da seqüência do oligonucleotídeo e se 

calcula (em °C) de acordo com a fórmula: T= [4(G+C) + 2(A+T)] -  4. O tempo de 

extensão depende do tamanho do fragmento a amplificar e se calcula com base na 

relação lmin / kb.

2.3.2 Condições

Na amplificação dos éxons (e regiões intrônicas flanqueantes) do gene CFTR 

utilizou-se, preferencialmente, os oligonucleotídeos descritos por Zielenski 

(ZIELENSKI e cols., 1991b). Entretanto, levando-se em conta as diferentes técnicas 

nas quais se utiliza a PCR (SSCA, DGGE, sequenciamento e PCR de mutagênese), 

outros oligonucleotídeos foram desenhados para determinados éxons. As condições 

ótimas de PCR (tab. 5) são:

-  (A) desnaturação 30s a 95°C; hibridação 30s a 56°C; extensão 30s a 

72°C.

-  (B) desnaturação 30s a 95°C; hibridação 40s a 48°C; extensão 40s a 

72°C.
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TABELA 5. CONDIÇÕES DE PCR E OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS 
NAS AMPLIFICAÇÕES DOS 27 ÉXONS DO GENE CFTR E SUAS 
SEQÜÊNCIAS INTRÔNICAS FLANQUEANTES

continua

EXON OLIGONUCLEOTIDEOS USADOS CONDIÇÃO DE 
PCR

1

2

3

4

5

6a

6b

7

8

9

10 

11  

12 

13

14a

14b

15

I1D9: GCACCCAGAGTAGTAGGTCT 
11-3: ACACCGCCCTCCTCTTTCGTG

2i-5
2i-3

3i-5
3i-3

CCAAATCTGTATGGAGACCA
TATGTTGCCCAGGCTGGTAT

CTTTGGGTTAATCTCCTTGGA
ATTCACCAGATTTCGTAGTC

I4D1: CTTGTGTTGAAATTCTCAGGG 
I4R1: CAGCTCACTACCTAATTTATGA

I5D1: GAGAAGATAGTAAGCTAGAT 
I5R1: TATTAACAACAGGCTAAGGT

6ai-5: TTAGTGTGCTCAGAACCACG 
6ai-3: TGGAATGAGTCTGTACAGCG

I6bDl: AATAATGCCCATCTGTTGAATAA 
6bi-3: GAGGTGGAAGTCTACCATGA

I7D1: ACACTGGTACTTTCATTGT 
I7R1: AGAGAAATGCTAGGAAAAG

I8D1: AATTCATATATAAGATGTAGCAC 
I8R1: GAGTGATCCTCCTTCCAGT

9i-5: TAATGGATCCATGGGCCATGT
9i-3: ACCAGTGTTGAATGTGGTGCA

lOi-5: GCAGAGTACCTGAAACAGGA 
lOi-3: CATTCACAGTAGCTTACCCA

I11D1: TTCAGCAATGTTGTTTTTGACCAAC 
I11R1: TTACAGCAAATGCTTGCTAGACCA

12Í-5: GTGAATCGATGTGGTGACCA 
12Í-3: CTGGTTTAGCATGAGGCGGT

13i-5: TGCTAAAATACGAGACATATTGCA 
13aRl: CAGAATCTGGTACTAAGGACAG

13bDl: CTCAATCCAATCAACTCTATACGAA 
13i-3: TACACCTTATTCCTAATCCTATGAT

I14aDl: ACACTTAGATTCAAGTAATACTAT 
14ai-3: AAAAGGTATGCCACTGTTAAG

I14bDl: CATCAAATGGTGTGATGTGAA 
I14bRl: TACATACAAACATAGTGGATTAC

15Í-5: GTGCATGCTCTTCTAATGCA 
15i-3: AAGGCACATGCCTCTGTGCA

A

A

B

A

A

B

A

A

A

A

A

A

A

B

A

A
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conclusão
/
Exon Oligonucleotídeos usados Condição de PCR

16 I16D1: AATGCGTCTACTGTGATC 
I16R1: CGAATAGACAGGACTTCAA

B

17a 17ai-5: GAATGTGCACATGTACCCTAA 
I17aRl: GAATCTCAAATAGCTCTTATAGC

A

17b 17bi-5: TTCAAAGAATGGCACCAGTGT 
17bi-3: ATAACCTATGAAATGCAGCA

A

18 18Í-5: GTAGATGCTGTGATGAACTG 
18Í-3: AGTGGCTATCTATGAGAAGG

A

19 I19D2: ATTTCCTGTTAGTTCATTGAAAA 
119R2: GTTCAGACTCTGCAAATTAAA

A

20 20Í-5: GGTCAGGATTGAAAGTGTGCA 
20Í-3: CTATGAGAAAACTGCACTGGA

A

21 21i-5: AATGTTCACAAGGGACTCCA 
21 i-3: CAAAAGTACCTGTTGCTCCA

A

22 I22D2: CATAAGCTTTCAGAACTCCTG 
22Í-3: TGTCACCTAGAAGCAGGCAT

A

23 I23D1: GAACAATAGACATATTATCAAGG 
I23R1: GTGAGATTGTTATCAAGAATTAC

A

24 24Í-5: GGACACAGCAGTTAAATGTTG 
I24R1: AGGTAACTGTTCCACGAGCT

A

FONTE: ZIELENSKI e cols., 1991b

2.3.3 PCR Sítio-Dirigida

É uma modificação da PCR (HALIASSOS e cols., 1989). Nesta metodologia é 

introduzida uma alteração na seqüência do fragmento amplificado ao ser utilizado um 

oligonucleotídeo que tem uma base não correspondente a seqüência com a qual deve 

se unir. Este tipo de PCR é utilizado quando se quer criar um sítio de restrição para 

uma endonuclease com a finalidade de se poder facilitar a análise de um polimorfismo 

ou de uma mutação.

No desenho do oligonucleotídeo deve-se levar em conta que o único 

nucleotídeo que não pode ser alterado é o da extremidade 3’. Também deve-se
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observar que a mutação ou o polimorfismo a ser analisado não deve estar incluído na 

seqüência do oligonucleotídeo.

As condições de amplificação são iguais as da PCR normal. Este tipo de PCR 

foi utilizado na análise das mutações: V232D (utilizou-se a enzima Hinf I) e 

711+5G:A (utilizou-se a enzima Bsa I)

2.3.4 PCR interna ou nested -PCR

É uma outra modificação da PCR. É utilizada para se obter uma maior 

especificidade. A nested-PCR é a realização de uma segunda PCR partindo-se de uma 

PCR anterior, utilizando-se, pelo menos, um nucleotídeo interno. Este tipo de PCR foi 

utilizado na análise do marcador IVSt6-9(n), já que apresenta uma elevada homologia 

de seqüência com pelo menos 40-50 regiões do DNA (ESTIVILL, comunicação 

pessoal).

As condições são as mesmas da PCR normal, utilizando-se 1-2jll1 do produto 

da PCR prévia.

2.4 Análise dos Marcadores

O marcador IVSóaGATT foi analisado através de uma reação de PCR 

contendo 200 ng de DNA genômico; 400 pM de dNTP; 10 pmol dos oligonucleotídeos 

iniciadores 6ai-5 e 6ai-3 (tab. 6); 50 mM de KC1; 10 mM de Tris -HC1, pH 8,3; 1,5 

mM MgCb e 2 U de Taq DNA polimerase em um volume total de 25 jllI. As condições 

são as mesmas da PCR normal, utilizando-se as temperaturas de 50°C para anelamento 

dos oligonucleotídeos iniciadores por 50 segundos e 72°C para extensão da cadeia por 

1 minuto e 30 segundos. Após a amplificação, 20 |rl do produto de PCR foram 

misturados à uma solução contendo 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno 

cianol e 40% (p/v) de sacarose em água (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
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1989) e foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de acrilamida a 12%, 

sendo submetido a uma voltagem de 200 V por um período de aproximadamente 23 

horas. Depois de realizada a corrida o gel foi corado com uma solução de 0,01% de 

brometo de etídio na concentração de 10 mg/ml. O tamanho dos alelos foi determinado 

através de comparação com controles de indivíduos que já apresentam os seus alelos 

caracterizados e que correram junto com as amostras.

Os microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA foram analisados em 

uma reação de PCR múltipla baseada na técnica descrita por Morral e Estivill 

(MORRAL; ESTIVILL, 1992). Duzentos nanogramas de DNA genômico foram 

amplificados através da técnica de PCR com 400 |LiM de cada dNTP; 10 pmol dos 

oligonucleotídeos iniciadores AC8R4, AT17R1.2 e AC17R2; 1,5 pmol do iniciador 

AC8D3, 3 pmol do iniciador AT17D1.2 e 0,5 pmol do iniciador AC17D2.2 (tab. 6); 50 

mM de KC1; 10 mM de Tris -HC1, pH 8,3; 1,5 mM MgCl2 e 2 U de Taq DNA 

polimerase em um volume total de 25 fxl. As condições são as mesmas da PCR normal, 

utilizando-se as temperaturas de 50 °C para anelamento dos oligonucleotídeos 

iniciadores por 40 segundos e 74 °C para extensão da cadeia por 50 segundos. Parte do 

produto da reação foi misturado com uma solução de formamida, aplicado em um gel 

de acrilamida a 6% com uréia e submetido a uma voltagem de 1500 V por um período 

de aproximadamente 3 horas e meia. Depois de realizada a corrida o gel foi corado 

com prata como posteriormente será descrito. O tamanho dos alelos foi determinado 

através de comparação com controles de indivíduos que já apresentam os seus alelos 

caracterizados e que correram junto com as amostras.

O marcador IVS8-T(n) foi analisado através de uma reação de nested-?CR, 

com a primeira PCR contendo 200 ng de DNA genômico; 400 fiM de dNTP; 10 pmol 

dos oligonucleotídeos iniciadores I9D9n e E9R2 (tab. 6); 50 mM de KC1; 10 mM de 

Tris -HC1, pH 8,3; 1,5 mM MgCl2 e 2 U de Taq DNA polimerase em um volume total 

de 25 j l i I  e nas condições normais de PCR, com as temperaturas de 48°C para 

anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores por 50 segundos e 72°C para extensão da 

cadeia por 1 minuto. Para a segunda PCR foi utilizado de 1- 2jll1 de produto de PCR 

previamente amplificado; 400 pM de dNTP; 10 pmol dos oligonucleotídeos
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iniciadores I9D9n e 9i-3 (tab. 6); 50 mM de KC1; 10 mM de Tris -HC1, pH 8,3; 1,5 

mM MgCl2 e 2 U de Taq DNA polimerase em um volume total de 25 jllI e nas 

condições normais de PCR, com as temperaturas de 50°C para anelamento dos 

oligonucleotídeos iniciadores por 30 segundos e 72°C para extensão da cadeia por 40 

segundos. Para a visualização dos fragmentos foi utilizado um procedimento idêntico 

ao do marcador IVSóaGATT.

O marcador dialélico T854A4va II foi amplificado através da técnica de PCR 

obedecendo as mesmas condições anteriormente descritas para o microssatélite 

IVSóaGATT sendo que os oligonucleotídeos iniciadores são: 14ai3 e 14aDl (tab. 6). 

O fragmento de DNA amplificado foi digerido com 6 U da enzima Ava II (37 °C por 

12 horas). Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose (2%) e 

corados com uma solução de 0,01% de brometo de etídio na concentração de 10 

mg/ml.

TABELA 6. OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA OS SEIS 
MARCADORES GENÉTICOS ANALISADOS

NOME SEQÜÊNCIA
AC8R4 5’ - ACTAAGATATTTGCCCATTATCAAGT - 3 ’

AT17R1.2 5’ - GACAATCTGTGTGCATCG 3’

AC17R2 5 ’ - AAACTTACCGACAAGAGGA - 3’

AC8D3 5 ’ - TCTATCTCATGTTAATGCT - 3 ’

AT17D1.2 5’ - GCTGCATTCTATAGGTTATC - 3’

AC17D2.2 5’ - TGTCACCTCTTCATACTCAT - 3 ’

6ai-5 5’ - TTAGTGTGCTCAGAACCACG - 3 ’

6ai-3 5’ - TGGAATGAGTCTGTACAGCG - 3 ’

14aDl 5’ - ACACTTAGATTC AAGTAATACTAT - 3’

14ai3 5’ - AAAAGGTATGCCACTGTTAAG - 3 ’

I9D9n 5’ - GAGAAGATAGTAAGCTAGAT - 3 ’

E9R2 5’ - TATTAACAACAGGCTAAGGT - 3 ’

9i-3 5’ - ACCAGTGTTGAATGTGGTGCA - 3 ’
FÖNTE: CHILLON, 1994
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2.4.1 Coloração com Nitrato de Prata

A coloração com prata foi baseada na técnica descrita por Sammons 

(SAMMONS e cols., 1981) e seguiu-se o seguinte protocolo:

-  Colocou-se o gel em um recipiente e lavou-se rapidamente com dH20;

-  Retirou-se a dH20  e adicionou-se uma solução de HN03 a 1% (solução estoque 

a 65%) até que se cobrisse o gel por um período de 3 min e em agitação lenta;

-  Retirou-se a solução de HN03 e fez-se duas lavagens de 15 seg com dH20;

-  Retirou-se a dH20  e adicionou-se uma solução de AgN03 a 0,2% até que se 

cobrisse o gel por um período de 20 min em agitação lenta;

-  Retirou-se a solução de AgN03 e fez-se duas lavagens de 5 seg.com dH20;

-  Retirou-se a dH20  e adicionou-se uma solução de 2,96% de Na2C03 e 0,054% 

de formaldeído até que se cobrisse o gel e agitou-se lentamente até que a 

solução escurecesse (aproximadamente 1 min);

-  Depois de escurecida retirou-se a solução e uma solução limpa, nas mesmas 

concentrações foi acrescentada, agitou-se lentamente até que as bandas 

ficassem com a intensidade desejada;

-  Retirou-se a solução de Na2C03 e formaldeído e fez-se duas lavagens de 15 seg 

com dH20;

-  Retirou-se a dH20  e adicionou-se uma solução de ácido acético a 10% até que 

cobrisse o gel por um período de 5 minutos ou mais em agitação lenta;

-  Retirou-se a solução de ácido acético e fez-se duas lavagens de 15 seg com 

dH20;

-  Retirou-se a dH20  e adicionou-se uma solução de glicerol a 5% até que cobrisse 

o gel por um período de 10 min em agitação lenta.

2.5 Detecção de Mutações por SSCA

Em condições não desnaturantes as fitas simples de DNA adotam uma 

conformação específica e dependente de sua seqüência de nucleotídeos, o que
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determina sua mobilidade eletroforética. Este fenômeno serve de base para detectar 

alterações de seqüência em um determinado fragmento, quando este é colocado para 

correr em um gel de acrilamida não desnaturante.

A técnica de SSCA foi utilizada para a análise dos éxons: 1; 2; 4; 6a; 6b; 7; 

10; 13; 16; 17a; 19; 22 e 24. As condições dos ciclos de PCR são as descritas na tabela

5.

2.5.1 Preparo após a amplificação

Depois de terminada a PCR foi adicionado a cada tubo 90jli1 de água b i-  

destilada (ddH20).

Se o fragmento deveria ser digerido, 8 jul do produto final da diluição foi 

colocado em um tubo contendo 2,5 |ul do tampão de digestão específico da enzima e 4 

unidades da enzima. O volume foi completado para 25 jul com ddH20 , homogeneizado 

e incubado durante a noite na temperatura recomendada.

Se não havia a necessidade de digestão, foi colocado em um tubo 8 jul do 

produto final da diluição e completou-se até o volume de 25 jil com ddH20.

Após o procedimento inicial necessário foi adicionado 25 jul de tampão de 

corrida para SSCA (Formamida 95%; EDTA 20 mM pH 8,0; Azul de bromofenol 

0,05%; Xileno cianol FF 0,05%; NaOH 10 mM). As amostras foram desnaturadas (2 

min a 98°C), colocadas em gelo e lOpl foram aplicados em um gel de acrilamida.

2.5.2 Condições de Digestão e Migração

As condições para análise em SSCA foram otimizadas para cada éxon, 

utilizando Como controles 60 mutações conhecidas, amavelmente cedidas pelo 

Departamento de Genética do Institut de Recerca Oncológica do Hospital Duran I 

Reynals (Barcelona -  Espanha). O tamanho ótimo dos fragmentos que devem ser 

analisados por SSCA está ao redor de 200 nucleotídeos. Devido ao fato de que os
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fragmentos amplificados pela PCR são geralmente maiores, é necessário realizar a 

digestão com enzimas de restrição.

As enzimas utilizadas na digestão, o tempo de corrida de cada éxon e o 

tamanho dos fragmentos esperados para os éxons analisados estão apresentados na 

tabela 7. O éxon 1 não necessita digestão.

TABELA 7. ENZIMAS UTILIZADAS NA DIGESTÃO, O TEMPO DE CORRIDA 
DE CADA ÉXON E O TAMANHO DOS FRAGMENTOS 
ESPERADOS PARA OS ÉXONS ANALISADOS POR SSCA

Éxon
Oligonucleotídeos

Iniciadores

Produto
Amplificado

(pb)

Enzima de 
Restrição

Tempo de 
Corrida 
(horas)

Fragmentos 
Esperados (pb)

1 I1D9
11-3

192 S.D. 20 192

2 2i-5
2i-3

378 MboII 21 199/146/33

4 I4D1
I4R1

372 Eco NI 25 235/69/68

6a 6ai-5
6ai-3

385 ScrFI 25 236/130/19

6b I6bDl
6bi-3

331 A lu i 14 201/130

7 I7D1
I7R1

646 F okl 16 300/190/156

10 lOi-5
lOi-3

493 Xmn I 25 259/234

13 13i-5
13aRl

532 H infl 22 247/206/42/31/6

13bDl
13i-3

498 H phl 18 250/168/80

16 I16D1
I16R1

294 R sa l 20 193/101

17a 17ai-5
I17aRl

371 Mbo I 23 213/158

19 I19D2
I19R2

588 BgUI 28 322/266

22 I22D2
22i-3

339 Hae III 17 178/161

24 24i-5
I24R1

458 Eco NI 22 251/207

FONTE: CHILLON, 1994 
NOTAS: - S.D. -  Sem Digestão

- Fragmentos em negrito são os segmentos que, após a digestão,continham os éxons 
de interesse e que, portanto, foram os analisados posteriormente.



62

2.6 Detecção de Mutações por DGGE

Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) é uma metodologia 

introduzida recentemente na biologia molecular. Ela tem sido usada para detectar 

diferenças no comportamento de desnaturação de pequenos fragmentos de DNA (200 

-  700 pb) que diferem por poucos ou apenas um único par de base.

Quando a dupla fita de DNA está sujeita a um ambiente progressivamente 

desnaturante ela se funde parcialmente. Com o aumento das condições desnaturantes 

do meio o fragmento de DNA irá se dissociar completamente. Esta desnaturação física 

do fragmento de DNA não é realizada de modo semelhante a um zíper. Com a entrada 

do fragmento de DNA nas condições desnaturantes, porções pequenas do fragmento 

irão desnaturar. Como uma conseqüência desta alteração conformacional, de dupla 

para simples fita, a migração do fragmento de DNA através do gel é drasticamente 

desacelerada. O fragmento de DNA de dupla fita irá migrar mais rápido que o 

fragmento de DNA de fita simples.

Como o fragmento de DNA de fita duplá está migrando através de um 

gradiente desnaturante progressivo ele se dissocia parcial e progressivamente e sofre 

tanto uma alteração conformacional quanto de mobilidade.

Uma temperatura constante (entre 45 e 60°C) e desnaturantes químicos (um 

agente 100% desnaturante é composto de formamida a 40% e Ureia a 7,0 M) são 

utilizados na prática. Na técnica de DGGE o gradiente desnaturante é criado através de 

um aparelho específico que gera a variação desejada.

A técnica de DGGE foi utilizada para a análise dos éxons: 3; 5; 8; 9; 11; 12; 

14a; 14b; 15; 17b; 18; 20; 21; e 23. As condições dos ciclos de PCR são as descritas na 

tabela 5. Na tabela 8 são apresentados os oligonucleotídeos iniciadores utilizados, o 

gradiente de desnaturação, a voltagem, a temperatura e o tempo de corrida.
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TABELA 8. OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES, GRADIENTE DE 
DESNATURAÇÃO, VOLTAGEM, TEMPERATURA E TEMPO DE 
CORRIDA PARA OS ÉXONS ANALISADOS POR DGGE

Éxons Oligonucleotídeos
Iniciadores

Gradiente de 
Desnaturação Voltagem

Tempo de 
Corrida 
(horas)

Temperatura

3 3i-5
3i-3

10 a 60% 160V 3 50°C

5 I5D1
I5R1

10 a 60% 150V 3 45°C

8 I8D1
I8R1

10 a 60% 150V 3 45°C

9 9i-5
9i-3

10 a 50% 150V 5 55°C

11 I11D1
I11R1

10 a 60% 150V 3 50°C

12 12Í-5
12i-3

10 a 60% 160V 3 50°C

14a I14aDl
14ai-3

10 a 60% 160V 5 55°C

14b I14bDl
I14bRl

10 a 60% 150V 3 50°C

15 15Í-5
15Í-3

10 a 60% 160V 5 55°C

17b 17bi-5
17bi-3

10 a 60% 150V 3 50°C

18 18i-5
18i-3

10 a 60% 150V 3 45°C

20 20i-5
20i-3

10 a 60% 160V 5 55°C

21 21Í-5
21i-3

10 a 50% 150V 5 55°C

23 I23D1
I23R1

10 a 60% 160V 3 50°C

FONTE: CHILLON, 1994

2.7 Sequenciamento de Produtos de PCR

Nos casos em que se obteve um padrão anômalo de bandas quando da 

utilização da técnica de SSCA ou DGGE e, através da comparação com amostras
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controles que apresentavam alterações conhecidas, não se conseguiu identificar qual 

alteração estava presente na amostra partiu-se para o sequenciamento automático. 

Sequenciamento é o processo que nos permite conhecer a ordem ou seqüência 

de nucleotídeos de um fragmento de DNA. É fundamental para que se possa conhecer 

quais nucleotídeos são diferentes em um determinado fragmento, em relação a 

seqüência normal. É necessário uma quantidade importante de cópias do DNA que 

queremos sequenciar. Isto se pode conseguir mediante amplificação via PCR. 

Para o sequenciamento o fragmento a analisar foi amplificado através da PCR 

dentro das condições previamente descritas. Foi utilizado o seqüenciador automático 

373A da Applied Biosystems, composto por um aparato de eletroforese, laser e 

computador, que recolhe e analisa os dados enviados pelo laser. Como sistema de 

detecção foram utilizados didesoxinucleotídeos marcados com fluorescências distintas, 

que posteriormente são recolhidas e analisadas pelo laser. 

O procedimento utilizado foi o seguinte: 

- Amplificou-se por PCR o fragmento a sequenciar; 

- Para eliminar os nucleotídeos e oligonucleotídeos em excesso, o produto de 

PCR foi purificado. Para isto foi utilizado o sistema de purificação em coluna 

Qiaquick-spin (Quiagen, #28106); 

- Pegou-se lµg de produto; 

- Usou-se o Kit Taq DyeDeoxy™ Terminator Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems, #401113) sequindo-se o protocolo recomendado; 

- Purificou-se o produto da PCR de sequenciamento através da passagem por 

uma coluna de G-50 (30g de G-50 com 300ml de TE 10/1. Agitou-se por 30min 

a 65ºC. Substituiu-se três vezes o sobrenadante por TE 10/1 agitando-se a 65ºC. 

Autoclavou-se e o produto foi liofilizado em câmara de vácuo; 

- O produto foi ressuspenso em 5 µl de tampão (proporção de 1 :5 de EDT A 

50mM pH 8,0 e Formamida desionizada). Agitou-se. Desnaturou-se (2 minutos 

a 95ºC). Colocou-se no gelo por 5 minutos; 

- Fez-se um gel de acrilamida 6% (ver item 2.9). Pré-equilibrou-se durante 3 

minutos a 30W. Aplicou-se as amostras. Correu por 12 horas a 30W; 
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-  Os dados foram recolhidos e analisados pelos programas Collection e Analysis

da Applied Biosystems.

2.8 Eletroforese em Géis de Agarose

Os géis de agarose são utilizados para separar os fragmentos de DNA segundo 

o seu tamanho, fazendo com que ele passe através de um campo elétrico. O DNA se 

visualiza através da coloração do gel de agarose com brometo de etídeo, o qual se 

intercala entre as timinas e provoca fluorescência quando o DNA é irradiado com raios 

ultravioleta de 300nm.

Existem distintos tipos de agarose, dependendo de o que se deseja fazer com o 

DNA. Assim, para fazer a simples observação dos fragmentos de DNA foi utilizada 

uma agarose normal. Para observar fragmentos de DNA de baixo peso molecular foi 

utilizada a agarose NuSieve (FMC, #50082).

Protocolo:

-  Pesou-se a agarose na porcentagem desejada, geralmente a 1 ou 2% (a 

migração dos fragmentos é em função da concentração da agarose);

-  Disolveu-se a agarose em TBE IX (TrisHCl 90mM; Ácido Bórico 72mM; 

EDTA 2,4mM. Ajustar o pH em 8,3 com Ácido Acético);

-  Aqueceu-se a mistura em um microondas por aproximadamente 1 minuto 

(até que fosse observada uma mistura absolutamente homogênea);

-  Verteu-se a agarose sobre um molde, colocando-se um pente para que 

fossem feitos os pocinhos nos quais posteriormente foi aplicado o DNA;

-  Após solidificada, colocou-se em uma cuba de eletroforese e adicionou-se 

TBE IX até que o gel estivesse coberto;

-  Adicionou-se corante [0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol 

e 40% (p/v) de sacarose em água] na proporção de 1:6 às amostras de DNA. 

Aplicou-se as amostras nos pocinhos;
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-  Conectou-se a uma fonte elétrica. Deixou-se correr até que as bandas de 

DNA estivessem na posição adequada;

-  Visualizou-se em transiluminador.

2.9 Eletroforese em Géis de Acrilamida

Da mesma forma que a eletroforese em géis de agarose, os géis de acrilamida 

são utilizados para separar os fragmentos de DNA de acordo com seu tamanho, 

fazendo com que eles passem através de um campo elétrico. Os géis de acrilamida são 

utilizados, frente aos géis de agarose, para observar fragmentos menores de DNA ou 

para separar fragmentos com poucas bases de diferença de tamanho. A visualização do 

DNA é mediante a coloração com brometo de etídio, coloração com prata (vide item 

2.4.1), ou por fluorescência (no sequenciamento automático). A eletroforese em 

acrilamida foi utilizada para sequenciamento automático, SSCA, DGGE, visualização 

de marcadores internos do gene e visualização de bandas de DNA.

2.9.1 Protocolo geral:

Existem diferenças significativas no protocolo, tanto na composição e 

concentração da acrilamida, como nas condições de eletroforese.

-  Lavou-se os vidros com água e sabão. Os vidros podem ser grandes 

(40x45cm) ou pequenos (20x20cm). Desengordurou-se com álcool absoluto. 

Colocaram-se os espaçadores e o pente;

-  Fez-se a solução de acrilamida na porcentagem de uso (geralmente a 6%). 

Adicionou-se Persulfato de Amónio (APS - a uma concentração final de 

0,05%) e TEMED (a uma concentração final de 0,05%). Misturou-se;

-  Pegou-se a solução com uma seringa de 50ml e verteu-se entre os vidros. 

Deixou-se polimerizar por 1 hora;
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-  Colocou-se na cuba de eletroforese, adicionou-se tampão TBE IX e deixou- 

se pré-equilibrar por 30min nas condições posteriores de eletroforese;

-  Adicionou-se corante às amostras e aplicaram-se as amostras no gel;

-  O processamento posterior do gel dependeu da técnica de visualização 

utilizada (brometo de etídio, coloração com prata ou fluorescência).

2.9.2 Géis de Sequenciam ento A utom ático

A porcentagem de acrilamida utilizada foi de 6%. Fez-se previamente uma 

solução estoque de 40%. As condições de eletroforese estão descritas no item 2.7 -  

Sequenciamento de Produtos de PCR.

-  Solução estoque de 40% (19:1): 380g de acrilamida; 20g de bisacrilamida. 

Completar até 1 litro com ddH20. Dissolver por agitação a 50°C. Para 

elim inar restos de nucleotídeos com fluorescência, que interfeririam no 

laser, desionizar por agitação suave com 10g de Amberlite (Sigma, #MB- 

1 A) no escuro. Filtrar no vácuo. Armazenar no escuro a 4°C.

-  TBE 10X: TrisHCl 900 mM; Ácido Bórico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar 

o pH a 8,3 com Ácido Acético.

-  Solução 6%: 30ml de solução estoque de 40%; 100g de Urea; 45ml de 

ddH20. Dissolver 30min a 65°C. Desionizar por agitação suave com l,5g de 

Amberlite no escuro. Filtrar no vácuo. Adicionar 20ml de TBE 10X

-  Completar para 200ml com ddH20. Armazenar a 4°C no escuro.

2.9.3 Géis p a ra  SSCA

A porcentagem de acrilamida utilizada foi de 6% ou de 12%. Foi feita, 

previamente, uma solução estoque de acrilamida a 40%, com relação a relação 

acrilamida:bisacrilamida 39:1. As condições de eletroforese estão descritas no item 

2.5.
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-  Solução estoque de 40% (39:1): 390g de acrilamida; 10g de bisacrilamida. 

Completar até 1 litro com ddfUO. Dissolver por agitação a 50°C. Armazenar 

no escuro a 4°C.

-  TBE 10X: TrisHCl 900 mM; Ácido Bórico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar 

o pH a 8,3 com Ácido Acético.

-  Solução 6%: 15ml de solução estoque a 40% (30ml se a porcentagem usada 

for de 12%); lOml de TBE 10X. Completar até lOOml com ddH20. 

Adicionar glicerol se necessário. Misturar.

A visualização dos géis de SSCA foi feita através da utilização de coloração 

por prata (vide item 2.4.1).

2.9.4 Géis para DGGE

Os géis para DGGE são feitos em aparato específico, conhecidos como 

gradient maker, visto que há a necessidade de que seja formado um gradiente na 

concentração de acrilamida e de agente desnaturante no gel. Neste trabalho foi 

utilizado o BioRad Model 475 Gradient Delivery Sytem.

A concentração de acrilamida utilizada foi de 6,5% e a faixa de condição

desnaturante foi de 10 a 60% para a maioria dos éxons analisados (tab. 8). Uma

solução 100% desnaturante foi definida como aquela que continha 40% (v/v) de 

formamida mais 7,0 M de Uréia em uma solução de 6,5% de acrilamida/bisacrilamida 

(36,5:1).

Os géis foram criados seguindo-se o protocolo sugerido pela BioRad, com 

exceção da quantidade de APS (que foi de 0,8% ao invés de 1%) e de TEMED (que foi 

de 0,08% ao invés de 0,1%).

Os géis foram montados nos aparatos próprios do fabricante (formados por

vidros de 16 x 18cm e espaçadores de l,5mm). O volume final do gel foi de

aproximadamente 40ml.
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Os géis foram equilibrados (fez-se uma corrida prévia, sem amostra) a uma 

temperatura ambiente por 30 minutos. As condições de eletroforese estão descritas no 

item 2.6

-  Solução estoque de 40% (36,5:1): 365g de acrilamida; 10g de bisacrilamida. 

Completar até 1 litro com ddH20. Dissolver por agitação a 50°C. Armazenar 

no escuro a 4°C.

-  TAE 50X: 242,0g de TrisBase; 57,1 ml de Ácido Acético Glacial; lOOml 

EDTA 0,5M pH 8,0.

-  Solução 0% desnaturante: 16,25ml de acrilamida 40%; 2,0ml de TAE 50X. 

Completar até lOOml com ddH20.

-  Solução 100% desnaturante: 16,25ml de acrilamida 40%; 2,0ml de TAE 

50X; 40,0ml de formamida; 42,0g de Uréia. Completar até lOOml com 

ddH20.

A concentração de acrilamida nas soluções desnaturantes já estava na 

concentração de uso: 6,5%. Depois de realizada a corrida o gel foi corado com uma 

solução de 0,01% de brometo de etídio na concentração de 10 mg/ml e visualizado em 

câmara escura com a utilização de trasniluminador.

2.9.5 Géis p a ra  coloração  com B rom eto de E tíd io

A porcentagem de acrilamida utilizada varia de 6% a 15%. Faz-se previamente 

uma solução estoque a 40%. Este tipo de gel é utilizado para observar fragmentos 

pequenos de DNA ou separar fragmentos com poucas bases de diferença de tamanho 

(tipo microssatélites), para visualizar resultados de PCR ou digestões enzimáticas. 

Utilizam-se os vidros pequenos (20x20cm).

-  Fez-se o gel na porcentagem desejada (protocolo geral item 2.9.1);

-  Pegou-se a amostra de DNA e misturou-se com corante [0,25% de azul de 

bromofenol, 0,25% de xileno cianol e 40% (p/v) de sacarose em água] na 

proporção de 1:5;
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-  Aplicou-se as amostras no gel;

-  Correu-se a 150V durante 2-6 horas (dependendo do tamanho do fragmento 

e da porcentagem da acrilamida utilizada);

-  Separou-se os vidros e colocou-se o gel em uma solução aquosa de brometo 

de etídio (3p.g/ml) durante lOmin. Visualizou-se com o auxílio do 

transiluminador, com raios ultravioletas.

-  Solução estoque de 40% (19:1): 380g de acrilamida; 20g de bisacrilamida. 

Completar até 1 litro com ddF^O. Dissolver por agitação a 50°C. Armazenar 

no escuro a 4°C.

-  TBE 10X: TrisHCl 900 mM; Ácido Bórico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar 

opH a 8,3 com Ácido Acético.

-  Solução 6%: 15ml de solução estoque a 40%; 10ml de TBE 10X. Completar 

até lOOml com ddH20. Misturar.

2.10 Estratégias da Análise Molecular

As amostras coletadas, juntamente com os dados clínicos, étnicos e 

epidemiológicos dos pacientes, foram processadas e analisadas no Laboratório de 

Fibrose Cística do Departamento de Genética do Instituí de Recerca Oncológica (IRO) 

do Hospital Duran i Reynals, Barcelona, Catalunha, Espanha de fevereiro a outubro de 

1996. Após esta data, as análises foram concluídas no Laboratório de Polimorfismos e 

Ligação Humana do Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná e 

no Centro de Aconselhamento e Laboratório de Genética -  Genetika.

A identificação dos marcadores, dos polimorfismos e das mutações presentes 

na amostra, ocorreu em várias etapas:

1. Análise dos microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA em todas 

as amostras de afetados e nos respectivos pais, para que se pudesse 

levantar os haplótipos dos marcadores em questão;
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2. Análise da mutação AF508 em pacientes e seus pais;

3. SSCA para os éxons 1; 2; 4; 6a; 6b; 7; 10; 13; 16; 17a; 19; 22 e 24 nos 

indivíduos afetados e que ainda não apresentavam as duas mutações 

identificadas;

4. Análise das alterações encontradas;

5. Identificação da mutação -  sequenciamento e digestão;

6. Análise das mutações encontradas nos genitores para que se pudesse 

saber a origem;

7. DGGE para os éxons 3; 5; 8; 9; 11; 12; 14; 15; 17b; 18; 20; 21; e 23 nos 

indivíduos afetados e que ainda não apresentavam as duas mutações 

identificadas;

8. Identificação da mutação -  sequenciamento ou digestão

9. Análise das mutações encontradas nos genitores para que se pudesse 

saber a origem;

10. Análise do marcador IVSt6-9(n) e a sua segregação

11. Análise do marcador IVSóaGATT e a sua segregação

12. Análise da segregação do marcador T854lAva II [(a identificação de 

indivíduos com este polimorfismo foi realizada durante o DGGE do éxon 

14a, onde ele é facilmente identificado. Para a sua confirmação foi 

seguido o procedimento padrão para este marcador (vide item 2.4)]

Sempre que um indivíduo tinha as suas duas mutações identificadas a análise 

genotípica era dada como concluída e passava-se para a análise dos outros marcadores 

intra-gênicos.
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2.11 Análises Estatísticas

2.11.1 F reqüência  das m utações, polim orfism os e 

m arcadores

As freqüências alélicas das variantes do gene CFTR, bem como dos 

marcadores IVS8CA, IVS17BTA, IVS17BCA, IVSóaGATT, T854lAva II, e IVS8- 

T(n) foram obtidos através da fórmula:

n

X 2 N
onde x = freqüência relativa do alelo em questão.

n = freqüência absoluta do alelo em questão.

N  = número total de indivíduos.

2.11.2 A nálise das freqüências hap ló tip icas

As freqüências haplótipicas foram calculadas por simples contagem gênica. O 

poder de associação alélica foi descrito pelo coeficiente de desequilíbrio padronizado 

(KRAWCZAK e cols., 1988) e calculado como k(l-k) (q-p) / [k(l-k)] [(l-k)p +kq] [1- 

(l-k)p-kq]!/2, aonde p e q denotam as freqüências do marcador ou haplótipo em 

cromossomos com alelos selvagens (p) e alelos mutados (q) respectivamente, e k foi a 

freqüência de mutações da fibrose cística na população estudada. Para análises 

envolvendo apenas dois fatores, foram utilizados Teste do qui-quadrado ou Teste de 

Fischer.
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2.11.3 Desequilíbrio de Ligação

Os coeficientes de desequilíbrio de ligação (A) para pares de loci foram 

calculados como detalhado por MATTIUZ e cols. (1970), através da fórmula:

V n V n n

onde: n = número total de indivíduos genotipados para ambos os loci.

a,b,c,d = número de indivíduos com combinações genotípicas particulares 

de dois alelos Si e Sj: IBM, t í  X , X &  e X X respectivamente.

O desequilíbrio de ligação relativo (AR) é definido como a proporção do 

desequilíbrio com relação a um valor máximo de desequilíbrio e é expresso pela 

fórmula:

A 
AR =

|A m á Jtj

onde Amáx é expresso para um haplótipo AiBj de 2 loci como (IMANISHI e cols., 

1992):

Amáx = freqüência do alelo menos comum (ai ou bj ) menos o produto deles 

quando A for maior ou igual a 0.

Amáx = maior valor entre 0 ou (ai + bj - 1) menos o produto dos alelos ai e bj 

quando A for menor que 0.

Sendo que AR sempre assumirá valores entre -1 e +1.

A significância do desvio foi determinada pelo método de qui-quadrado.

Para obtenção dos valores de desequilíbrio de ligação, foi utilizado o programa 

DESLIG (PROBST e cols., 2000).
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3 OBJETIVOS

1. Determinar em pacientes euro-brasileiros com FC proveniente de 2 

estados brasileiros (Estados do Paraná e Santa Catarina) e em pacientes afro- 

brasileiros provenientes do Estado de Minas Gerais, a freqüência gênica das mutações 

no gene CFTR;

2. Determinar a freqüência dos haplótipos formados pelos seis marcadores 

intra-gênicos em CFTR em cromossomos mutados para os grupos continentais euro- 

brasileiro e afro-brasileiro;

3. Determinar a freqüência dos haplótipos formados pelos microssatélites 

IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA em CFTR em cromossomos normais e mutados 

para os grupos continentais euro-brasileiro e afro-brasileiro;

4. Tentar identificar novas mutações e novos polimorfismos no gene CFTR;

5. Estabelecer um painel de freqüências de mutações e haplótipos do gene 

da fibrose cística na população brasileira para os grupos continentais euro-brasileiro e 

afro-brasileiro;

6. Analisar se existe correlação entre os haplótipos dos marcadores internos 

do gene com as mutações nas amostras analisadas;

7. Tentar identificar possíveis mutações nos microssatélites com a 

conseqüente geração de alelos novos nas amostras analisadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Marcadores Intra-Gênicos de CFTR

4.1.1 Freqüência alélica dos marcadores IVSóaGATT,  

IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava  II, IVS17bTA, e 

IVS17bCA

Na tabela 9 é apresentada a freqüência alélica dos marcadores IVSóaGATT, 

IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava II, IVS17bTA, e IVS17bCA classificados por grupo 

continental, em cromossomos normais e em cromossomos mutados.

O tetranucleotídeo IVSóaGATT tem, como descrito anteriormente (CHEHAB 

e cols., 1991; GASPARINI e cols., 1991),somente dois alelos comuns com seis e sete 

repetições, sendo que a freqüência média destes dois alelos em cromossomos normais 

de populações de origem européia é de 28,47% e 71,53% para o alelo 6 e 7 

respectivamente (MORRAL e cols., 1996; MATEU e cols., 2001). Este marcador não 

foi tipado em cromossomos normais, apenas nos cromossomos mutados e as suas 

freqüências foram de 38,89% (alelo 6) e de 61,11% (alelo 7) no grupo euro-brasileiro. 

No grupo afro-brasileiro foi encontrado apenas o alelo 6, porém só foram analisados 4 

cromossomos.

O microssatélite IVS8CA teve uma distribuição não uniforme de seus alelos, 

sendo que os alelos 16 e 17 corresponderam a 76,09% da freqüência global deste 

marcador. Os alelos encontrados variaram de 14 a 26 repetições. O alelo mais
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TABELA 9. FREQUENCIA ALÉLICA DOS MARCADORES NS6aGATI, 
IVS8CA, IVS8-T(n), T854/AVA II, IVS17bTA, E IVS17bCA 

Marcador 

NS8CA 

Ale lo 

14 
15 
16 
17 
18 
19 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

Euro-brasileiros 
continua 

Afro-brasileiros 
mutados normais 

":4 ';, ;• 100,00 NT,;: · 
.• ,o, .. :::·.::;;·: .:.o."•·~· .. , NT' 
o 0,00 o 
o 0,00 o 

25 59,52 23 
7 16,67 5 
o 0,00 o 
1 2,38 o 
o 0,00 1 
1 2,38 o 
7 16,67 4 
o 0,00 o 
1 2,38 o 
o 0,00 o 
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conclusão 

Euro-brasileiros Afro-brasileiros 
Marcador 

IVS17bTA 

IVS17bCA 

FONTE: o autor 

Ale lo 

42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
55 
11 
13 
14 
16 
17 
18 
19 
20 
22 

mutados1 

n 
o 
o 
2 
.1 
1 
1 
·l 
o 
o 
2 
95 
5 
1 
8 
o 
1 
o 
o 

1 % 
0,00 
0,00 
1,79 
0,89 
0,89 
0,89 
0,89 
0,00 
0,00 
1,79 

84,82 
4,46 
0,89 
7,14 
0,00 
0,89 
0,00 
0,00 

normais 1 

n 1 % 
o 0,00 
1 0,97 
3 2,91 
1 0,97 
7 6,80 
2 1,94 
o 0,00 
o 0,00 
2 1,94 
5 4,72 

72 67,92 
3 2,83 
o 0,00 
24 22,64 
o 0,00 
o 0,00 
1 0,94 
1 0,94 

mutados1 

n 
1 
o 
o 
1 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

27 
2 
2 
9 
2 
o 
o 
o 

1 % 
2,50 
0,00 
0,00 
2,50 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 

64,29 
4,76 
4,76 

21 ,43 
4,76 
0,00 
0,00 
0,00 

NOTAS: -
1
mutados e normais referem-se aos cromossomos mutados e normais. 

- NT - não-testado 
- n - número de cromossomos encontrados para cada marcador 

normais1 

n 
1 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
1 
o 
o 
18 
1 
4 
7 
2 
o 
o 
o 

1 % 
3,03 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
3,03 
0,00 
0,00 
56,25 
3,13 
12,50 
21 ,88 
6,25 
0,00 
0,00 
0,00 

freqüente em todos os grupos foi o de 16 repetições, com exceção do sub-grupo euro­

brasileiro de se, que teve no alelo 17 o seu alelo mais freqüente (56,52%). 

O marcador IVS8-T(n) apresentou, na análise dos cromossomos mutados, 

apenas dois dos três alelos já descritos, sendo que o mais freqüente no grupo euro­

brasileiro foi o alelo 9 (67,03%) e no grupo afro-brasileiro foi o alelo 7 (60%). Entre 

os cromossomos normais foram encontrados os três alelos descritos previamene. Tanto 

no grupo euro-brasileiro como no afro-brasileiro o mais freqüente foi o alelo 7, sendo 

que no grupo euro-brasileiro ele apresentou uma freqüência de 81 ,82% e no grupo 

afro-brasileiro a freqüência encontrada foi de 100%, porém neste último foram 

analisados somente 4 cromossomos. 

O microssatélite IVS17bTA é extremamente polimórfico. Os alelos 

encontrados variaram de 7 a 45 nos cromossomos mutados e de 7 a 55 nos 
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cromossomos normais. Este marcador apresenta uma distribuição multimodal e está 

normalmente distribuído em quatro grupos descontínuos (MATEU e cols., 2001). Nas 

amostras analisadas os grupos ficaram assim distribuídos: alelo 7 (e 8 em um 

cromossomo), alelos 19-25, 27-38 e 41-55. Na média, o grupo 27-38 foi o mais 

freqüente (freqüência média global = 77,86%, entre os cromossomos mutados, e 

56,84% entre os cromossomos normais), e, dentro deste grupo, o alelo 31 foi o mais 

freqüente entre os cromossomos analisados. O alelo 37 não estava presente em 

nenhum dos grupos analisados. O alelo 7 foi encontrado em todos os grupos e -  com 

exceção do alelo 8 encontrado em um cromossomo -  o próximo alelo em tamanho foi 

o alelo 19. O alelo 7 foi encontrado com menor freqüência no grupo de cromossomos 

mutados euro-brasileiros (PR=7,6% e SC=6,5%). Nos demais grupos a freqüência 

deste alelo foi superior a 20,00%. No grupo de alelos 19-25, o alelo 24 foi o mais 

freqüente entre os cromossomos mutados e o alelo 25 o mais freqüente entre os 

cromossomos normais, sendo que a freqüência média deste grupo foi de 5,14% e 

7,34% para o grupo mutado e normal respectivamente. Os alelos 20 e 23 não estavam 

presentes em nenhum dos grupos analisados. O último grupo de alelos (41-55) 

apresentou uma freqüência média de 5,64% entre os cromossomos mutados e de 

13,09% entre os cromossomos normais. Neste último grupo de alelos a maioria é rara 

ou ausente, com exceção dos alelos 44, 45 e 46 (MATEU e cols., 2001).

O microssatélite IVS17bCA teve nove alelos encontrados, variando de 11 a 22 

repetições. O alelo mais freqüente em todos os grupos analisados foi o de 13 

repetições, que apresentou freqüências de 79,22% entre os cromossomos mutados e de 

65,22% entre os cromossomos normais.

A análise do marcador dialélico T854lAva II mostrou que este é polimórfico 

em todos os grupos de cromossomos mutados analisados. Novamente este marcador 

não foi analisado no grupo de cromossomos normais. O alelo 1 (ausência do sítio de 

restrição para a enzima Ava II) foi encontrado com freqüências de 48,00% (afro- 

brasileiros), 79,25% (euro-brasileiros -  PR), e 84,85% (euro-brasileiros -  SC).

Devido a problemas técnicos não foi possível identificar o alelo presente em 

2,53% dos cromossomos mutados e em 3,47% dos cromossomos normais para o
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microssatélite IVS8CA; em 4,40% dos cromossomos mutados e em 7,48% dos 

cromossomos normais para o microssatélite IVS 17bT A; em 2,53% dos cromossomos 

mutados e em 4, 17% dos cromossomos normais para o microssatélite IVS 17bCA. 

4.1.2 Comparação Estatística das Freqüências Alélicas 

A tabela 1 O apresenta a comparação estatística das freqüências alélicas entre 

cromossomos de indivíduos afetados de diferentes grupos continentais para três 

microssatélites internos do gene CFTR: IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA. 

TABELA 10. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS8CA, 
IVSl 7bTA E IVSl 7bCA ENTRE CROMOSSOMOS MUT ADOS DE 
DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS 

8 
1 
o 
4 
1 
o 
3 
7 

50 
14 
8 
5 
2 

2 

ZcG.L.) 

2 
o/ = 32,21 

A.-(2 1) 

continua 

Significância 

ns 



IVS17bTA 36 

FONTE: o autor 

38 
41 
42 
44 
45 
46 
47 
48 

1 

NOTAS: - G.L. -Graus de Liberdade 
- ns - não significativo 

o 
o 
o 
1 
o 
1 
o 
o 
o 

'"'.,9· 

2 

Z:.G.L.) 
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conclusão 

Significância 

Pela análise dos três microssatélites observou-se que apenas o IVS 17bT A não 

apresentou diferença significativa na comparação entre os afetados euro-brasileiros e 

afro-brasileiros. 

Na tabela 11 pode ser observada a comparação das freqüências alélicas dos 

marcadores IVS8CA, IVS 17bT A e IVS 17bCA entre cromossomos normais para os 

grupos euro-brasileiro e afro-brasileiro. Nesta comparação apenas o marcador 

IVSl 7bCA apresentou diferença significativa (p < 0,01). Para os outros dois 

microssatélites a diferença encontrada não foi estatisticamente significante. 

Como tanto a análise em cromossomos mutados quanto em cromossomos 

normais para o marcador IVS 17bT A não apresentou diferença significativa, as 

amostras de cromossomos normais e cromossomos mutados foram unidas e fez-se a 

análise entre eles (tab. 12). Esta análise se apresentou significativa com p < 0,01. 
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TABELA 11. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS8CA, 
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS DE 
DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS 

Marcador Alelo 

,,, 1 
"'23 

FONTE: o autor 

4 
7 
8 
19 
22 
24 
25 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
49 
55 

Cromossomos normais 
Euro-brasileiros Afro-brasileiros 

1 
1 
2 
1 
3 
o 
o 
3 
13 
20 
9 
2 
2 
3 
3 
1 
o 
1 
3 
1 
7 
2 
o 
2 

. ;5;;;[,,,~: 
72::.·:•. 

.. i < 
··'f(f ''. 

7 
o 
1 
o 
1 
1 
2 
1 
2 
4 
4 
4 
1 
2 
o 
1 
o 
1 
o 
o 
o 
o 
o 
1 
o 
o 

'18 
.,;;0(1,, 
e··:·;~''" 

NOTAS: - G.L. -Graus de Liberdade 
- ns - não significativo 

2 

2 

Aca.L.) 

y =27,74 
Â-( 24) 

Significância 

ns 
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TABELA 12. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS17bTA 
ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E MUTADOS

Marcador Alelo mutado normal
2

jjfç l } Significância

IVS17bTA 7 16 30
8 0 1
19 0 2
21 1 0
22 1 2
24 5 2
25 1 4
27 0 2
28 4 1
29 3 5
30
31

10
63

17
24

^ ,  = 54,52 p<0,01

32 15 13
33 13 3
34 6 4
35 3 3
36 1 4
38 1 0
41 1 1
42 1 1
43 0 1
44 2 3
45 2 1
46 1 7
47 1 2
48 1 0
49 0 1
55 0 2

FONTE: o autor
NOTA: - G.L. -  Graus de Liberdade

Na tabela 13 está apresentada a comparação estatística das freqüências alélicas 

entre cromossomos mutados e normais entre euro-brasileiros para os microssatélites 

internos IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA.

Esta análise mostrou diferença significativa para os três marcadores (p<0,001 - 

IVS8CA; p<0,01 - IVS17bTA; e p<0,02 IVS17bCA).
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TABELA 13. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS8CA, 
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E 
MUTADOS EM EURO-BRASILEIROS 

Marcador Alelo 
Euro-brasileiros 

Mutado Normal 

IVS17bTA 7 8 23 
8 o 1 
19 o 1 
21 1 o 
22 o 2 
24 4 1 
25 1 3 
29 3 3 
30 7 13 
31 50 20 
32 14 9 
33 8 2 
34 5 2 
35 2 3 
36 1 3 
38 1 o 
41 1 1 
43 o 1 
44 2 3 
45 1 1 
46 1 7 
47 1 2 
48 1 o 
55 o 2 

FONTE: o autor 
NOTA: - G.L. - Graus de Liberdade 

2 

2 

z.G.L.) 

z =46,63 
(23) 

Significância 

p < 0,01 
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A tabela 14 apresenta os resultados obtidos da comparação estatística entre 

cromossomos normais e mutados no grupo afro-brasileiro para os microssatélites 

IVS8CA, IVS 17bT A e IVS 17bCA. 

TABELA 14. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS8CA, 
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E 
MUTADOS EM AFRO-BRASILEIROS 

Marcador Alelo ____ A_fr_o_-_b_ra_s1_·1e_ir_o_s __ _ 
Mutado Normal 

IVS17bTA 7 8 
19 o 
22 1 
24 1 
25 o 
27 o 
28 4 
29 o 
30 3 
31 13 
32 1 
33 5 
34 1 
35 1 
36 o 
42 1 
45 1 
49 o 

FONTE: o autor 
NOTAS: - G.L. -Graus de Liberdade 

- ns - não significativo 

7 
1 
o 
1 
1 
2 
1 
2 
4 
4 
4 
1 
2 
o 
1 
1 
o 
1 

2 

Aca.L.) 
Significância 

2 Zi = 22,11 ns 
(17) 
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A análise destes três marcadores dentro de um mesmo grupo continental não 

se mostrou significativa para nenhum deles. 

Analisando-se as freqüências dos alelos do marcador IVS8-T(n) entre 

indivíduos euro-brasileiros pode-se observar que o alelo 5 está presente apenas nos 

cromossomos normais, e que o alelo 9 é o mais freqüente entre os cromossomos 

mutados. Fazendo-se uma análise estatística para este marcador dentro do grupo euro-

brasileiro (confrontando-se mutados e normais) observa-se um ~ = 30,62 , sendo que 
Â-(1) 

o valor de p fica inferior a 0,001 (tab.15). 

TABELA 15. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IVS8-T(n), 
ENTRE CROMOSSOMOS MUTADOS E NORMAIS NO GRUPO 
EURO-BRASILEIRO 

Marcador Alelo ____ E_ur_o_-_br_a_s1_·1e_ir_o_s ___ _ 
Mutados Normais 

2 

Z, Significância 
(G.L.) 

5 o 3 2 

IVS8-T(n) 7 30 63 o/ = 30,62 p < 0,001 
Â-(1 ) 

9 61 11 
FONTE: o autor 
NOTA: - G.L. - Graus de Liberdade 

A tabela 16 apresenta a comparação estatística das freqüências alélicas entre 

cromossomos de indivíduos afetados de diferentes grupos continentais para três 

microssatélites internos do gene CFTR: IVS6aGATT, IVS8-T(n), T854/Ava II. 

TABELA 16. COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE 
IVS6aGATT, IVS8-T(n) , T854/Ava II ENTRE CROMOSSOMOS 
MUTADOS DE DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS 

Marcador Alelo Cromossomos mutados 
Euro-brasileiros Afro-brasileiros 

FONTE: o autor 
NOTAS: - G.L. - Graus de Liberdade 

- ns - não significativo 

2 

Z, Significância 
(G.L.) 

2 
o/ = 2,87 ns 

Â-(1) 
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Observando-se a comparação entre os afetados dos dois grupos foi encontrada 

diferença estatisticamente significante entre os marcadores IVSóaGATT (p < 0,01) e 

T854!Ava II (p < 0,001).

4.2 Haplótipos de CFTR

No apêndice 4 podem ser observado os haplótipos formados pelos marcadores 

IVSóaGATT, IVS8CA, IVS8-T(n), T854ÍAva II, IVS17bTA, e IVS17bCA entre os 

cromossomos mutados encontrados em cada grupo continental, bem como suas 

respectivas freqüências. Nos apêndices 5 e 6 podem ser observados os haplótipos 

formados apenas pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA, assim como 

suas freqüências, sendo separados por grupo continental e em cromossomos mutados 

(apêndice 5) e cromossomos normais (apêndice 6).

O grupo euro-brasileiro teve identificado, no total, 37 haplótipos distintos 

formados pelos seis marcadores internos do gene CFTR, presentes em 63 

cromossomos. O haplótipo mais freqüente foi o 6-23-9-1-31-13 (respectivamente: 

IVSóaGATT, IVS8CA, IVS8-T(n), T854ÍAva II, IVS17bTA, e IVS17bCA), estando 

presente em 25,40% (16/63) dos cromossomos. O segundo mais freqüente foi o 7-17- 

7-1-31-13, presente em 7,94% (5/63) dos cromossomos.

No grupo afro-brasileiro apenas quatro cromossomos tiveram o seu haplótipo 

completo (tipados para os seis marcadores internos do gene CFTR) concluído. Nestes 

quatro cromossomos estavam presentes apenas dois haplótipos, o 6-23-9-1-31-13 

presente em 3 cromossomos e o 6-25-9-1-31-13 presente em um.

Na análise do haplótipo formado por apenas três dos marcadores internos do 

gene CFTR (IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA), foram identificados entre os 

cromossomos mutados do grupo continental euro-brasileiro 39 haplótipos distintos, 

sendo que, destes, dois tiveram o alelo IVS17bTA não definido ou não
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identificado2.Entre os outros 37 haplótipos, o mais freqüente foi o 17-31-13 (IVS8CA, 

IVS17bTA E IVS17bCA, respectivamente), presente em 21,43% (24/112) dos 

cromossomos. O segundo mais freqüente foi o 23-31-13, presente em 16,07% (18/112) 

dos cromossomos. De todos os haplótipos encontrados, apenas mais um tinha 

freqüência superior a 5%, que foi o haplótipo 17-32-13, com uma freqüência de 6,25% 

(7/112).

Entre os cromossomos mutados afro-brasileiros estavam presentes 27 

haplótipos distintos. Destes, apenas 20 haplótipos foram perfeitamente identificados, 

os outros sete (21,70%) apresentaram algum tipo de problema na tipagem (vide 

apêndice 5). Não foram tipados dois indivíduos (8,70% dos haplótipos), sendo que os 

haplótipos presentes em seus cromossomos não foram analisados. Neste grupo, o 

haplótipo mais freqüente foi o 23-31-13 (IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA, 

respectivamente), com uma freqüência de 10,87% (5/46). O segundo mais freqüente 

foi o haplótipo 17-7-17, com uma freqüência de 8,70% (4/46).

A análise dos haplótipos presentes nos cromossomos normais para os 

marcadores IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA do grupo euro-brasileiro permitiu a 

identificação de 49 haplótipos distintos, sendo que destes apenas dois apresentaram a 

tipagem para o marcador IVS17bTA não definida. Entre os 106 cromossomos 

analisados, o haplótipo mais freqüente foi o 16-7-17 (12,26%) sendo seguido de perto 

pelos haplótipos 16-30-13 (11,32%) e 16-31-13 (10,38%). Entre todos os outros 

haplótipos, apenas o haplótipo 16-32-13 (6,60%) apresentou uma freqüência superior a 

5%.

Para os cromossomos normais no grupo afro-brasileiro, dos 24 haplótipos 

identificados entre os 32 cromossomos analisados, cinco (15,65%) apresentaram 

problemas na tipagem de um dos marcadores (vide apêndice 6). Três haplótipos (16-7- 

17, 16-30-13 e 16-32-13) apresentaram a freqüência de 9,38%, que foi a mais alta, 

estando presentes em três cromossomos cada um deles.

2 Para melhor compreensão da definição destes dois termos usados neste trabalho vide nota do apêndice 2
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4.3 Mutações Identificadas em CFTR

4.3.1 F reqüências alélicas em indiv íduos afe tados

Na tabela 17 é apresentada a freqüência das mutações identificadas na análise 

dos indivíduos afetados.

4.3.1.1 Freqüências alélicas em afetados euro-brasileiros

Entre os afetados euro-brasileirós, seis das mutações detectadas (AF508, 

G542X, N1303K, R334W, R1162X e G85E) tinham uma freqüência individual 

superior a 3,5%, sendo que foram detectadas em 66,7% dos cromossomos. Além 

destas mutações outras três (W1282X, 2183AA:G e R553X) tiveram freqüência 

superior a 1%, estando presentes em outros 7,14% dos cromossomos analisados.

Foram detectadas no total 25 mutações que corresponderam a 87,5% dos 

alelos presentes na amostra. A mutação mais freqüente foi a AF508, com uma 

freqüência de 45,54%, e 16 mutações (A561E, Y1092X, 3849+lOkb C:T, 711+5G:A, 

621+1G:T, G1069R, W1282G, S4X, E585X, 1717-8G:A, 711+1G:T, 1812-1G:A, 

1717-1G:A, 232 dei 18, R347P, 1898-1G:A) estavam presentes em apenas um 

cromossomo, com uma freqüência individual de 0,89% e correspondendo a 14,29% do 

total de alelos presentes na amostra.

4.3.1.2 Freqüências alélicas em afetados afro-brasileiros

Entre os afro-brasileiros, seis das mutações detectadas (AF508, 3120+1A:G, 

A561E, G1247R, R1066C, Q552K) apresentaram uma freqüência superior a 3%, 

sendo que estas mutações foram detectadas em 39,13% dos alelos. A mutação AF508
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TABELA 17. FREQUENCIA DAS MUTAÇÕES CFTR DETECTADAS EM 
INDIVÍDUOS AFETADOS

Euro-brasileiros Afro-brasileiros Total
mutação PR SC Total

n n n % n % n %
AF508 26 25 51 45,54 7 15,22 58 36,709
G542X 5 2 7 6,25 0 0,00 7 4,430

N1303K 1 3 4 3,57 1 2,17 5 3,165
R334W 1 3 4 3,57 0 0,00 4 2,532
R1162X 1 3 4 3,57 0 0,00 4 2,532

G85E 2 2 4 3,57 0 0,00 4 2,532
2183 AA:G 1 2 3 2,68 0 0,00 3 1,899
W1282X 1 2 3 2,68 0 0,00 3 1,899
A561E 1 0 1 0,89 2 4,35 3 1,899

3120+1G:A 0 0 0 0,00 3 6,52 3 1,899
R553X 2 0 2 1,79 0 0,00 2 1,266
Y1092X 1 0 1 0,89 1 2,17 2 1,266
G1247R 0 0 0 0,00 2 4,35 2 1,266
R1066C 0 0 0 0,00 2 4,35 2 1,266
Q552K 0 0 0 0,00 2 4,35 2 1,266

3849+lOkb C:T 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
711+5G:A 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
621+1G:T 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
G1069R 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
W1282G 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633

S4X 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
E585X 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633

1717-8G:A 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
711+1G:T 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
1812-1G:A 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
1717-1G:A 1 0 1 0,89 0 0,00 1 0,633
232 dei 18 0 1 1 0,89 0 0,00 0,633

R347P 0 1 1 0,89 0 0,00 1 0,633
1898-1G-.A 0 1 1 0,89 0 0,00 1 0,633

P5L 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633
565 dei C 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633

I148N 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633
V232D 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633
E504X 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633

Mutações não detectadas 13 1 14 12,54 21 45,65 35 22,147
Total geral 66 46 112 100,00 46 100,00 158 100,00

Detecção (%) 80,30 97,83 87,50 54,35 77,85
FONTE: o autor

apresentou uma freqüência de 15,22%. Sete mutações (N1303K, Y1092X, P5L, 565 

dei C, I148N, V232D, E504X) estavam presentes em apenas um cromossomo,
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correspondendo a 15,22% dos cromossomos analisados. A taxa de detecção no grupo 

de afro-brasileiros foi de 54,35%.

4.3.2 F reqüências genotíp icas em ind iv íduos afetados

Na tabela 18 é apresentada a freqüência dos genótipos identificados na análise 

dos indivíduos afetados.

Foram encontrados 42 genótipos diferentes entre os 595 genótipos 

teoricamente possíveis (levando-se em conta as 34 mutações encontradas).

Entre os indivíduos euro-brasileiros, o genótipo mais freqüente foi o 

ÀF508/AF508, estando presente em 13 dos 56 genótipos (23,21%). O segundo 

genótipo mais freqüente foi o AF508/G542X, presente em 4 dos 56 genótipos (7,14%). 

O genótipo formado por duas mutações não identificadas também foi encontrado em 4 

indivíduos (7,14%). Nesta amostra foram identificados 30 indivíduos heterozigotos 

compostos por duas mutações identificadas e diferentes (53,57%), sendo que destes, 

22 (39,29%) eram heterozigotos compostos com AF508 e, ainda, 10 genótipos 

(17,86%) apresentavam uma ou ambas as mutações não identificadas (“outra”).

Entre os 31 genótipos identificados, quatro estavam presentes em homozigose 

em 13 afetados (28,57%), sendo que nenhum dos pacientes informou consangüinidade 

entre os seus ascendentes. Quarenta e seis indivíduos apresentaram as duas mutações 

identificadas (82,14%), seis indivíduos tiveram apenas uma mutação identificada 

(10,71%) e quatro indivíduos não apresentaram nenhuma das mutações definidas 

(7,14%).

Para os afetados afro-brasileiros, o genótipo mais freqüente foi o 

“outra”/“outra”, estando presente em 7 dos 23 genótipos (30,43%). O segundo 

genótipo mais freqüente foi o AF508/“outra”, presente em 3 indivíduos (13,04%) e o 

terceiro mais freqüente foi o 3120+lG:A/“outra”, presente em dois indivíduos (8,7%). 

Todos os outros 11 genótipos estavam presentes em apenas um indivíduo, incluindo-se
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TABELA 18. FREQÜÊNCIA DOS GENÓTIPOS CFTR DETECTADOS EM 
INDIVÍDUOS AFETADOS

Genótipo
Euro-brasileiros Afro-brasileiros 

n % n

Total

%
PR
n

SC
n

Total
n %

AF508 / AF508 6 7 13 23,21 1 4,35 14 17,72
AF508 / G542X 3 1 4 7,14 0 0,00 4 5,06

AF508 /N1303K 0 3 3 5,36 0 0,00 3 3,80
AF508 / W1282X 1 2 3 5,36 0 0,00 3 3,80

AF508/ G85E 1 1 2 3,57 0 0,00 2 2,53
AF508 / Y1092X 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

AF508 / 3849+lOkb C:T 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508 / W1282G 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508 / E585X 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

AF508/ R1162X 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508 / A561E 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508/R553X 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

AF508 / 232 dei 18 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508/R347P 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27

AF508 / 1898-1G:A 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27
AF508 / R1066C 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27

AF508/ 3120+1G:A 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
G542X / R334W 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27
G542X /N1303K 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

G542X/G85E 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
G85E / RI 162X 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27

711+5G:A / 621+1G:T 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
1717-8G:A / 711+1G:T 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
1812-1G:A/ 1717-1G:A 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

R334W/S4X 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
A561E/V232D 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
A561E / RÍ066C 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
I148N/Y1092X 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
P5L/565 dei C 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27

R334W/R334W 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27
R1162X /R1162X 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27

2183 AA:G/2183 AA:G 0 1 1 1,79 0 0,00 1 1,27
G1247R/G1247R 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
Q552K / Q552K 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27

AF508 / outra 2 1 3 5,36 3 13,04 7,59
3120+1G:A/outra 0 0 0 0,00 2 8,70 2,53

R553X/outra 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
2183 AA:G / outra 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27

G1069R/ outra 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
N1303K/outra 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
E504X / outra 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
outra / outra 4 0 4 7,14 7 30,43 11 13,92
Total geral 33 23 56 100,00 23 100,00 79 100,00

FONTE: o autor
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o genótipo AF508/AF508. Entre os 14 genótipos identificados, três estavam presentes 

em homozigose em 3 pacientes (13,04%), sendo que apenas um deles relatou 

consangüinidade em sua ascendência (pais primos em 3o grau).

Entre os 23 afro-brasileiros analisados, 9 (39,13%) apresentara as duas 

mutações identificadas; 7 (30,43%) apresentaram o genótipo parcialmente definido; e 

em 7 (30,43%) nenhuma das duas mutações foi identificada.

4.4 Correlação entre Mutações em CFTR e Haplótipos dos 

Marcadores Intra-Gênicos de CFTR

4.4.1 Freqüência dos haplótipos formados pelos marcadores 

IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA

A tabela 19 mostra a freqüência e a distribuição dos marcadores IVS8CA, 

IVS17bTA, e IVS17bCA em cromossomos de afetados dos grupos euro-brasileiro e 

afro-brasileiro.

TABELA 19. DISTRIBUIÇÃO DOS HAPLÓTIPOS FORMADOS PELOS 
MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA EM 
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DOS GRUPOS EURO- 
BRASILEIRO E AFRO-BRASILEIRO

___________________________________________________________________________________ continua
A lelo euro-brasileiros afro-brasileiros , _ ... .mutaçao — r̂ t , total Frequencia(%)

   IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA (n)___________ (n)_________________________
AF508 16 7 17 1 0 1 0,83
AF508 16 29 14 1 0 1 0,83
AF508 16 31 13 1 0 1 0,83
AF508 17 31/34 13 1 0 1 0,83
AF508 17 30 13 1 0 1 0,83
AF508 17 31 13 20 1 21 17,50
AF508 17 32 13 7 0 7 5,83
AF508 16/23 33 13 0 1 1 0,83
AF508 23 31 13 15 3 18 15,00
AF508 23 32 14 1 0 1 0,83
AF508 23 46 13 1 0 1 0,83
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conclusão

mutação ------------
IVS8CA

Alelo
IVS17bTA IVS17bCA

euro-brasileiros

(n)

afro-brasileiros , „total Frequencia (%)
(n)

AF508 25 30 13 1 0 1 0,83
AF508 25 31 13 0 1 1 0,83
AF508 26 31 13 1 0 1 0,83
G542X 23 32 13 1 0 1 0,83
G542X 23 33 13 5 0 4,17
G542X 23 34 13 1 0 1 0,83

N1303K 23 30 13 1 0 1 0,83
N1303K 23 31 13 3 1 4 3,33

G85E 16 24 13 4 0 4 3,33
R1162X 17 31 13 4 0 4 3,33
R334W 16 34 13 1 0 1 0,83
R334W 16 48 13 1 0 1 0,83
R334W 17 33 13 1 0 1 0,83
R334W 17 41 13 1 0 1 0,83

3120+1G:A 17 7 17 0 3 3 2,50
W1282X 17 7 17 3 0 3 2,50

2183 AA:G 16 31 13 2 0 1,67
2183 AA:G 16 31 14 1 0 1 0,83

A561E 16 42 13 0 1 1 0,83
A561E 16 44 13 1 0 1 0,83
A561E 16 45 13 0 1 1 0,83
Q552K 16 28 16 0 2 1,67
R1066C 16 33 13 0 2 1,67
R553X 17 44 11 1 0 1 0,83
R553X 17 47 11 1 0 1 0,83

Y1092X 16 30 13 1 0 1 0,83
Y1092X 16 31 13 1 1 0,83

1717-1G:A 16 7 17 1 0 1 0,83
1717-8G:A 16 33 13 1 0 1 0,83
1812-1G:A 16 31 14 1 0 1 0,83
1898-1G:A 16 45 13 1 0 1 0,83
232 dei 18 21 36 13 1 0 1 0,83

3849+lOkb C:T 16 7 17 1 0 1 0,83
621+1G:T 18 34 13 1 0 1 0,83
711+5G:A 16 7 17 1 0 1 0,83
711+1G:T 16 25 13 1 0 1 0,83

E585X 16 21 19 1 0 1 0,83
G1069R 17 30 13 1 0 1 0,83
R347P 16 32 13 1 0 1 0,83
S4X 16 nd 13 1 0 1 0,83

W1282G 16 32 14 1 0 1 0,83
565 dei C 16 31 13 0 1 1 0,83

E504X 16 31 14 0 1 1 0,83
I148N 17 7 17 0 1 1 0,83
P5L 16 31 13 0 1 1 0,83

V232D 23 35 13 0 1 1 0,83
Total geral 98 22 120 100

FONTE: o autor
NOTA: nd - não definido (não foi possível estabelecer o alelo)

“/” - não foi possível identificar o alelo (indica “ou”)
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4.4.2 Freqüência dos haplótipos formados pelos marcadores 

IVSóaGATT, IVS8CA, IVS8-T(n), T854L4va / / ,  

IVS17bTA, e IVS17bCA

O apêndice 7 mostra a distribuição dos haplótipos formados pelos seis 

marcadores internos do gene CFTR em cromossomos de afetados.

4.4.3 Análise de Desequilíbrio de Ligação

A tabela 20 apresenta a análise de desequilíbrio de ligação entre as mutações 

encontradas no grupo euro-brasileiro e os haplótipos dos marcadores IVS8CA, 

IVS17bTA E IVS17bCA. Valores não significativos foram encontrados apenas em 

alguns haplótipos associados à mutação AF508.

TABELA 20. ANÁLISE DE DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇAO ENTRE AS MUTAÇÕES 
CFTR E OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA EM 
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DO GRUPO EURO-BRASILEIRO

contínua

Mutação CFTR \ Microssatélites n Fho Fhe Amáx A AR p
AF508 \ 16-7-17 1 0,0099 0,0200 -0,0200 -0,0101 -0,5050 ns
AF508 \ 16-29-14 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 ns
AF508 \ 16-31-13 1 0,0099 0,0150 -0,0150 -0,0051 -0,3400 ns

AF508 \ 17-31/34-13 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 ns
AF508 \ 17-30-13 1 0,0099 0,0100 -0,0100 -0,0001 -0,0100 ns
AF508 \ 17-31-13 20 0,1980 0,1200 0,1176 0,0780 0,6630 <1 x IO'6
AF508\ 17-32-13 7 0,0693 0,0350 0,0343 0,0343 1,0000 <1 x 10'4
AF508 \ 23-31-13 15 0,1485 0,0900 0,0882 0,0585 0,6630 <2 x 10‘5
AF508 \ 23-32-14 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508\ 23-46-13 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508 \ 25-30-13 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508\ 26-31-13 1 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
G542X\ 23-32-13 1 0,0099 0,0007 0,0092 0,0092 1,0000 <1 x IO'6
G542X\ 23-33-13 0,0495 0,0034 0,0461 0,0461 1,0000 <1 x IO'6
G542X\ 23-34-13 1 0,0099 0,0007 0,0092 0,0092 1,0000 <1 x IO'6

N1303K\ 23-30-13 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 x 10'6
N1303K\ 23-31-13 3 0,0297 0,0071 0,0325 0,0226 0,6960 <2x IO'5

G85E\ 16-24-13 4 0,0396 0,0016 0,0380 0,0380 1,0000 <1 x IO'6
RI 162X \ 17-31-13 4 0,0396 0,0094 0,0302 0,0302 1,0000 <1 x 10'6
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conclusão
Mutação CFTR \ Microssatélites n Fho Fhe Amáx A AR p

R334W \ 16-34-13 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 X 10'6
R334W \ 16-48-13 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 X 10'6
R334W \ 17-33-13 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 X 106
R334W \ 17-41-13 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 X IO'6
W 1282X\ 17-7-17 3 0,0297 0,0018 0,0279 0,0279 1,0000 <1 X IO6

2183AA:G\ 16-31-13 2 0,0198 0,0009 0,0288 0,0189 0,6560 <1 X IO6
2183AA:G\ 16-31-14 1 0,0099 0,0006 0,0192 0,0093 0,4850 <1 X IO6

A561E \ 16-44-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 X IO'6
R553X \ 17-44-11 1 0,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1 X IO'6
R553X \ 17-47-11 1 0,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1 X 10'6

Y 1092X \ 16-30-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 X 10‘6
1717-1G:A\ 16-7-17 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 X 10'6

1717-8G:A\ 16-33-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 X IO'6
1812-1G:A\ 16-31-14 1 0,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1 X IO'6
1898-1G:A\ 16-45-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 X IO'6
232dell8 \ 21-36-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6

3849+10kbC:T\ 16-7-17 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 x 10'6
621+1G:T\ 18-34-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6
711+5G:A\ 16-7-17 1 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1 x IO'6
711+1G:T\ 16-25-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x 10'6

E585X \ 16-21-19 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6
G1069R\ 17-30-13 1 0,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1 x IO'6
R347P \ 16-32-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6

S4X \ 16-nd-13 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6
W1282G \ 16-32-14 1 0,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1 x IO'6

FONTE: o autor
NOTA: n=número de cromossomos; Fho=freqüência haplotípica observada; Fhe= freqüência 
haplotípica esperada; Améx=desequilíbrio de ligação máximo; A= desequilíbrio de ligação; AR= 
desequilíbrio de ligação relativo; ns=não significativo; “/” - não foi possível identificar o alelo (indica 
“ou”)

A tabela 21 apresenta a análise de desequilíbrio de ligação entre as mutações 

encontradas no grupo afro-brasileiro e os haplótipos dos marcadores IVS8CA, 

IVS17bTA E IVS17bCA. Todos os valos encontrados foram estatisticamente 

significantes.
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TABELA 21. ANÁLISE DE DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE AS 
MUTAÇÕES CFTR E OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E 
IVS17bCA EM CROMOSSOMOS DE AFETADOS DO GRUPO 
AFRO-BRASILEIRO

M utação C FTR  \ M icrossatélites n Fho Fhe Amáx A AR p
AF508 \ 17-31-13 1 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1 X IO'6

AF508 \ 16/23-33-13 1 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1 X IO'6
AF508 \ 23-31-13 3 0,1364 0,0496 0,1322 0,0868 0,6560 <1 X IO'6
AF508 \ 25-31-13 1 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1 X IO'6

N1303K \ 23-31-13 1 0,0455 0,0083 0,0372 0,0372 1,0000 <1 X IO'6
3120+1G:A\ 17-7-17 3 0,1364 0,0248 0,1116 0,1116 1,0000 <1 X IO'6

A 561E\ 16-42-13 1 0,0455 0,0041 0,0413 0,0413 1,0000 <1 X IO'6
A561E \ 16-45-13 1 0,0455 0,0041 0,0413 0,0413 1,0000 <1 X IO'6
Q552K \ 16-28-16 2 0,0909 0,0083 0,0826 0,0826 1,0000 <1 x IO'6
R1066C\ 16-33-13 2 0,0909 0,0083 0,0826 0,0826 1,0000 <1 x 10'6
Y1092X\ 16-31-13 1 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <1 x 10‘6
565delC \ 16-31-13 1 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <1 x IO'6
E504X \ 16-31-14 1 0,0455 0,0021 0,0434 0,0434 1,0000 <1 x IO'6
I148N \ 17-7-17 1 0,0455 0,0083 0,0372 0,0372 1,0000 <1 X 10'6
P 5L \ 16-31-13 1 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <1 x 10õ

V 232D \ 23-35-13 1 0,0455 0,0021 0,0434 0,0434 1,0000 <1 x 10'6
FONTE: o autor
NOTA: n=número de cromossomos; Fho=freqüência haplotípica observada; Fhe= freqüência 
haplotípica esperada; Amfa=desequilíbrio de ligação máximo; A= desequilíbrio de ligação; AR= 
desequilíbrio de ligação relativo; “/” - não foi possível identificar o alelo (indica “ou”)

4.5 Identificação de Mutação Meiótica no Microssatélite 

IVS17bTA.

Foi identificado em um indivíduo, pertencente ao grupo euro-brasileiro, nascidc 

no estado do Paraná, uma mutação de origem paterna no marcador IVS17bTA3 O pai 

apresenta para este marcador os alelos 31/44, a mãe apresenta os alelos 32/55 e £ 

criança os alelos 32/46. O gameta paterno, que fecundou o gameta materno, apresentoi

3 A confirmação de paternidade da amostra foi gentilmente realizada pelo Centro de Aconselhamento 

e laboratório de Genética -  GENETIKA, sendo que foi comprovada a paternidade com confiabilidade superior a 

99,9999%
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uma alteração de ganho de repetições. Neste caso foi o ganho de duas repetições no 

microssatélite IVS17bTA, passando de 44 repetições para 46.
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5 DISCUSSÃO

Desde a identificação do gene responsável pela FC e a identificação da AF508, 

sua mutação mais freqüente, mais de 1150 variações na seqüência do gene CFTR 

foram detectadas e mais de 894 destas alterações são prováveis mutações causadoras 

do fenótipo FC (CFGAC, 1999). Incluindo a mutação AF508, a qual corresponde á 

66,80% de todos os cromossomos FC identificados (ESTIVILL e cols., 1997), 

variando de 87,50% na Dinamarca até 24,50% na Turquia, as freqüências para 

mutações FC específicas apresentam ampla variação geográfica, étnica e entre 

diferentes populações (CFGAC, 1994; ESTIVILL e cols., 1997; ONAY e cols., 2001; 

BOBADILLA e cols., 2002).

No Brasil, país que recebeu grande número de imigrantes europeus e, portanto 

conta com grande contingente de seus descendentes, pouco se sabe sobre a real 

incidência dessa doença, suas características epidemiológicas e peculiaridades do 

ponto de vista da genética de nossa população. A isto se soma o contingente de 

descendentes africanos, grupo continental com uma quantidade bastante reduzida de 

trabalhos relacionados às bases moleculares da fibrose cística, sendo esta uma 

população importante na formação da base genética da população brasileira.

Cada vez mais urge a necessidade de um melhor conhecimento das bases 

moleculares desta doença, que em outros países já está em fase bastante avançada, a 

fim de que possamos melhorar a qualidade de vida de nossos pacientes, objetivo que já 

foi alcançado em países do primeiro mundo.

Com esta finalidade este trabalho procurou fornecer mais subsídios para que a 

população brasileira fique um pouco mais bem conhecida com relação às bases 

moleculares do gene CFTR.



99

5.1 Freqüências Alélicas e Haplotípicas dos 

Marcadores Intra-Gênicos de CFTR

Os seis polimorfismos na região do gene CFTR considerados no presente 

trabalho, têm sido amplamente descritos em cromossomos FC. Porém, a maioria dos 

estudos existentes sobre marcadores e haplótipos em genética clínica são baseados em 

populações européias (por exemplo HUGHES e cols., 1995; 1996; MORRAL e cols., 

1996; CLAUSTRES e cols., 1996). O estudo em nossa população apresentou 

importantes diferenças com relação às freqüências alélicas e haplotípicas, quando os 

dois grupos continentais foram analisados.

5.1.1 Marcadores IVSóaGATT, IVS8-T(n), T854/Ava  II

Observou-se que, com relação aos marcadores IVSóaGATT, IVS8-T(n), 

T854/Ava II havia uma diferença bastante acentuada entre as freqüências observadas 

quando os dois grupos de afetados eram comparados. Esta diferença foi comprovada 

estatisticamente para os marcadores IVSóaGATT e T854/Ava II, com valores de p 

menores que 0,01 e 0,001, respectivamente. Porém para estes marcadores o número 

total de cromossomos analisados entre o grupo afro-brasileiro foi bastante reduzido, 

principalmente para o marcador IVSóaGATT, onde foram analisados apenas cinco 

indivíduos. Isto se deveu ao fato de que a quantidade de amostra existente era pequena, 

sendo que foi dada prioridade para outras análises. Apesar do número pequeno 

analisado no grupo afro-brasileiro, o marcador IVSóaGATT parece dar indício de que 

há uma diferença bastante acentuada com relação a freqüência relativa de seus alelos, 

quando comparada com o grupo euro-brasileiro. Isto pode ser identificado pela 

observação de que a freqüência do alelo 6, tanto no grupo euro-brasileiro afetado 

(38,89%), quanto na população geral de descendência européia (28,47% - MORRAL e 

cols., 1996; MATEU e cols., 2001) é inferior a do alelo 7, sendo que na amostra
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analisada, apesar do pequeno número, apenas o alelo 6 foi encontrado, indicando que a 

sua freqüência deve ser maior do que a do alelo 7.

Com relação ao marcador IVS8-T(n) uma observação interessante é de que o 

alelo IVS8-5T está ausente na amostra de afetados analisada, estando presente na 

amostra de cromossomos normais de origem euro-brasileira com uma freqüência de 

3,90% (vide tabela 9). A freqüência encontrada em indivíduos normais está de acordo 

com o descrito para outras populações de origem européia (KIESEWETTER e cols., 

1993; CHILLÓN e cols., 1995; JARVI e cols., 1995; PIGNATTI e cols., 1996)

5.1.2 Marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA

As freqüências alélicas encontradas para os microssatélites IVS8CA, 

IVS17bTA e IVS17bCA em cromossomos normais, para o grupo continental euro- 

brasileiro, ficaram dentro do observado em outras populações (MORRAL e cols., 

1993a; RUSSO e cols., 1995; BRAEKELLER e cols., 1996; MORRAL e cols., 1996; 

VISICH e cols., 2001; MATEU e cols., 2001).

As freqüências destes STRs em cromossomos afetados não deve ser 

comparada com a descrita para outras populações, pois estas freqüências estão sujeitas 

a freqüências específicas das mutações nas populações. Dado o fato de que as 

mutações apresentam desequilíbrio de ligação com alelos específicos de 

microssatélites específicos e que a freqüência das mutações existentes em diferentes 

populações varia bastante, estaria sendo inserido um erro de averiguação importante se 

esta comparação fosse realizada, comprometendo os resultados.

Análises que podem nos fornecer informações importantes são comparações 

entre cromossomos mutados e cromossomos normais dentro de um mesmo grupo 

continental e, também, comparações entre cromossomos mutados e entre 

cromossomos normais dentro de grupos continentais distintos.

Quando os cromossomos mutados de diferentes grupos continentais foram 

analisados (tab. 10) as freqüências alélicas dos marcadores IVS8CA e IVS17bCA 

mostraram diferenças significativas, enquanto que quando os cromossomos normais de
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diferentes grupos continentais foram analisados (tab. 11), pôde-se observar que apenas 

as freqüências alélicas do marcador IVS17bCA se mostraram estatisticamente 

significante, com um valor de p menor que 0,01. Como o marcador IVS17bTA não 

apresentou diferença estatística entre os cromossomos mutados e entre os 

cromossomos normais de diferentes grupos continentais, indicando que podem ser 

unidos em uma única amostra, fez-se uma análise conjunta, unindo-se cromossomos 

mutados e normais dos dois grupos. O resultado obtido a partir desta análise foi 

estatisticamente significante, mostrando que há diferença entre cromossomos afetados 

e normais quando o marcador IVS17bTA é analisado.

Analisando-se os alelos de cromossomos afetados e normais presentes em um 

mesmo grupo continental observou-se que os resultados se mostraram estatisticamente 

significante para os três marcadores quando o grupo euro-brasileiro foi analisado (vide 

tab. 13), porém não se mostrou significante para nenhum dos alelos dos STRs do 

grupo afro-brasileiro quando estes mesmos parâmetros foram avaliados (tab. 14), o 

que pode refletir apenas um problema do tamanho amostrai deste segundo grupo.

A análise de microssatélites intra-gênicos de CFTR mostrou-se bastante 

informativa na identificação de mutações presentes em cromossomos mutados. 

Excetuando-se a mutação AF508 (que por ser a mais freqüente, merece análise direta), 

a simples caracterização destes dois microssatélites nos cromossomos mutados 

permitiria a inferência direta de outras mutações. Por exemplo, a identificação da 

presença do alelo 23 em IVS8CA sugere a análise direta das mutações G542X e 

N1303K por estar associado apenas a elas, sendo que, na amostra analisada, 23,40% 

das mutações não-AF508 seriam caracterizadas com este procedimento. Outros 

exemplos podem ser observados, como a presença do alelo 24 em IVS17bTA, 

sugerindo análise direta da mutação G85E (apresentando associação absoluta e 

presente em 8,51% dos cromossomos não portadores da mutação AF508); alelo 11 em 

IVS17bCA, em associação absoluta com a mutação R553X, presente em 4,26% dos 

cromossomos não portadores da mutação AF508; alelo 31 em IVS17bTA, sugerindo 

análise direta das mutações R1162X e 2183 AA:G (representando 14,89% das 

mutações não-AF508) ou da mutação 1812-1G:A; alelos 41 a 48 em IVS17bTA,
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presente em cromossomos que continham as mutações R334W, A561E, R553X e 

1898-1G:A, sendo que estas mutações correspondiam a 12,77% das mutações não- 

AF508. Com a observação dos exemplos supra-citados, a caracterização de 61,70% das 

mutações não-AF508 presentes na amostra seria bastante facilitada, demosntrando que 

a análise haplotípica destes marcadores pode ser usada como método de rastreamento 

de mutações, visto a heterogeneidade alélica e o tamanho do gene CFTR.

5.1.3 Haplótipos dos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e 

IVS17bCA

Em análise dos haplótipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e 

IVS17bCA verificamos que a somatória dos três haplótipos mais freqüentes entre os 

cromossomos afetados do grupo euro-brasileiro totaliza 43,75%, enquanto que a 

somatória dos mesmos haplótipos entre os cromossomos normais deste mesmo grupo 

perfaz um total de apenas 3,77%, mostrando a alta associação existente entre estes 

haplótipos e mutações geradoras do fenótipo FC.

Análise com os microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA no grupo 

euro-brasileiro (quando são comparados os haplótipos encontrados em cromossomos 

normais com os haplótipos associados a mutações nos cromossomos mutados) mostrou 

que os haplótipos mais comuns têm também o maior número de mutações associadas. 

Por exemplo o haplótipo 16-7-17 (12,26% entre os cromossomos normais) apresentou 

quatro mutações associadas, que foi o maior número encontrado. Outros haplótipos 

que eram menos comuns em cromossomos normais (16-34-13, 17-32-13, 17-47-11, 

23-30-13) estavam associados a apenas uma mutação FC. Isto também pode ser 

observado para o grupo afro-brasileiro, onde o haplótipo 23-31-13 (6,25% entre os 

cromossomos normais) apresentou duas mutações associadas.

Muitas mutações estavam associadas com mais de um haplótipo, levando-se 

em conta os dois grupos analisados, aparentemente como resultado de um
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deslizamento4 em um dos microssatélites IVS8CA, IVS17bTA ou IVS17bCA: ÀF508, 

G542X, 2183 AA:G, A561E, R553X e R334W (tab. 17).0 deslizamento em um 

microssatélite pode ser relacionado a uma idade mais antiga desta mutação quando 

comparada com aquelas associadas a haplótipos únicos. Entretanto, deve ser levado 

em conta que alguns alelos podem ser mais estáveis que outros, dependendo do 

comprimento da região de repetição. Por exemplo, a mutação R553X estava associada 

a dois haplótipos (17-44-11 e 17-47-11), originados por deslizamento do loco 

IVS17bTA com ganho de três repetições. A mutação ocorreu em um cromossomo 

carregando o alelo 44, o qual é, provavelmente, mais instável e pode sofrer mutação 

mais facilmente que alelos com um número menor de repetições.

As mutações AF508, G542X, e R334W estavam associadas com vários 

haplótipos de microssatélites, como resultado de deslizamento em um dos três 

microssatélites, dando um suporte adicional para uma origem mais antiga destas 

mutações (MORRAL e cols., 1993a; 1994). Uma outra observação é que a diversidade 

de haplótipos associados à mutação AF508 não pode ser explicada apenas por 

deslizamento de microssatélites. No caso desta mutação, uma origem independente 

deve ser postulada, como já sugerido por MORRAL e cols. (1993a).

Como foi observado na análise de alelos específicos presentes nos 

microssatélites (vide item 5.1.2), a análise dos haplótipos formados pelos três STRs 

também auxiliam na caracterização de mutações. Por exemplo, a presença do alelo 23 

em IVS8CA e do alelo 31 em IVS17bTA em um mesmo cromossomo formando o 

haplótipo 23-31 (presente no haplótipo 23-31-13, quando os STRs IVS8CA, 

IVS17bTA e IVS17bCA são considerados) sugerem a análise direta apenas da 

mutação N1303K, pois este haplótipo apresenta associação absoluta com esta mutação. 

O mesmo é observado em outras situações como a associação do haplótipo 17-31, para 

IVS8CA e IVS17bTA respectivamente (presente no haplótipo 17-31-13), com a 

mutação R1162X; a associação do haplótipo 17-11, para IVS8CA e IVS17bCA

4 O termo deslizamento será utilizado para indicar uma falha durante o processo de replicação. Esta 

falha normalmente gera um aumento no número de repetições em um dado microssatélite.
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respectivamente (presente nos haplótipos 17-44-11 e 17-47-11), com a mutação 

R553X; entre outras.

5.2 Identificação de Mutações em CFTR

A complexidade do gene CFTR (27 éxons que codificam para um RNAm de

6,1 kb) e o grande número de cromossomos analisados (474 cromossomos dos 

indivíduos de 79 famílias) dificultou a caracterização de todas as mutações na 

população, pois houve a necessidade de uma utilização bastante criteriosa de recursos 

e de tempo. Por exemplo, para a caracterização da variabilidade existente nos 

cromossomos dos 56 afetados do grupo euro-brasileiro foram realizadas mais de 2.300 

PCRs.

A metodologia de análise de mutações evoluiu consideravelmente, permitindo 

atualmente a detecção de 80 a 99% das mutações presentes em um fragmento de DNA. 

Quando foi iniciada a análise do gene CFTR para a realização deste trabalho as 

técnicas que apresentavam uma maior porcentagem de detecção de mutações eram 

DGGE e SSCA. O principal sistema usado foi o SSCA, devido a sua simplicidade e ao 

fato de não necessitar nenhum equipamento especial. Desde que foi iniciada a 

utilização desta metodologia algumas alterações foram realizadas, principalmente com 

relação às condições de eletroforese, o que permitiu aumentar o seu nível de detecção 

para mais de 90%, e com relação a sua visualização, cuja metodologia padronizada era 

a marcação radioativa e visualização com chapa de raios-X, que foi alterada para 

coloração com prata. Mesmo tendo-se descrito numerosas condições de eletroforese 

para se conseguir detectar o maior número de alterações por SSCA, o grande número 

de experimentos realizados durante a presente tese, indicou que as melhores condições 

foram as de eletroforese em géis de acrilamida a 12% (relação 

acrilamidaibisacrilamida de 39:1), realizadas a 4°C, com a voltagem limitada a 1500V 

e sem a adição de nenhuma substância (glicerol, sacarose ou dimetilsulfóxido). Nas 

condições anteriormente descritas, o tempo de migração, em horas, de um determinado
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fragmento seguiu a relação: n° de nucleotídeos /10. Com relação à técnica DGGE não 

foi possível realizar grandes alterações na metodologia já padronizada.

5.2.1 M utações em Pacientes E u ro -B rasile iro s

A amostra mais freqüente encontrada neste grupo foi a AF508 com uma 

freqüência de 45,54% entre os 112 cromossomos analisados. Este valor está bastante 

próximo do valor estimado a partir de recentes trabalhos publicados na literatura 

(RASKEN e cols., 1997b; CABELLO e cols., 1999; BERNARDINO e cols., 2000; 

BOBADILLA e cols., 2002), que colocam a freqüência da mutação AF508 na 

população brasileira em 47,70%. Porém, é muito importante ressaltar que esta 

freqüência foi levantada a partir de afetados de descendência predominantemente 

européia, pois estes trabalhos tiveram como área de estudo principalmente a região Sul 

e Sudeste do Brasil, regiões onde a influência européia é maior. Como o componente 

africano é bastante importante na composição do perfil genético da população 

brasileira, em uma análise mais ampla a freqüência desta mutação deve diminuir.

Por outro lado, o Brasil é um país extremamente heterogêneo, apresentando 

um gradiente crescente de componente genético de origem africana no sentido Sul -  

Norte do país (SALZANO; FREIRE-MAIA, 1967), o que coloca em xeque a 

eficiência de se estimar uma freqüência geral na população brasileira. Como existe 

uma diferença grande na composição genética de grupos populacionais (por exemplo, 

região Sul predominantemente formada por ascendência européia e região Nordeste 

formada por ascendência predominantemente africana) o ideal é que sejam construídos 

painéis de mutações no gene CFTR regionalizados, a fim de que se possa ter uma real 

noção de quais mutações estão presentes em determinado estado.

A freqüência encontrada no presente trabalho para a mutação AF508 está 

bastante próxima daquela identificada em países do sul da Europa como, por exemplo, 

Espanha, com 52,70% (CASALS e cols., 1997; ESTIVILL e cols., 1997), Portugal, 

com 44,70% (CFGAC, 1994; ESTIVILL e cols., 1997), e Itália, com 50,90% 

(ESTIVILL e cols., 1997), corroborando a hipótese de a população Européia



106

(principalmente países mediterrâneos) ser importante na composição genética da 

população brasileira.

A segunda mutação mais freqüente foi a G542X, com uma freqüência de 

6,25%. Esta mutação é considerada como a segunda mais freqüente na população 

européia com uma freqüência estimada de 2,40% (ESTIVILL e cols., 1997). Ela 

também apresentou uma freqüência bastante próxima a encontrada para a população 

brasileira, que é de 8,30% (RASKIN e cols., 1999; CABELLO e cols., 1999; 

BERNARDINO e cols., 2000; BOBADILLA e cols., 2002) e para a população de 

alguns países da América Latina como Colômbia (6,30%), Argentina (3,90%) e 

México (5,60%) (PAZ-Y-MINO e cols., 1999; CHERTKOFF e cols., 1997; OROZKO 

e cols., 2000). Como ocorre com a AF508, podemos verificar freqüência semelhante 

em alguns países do sul da Europa, como Espanha, com 8,00% (CASALS e cols., 

1997; ESTIVILL e cols., 1997), sul da Itália, com 5,70% (CASTALDO e cols., 1999), 

e sul da França, com 6,40% (CLAUSTRES e cols., 1993).

Entre o grupo euro-brasileiro, quatro mutações apresentaram freqüência de 

3,57%. Estas foram: N1303K, R334W, R1162X e G85E. Na análise das freqüências 

destas mutações levantadas por outros autores, vemos que as freqüências não se 

distanciam muito. Segundo RASKIN e cols. (1999); CABELLO e cols., (1999); 

BERNARDINO e cols., (2000); e BOBADILLA e cols. (2002), as freqüências destas 

mutações na população Brasileira seriam de 2,40%, 2,50%, 2,50%, e 1,30%, 

respectivamente, ficando bastante próximas das freqüências estimadas na amostra 

analisada.

5.2.1.1 Outras M utações em CFTR

Excetuando-se as mutações já apresentadas foram identificadas mais 19 

mutações no grupo euro-brasileiro (vide tab. 18). Destas a mutação R553X apresenta 

uma característica especial. Diferentemente das mutações anteriormente descritas, esta 

mutação (que neste estudo apresentou uma freqüência de 1,79%) apresenta-se em 

baixas freqüências tanto na Europa como um todo (0,75% - ESTIVILL e cols., 1997)
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quanto nos países do sul da Europa [Sul da Itália -  0,80% (CASTALDO e cols., 1999); 

Portugal -  não detectada (ESTIVILL e cols., 1997); Espanha -  0,35% (ESTIVILL e 

cols., 1997)], porém esta mutação apresenta uma freqüência de 2,00% na Alemanha, 

que é um dos grandes países doadores de material genético para a composição da 

população brasileira, comprovando a grande heterogeneidade existente em nossa 

população.

A identificação das distintas mutações responsáveis por FC permitiu concluir a 

análise direta da doença em 92,86% das famílias do grupo continental euro-brasileiro e 

em 69,57% das famílias do grupo continental afro-brasileiro. No primeiro grupo 

apenas em 7,14% dos afetados não se pôde identificar nenhuma mutação, já no 

segundo grupo este número chegou a 30,43%. Apesar deste alto índice de detecção no 

grupo euro-brasileiro, a heterogeneidade genética existente na população brasileira, o 

elevado número de mutações (34 entre os dois grupos continentais) e a sua distribuição 

em 16 éxons do gene CFTR (fig. 11), dificultam o diagnóstico molecular da doença, 

devido ao elevado numero de análises necessárias para caracterizar cada caso de FC.

O número das mutações caracterizadas depende diretamente do grau de 

heterogeneidade genética de cada população em particular. Esta heterogeneidade está 

diretamente relacionada ao grau de isolamento desta população (isto é, do intercâmbio 

genético com outras populações, de modo que as características genéticas próprias se 

diluam em um maior ou menor grau). Graças ao intercâmbio genético que a população 

brasileira sofreu nos últimos 150 anos (estima-se que neste período o Brasil tenha 

recebido mais de 5 milhões de imigrantes de diferentes nacionalidades, que se 

assentaram principalmente nos estados de São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul), ela apresenta uma elevada heterogeneidade genética. Esta alta 

heterogeneidade já havia sido observada por RASKIN e cols. (1999) e foi corroborada 

pela identificação, neste trabalho, de um grande número de mutações (25) conferindo 

uma taxa de detecção 87,50%, em contraste com outras populações, onde um número
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FIGURA 11. DISTRIBUIÇÃO DAS MUTAÇÕES DETECTADAS NO GENE CFTR 
NA POPULAÇÃO BRASILEIRA 

1 S4X, P5L 
2 232 dei 18 
3 G85E 
4 565 dei C, 1148N, 621+1G:T 

Domínio 5 711+1G:T, 711+5G:A 
Transmembrana-1 6a V232D 

6b 
7 R334W,R347P 
8 

[ l~ E504X, M508 
NBF-1 11 1717-8G:A, 1717-IG:A, G542X, Q552K, R553X 

12 1812-lG:A, A561E, E585X, 1898+1G:A 
DomínioR e 13 2183AA:G 
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NBF-2 21 Nl303K 
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éxons mutações 

menor de mutações conferem uma taxa bem mais elevada de detecção [Judeus 

Ashkenazi - Israel, com cinco mutações correspondendo a 97% de detecção 

(ABELIOVICH e cols., 1992), País de Gales, com 17 mutações correspondendo a 99% 

de detecção (CHADLE e cols., 1993), Bélgica, com 17 mutações correspondendo a 

97% de detecção (CUPPENS e cols., 1993)]. 
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5.2.1.2 Identificação de Duas M utações Novas e Um 

Polimorfismo

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram identificadas duas novas 

mutações e um novo polimorfismo no grupo euro-brasileiro:

• 232 dei 18: Mutação localizada no éxon 2. É resultante de uma deleção 

de 18 pb com a conseqüente perda de seis aminoácidos. Estende-se 

desde a Leucina na posição 34 até a Glicina na posição 39. Esta 

mutação foi identificada em um indivíduo com insuficiência 

pancreática e problema pulmonar moderado. Um padrão anômalo de 

banda foi identificado pela técnica SSCA e então foi feito o 

sequenciamento do produto de PCR que gerou o padrão anômalo, 

sendo então identificada a mutação. Ela foi publicada no Newsletter 69 

do CFG AC5 (2003).

• W1282G: Mutação localizada no éxon 20. É formada a partir de uma 

alteração no nucleotídeo 3976 onde uma timina é substituída por uma 

guanina, fazendo com que haja uma alteração do aminoácido 

Triptofano para uma Glicina no códon 1282. Esta mutação foi 

identificada em um indivíduo com insuficiência pancreática e problema 

pulmonar moderado. Um padrão anômalo de banda foi identificado 

pela técnica DGGE e então foi feito o sequenciamento do produto de 

PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificada a mutação. 

Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).
  f

• 1716+85C/T: Polimorfismo localizado no íntron 10. E uma alteração de 

uma citosina por uma timina 85 pb após o término do éxon 10. Em 

princípio não deve ser responsável por nenhuma alteração fenotípica no 

indivíduo, pois não está localizada em região codificadora. Foi

5 Newsletter 69: Jomal eletrônico presente no site do Consórcio de Análise Genética da Fibrose 

Cística (CFGAC -  http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/) utilizado para simples relato das mutações encontradas 

por grupos que analisam o gene CFTR.

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/
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detectado por SSCA e posteriormente foi feito o sequenciamento do 

produto de PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificado 

o polimorfismo. Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

5.2.2 M utações em A fro-B rasile iros

Na amostra afro-brasileira, como já era esperado, o resultado obtido foi 

bastante distinto daquele observado entre os euro-brasileiros. A mutação mais 

freqüente foi, igualmente, a AF508, porém com uma freqüência de 15,22%, bastante 

inferior àquela encontrada em euro-brasileiros (45,54%). Os trabalhos existentes em 

populações de origem africana são bastante escassos e, em média, mostram 

freqüências bem maiores desta mutação nas populações analisadas. Em quatro regiões 

geográficas distintas dos EUA, tem-se: 37% de 54 cromossomos em afro-americanos 

de Maryland (CUTTING e cols., 1990), 50% de 28 cromossomos em afro-americanos 

do Tennessee e Alabama (OBER e cols., 1992), 25% de 28 cromossomos em afro- 

americanos da área de Chicago (PHILLIPS e cols., 1995) e 48% de 164 cromossomos 

em afro-americanos de diversas regiões dos EUA (MACEK e cols., 1997). De posse 

destes dados, algumas hipóteses podem ser levantadas para explicar a baixa freqüência 

encontrada.

A primeira hipótese que poderia explicar esta diferença poderia ser uma alta 

taxa de miscigenação nas análises de afro-americanos. Outra hipótese poderia ser uma 

origem distinta dos ascendentes que migraram para os EUA com relação aos que 

migraram para o Brasil. Uma terceira hipótese seria um viés de investigação no critério 

de inclusão dos afro-brasileiros na amostra, pois se os afetados mais graves de FC 

tivessem ido a óbito antes de serem averiguados, isto poderia gerar um decréscimo de 

homozigotos para a mutação AF508 (genótipo associado aos fenótipos graves), com 

conseqüente redução da freqüência desta mutação (RASKIN, 2001). Uma quarta 

hipótese poderia ser uma falha na averiguação, onde pacientes com doenças diferentes 

da FC estariam entrando na amostra (visto a taxa de 30,43% de indivíduos que não 

apresentaram nenhuma mutação identificada). Uma quinta hipótese pode ser a
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presença de uma mutação nova, e não identificada no presente estudo, e que por deriva 

genética na população de afro-brasileiros do estado de MG atingiu uma freqüência 

bastante alta, diminuindo a freqüência da AF508. Uma sexta hipótese pode ser a 

presença de várias mutações novas e não identificadas neste trabalho, o que também 

diminuiria a freqüência da AF508.

Para explicar as diferenças encontradas entre afro-brasileiros e afro- 

americanos todas as hipóteses podem ser levadas em conta, sendo que a presença de 

uma mutação nova, acompanhada de deriva genética na amostra analisada é a que se 

mostra menos plausível, visto que os haplótipos existentes nos cromossomos que não 

tiveram mutação identificada são bastante distintos. Em contrapartida a terceira 

hipótese de falha na averiguação pode ser mais plausível, visto a alta taxa de 

indivíduos que não apresentaram nenhuma mutação identificada (30,43%). Neste caso, 

os critérios de inclusão de indivíduos de ascendência africana deveriam ser revistos 

pelos médicos brasileiros.

A segunda mutação mais freqüente entre os afro-brasileiros foi a 3120+1G:A, 

com uma freqüência de 6,52%. Esta mutação já foi identificada em outras populações 

de origem africana (CARLES e cols., 1996; MACEK e cols., 1997; PADOA, e cols., 

1999), se apresentando com freqüências bastante elevadas. PADOA e cols. (1999), 

estimaram que esta mutação estaria presente entre 15 e 65% dos cromossomos FC na 

população negra Sul Africana.

5.2.2.1 Outras Mutações em CFTR

Além das mutações AF508 e 3120+1G:A foram encontradas outras 11 

mutações no grupo afro-brasileiro. Destas, duas estavam em homozigose [G1247R - 

presente em um indivíduo com consangüinidade relatada (pais primos em terceiro 

grau) - e Q552K - presente em um indivíduo sem consangüinidade relatada] e outras 

duas (A561E e R1066C) estavam, cada uma, presentes em dois indivíduos não 

aparentados, sendo que estas quatro mutações se apresentaram com freqüência de 

4,35%. Nenhuma destas quatro mutações havia sido previamente descrita em
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populações de ascendência africana. Outras sete mutações foram identificadas, estando 

presentes em apenas um cromossomos cada uma. Eram elas: N1303K, Y1092X, P5L, 

565 dei C, I148N, V232D, E504X. Este tipo de distribuição de mutações só ocorre em 

países como o Brasil, com altas taxas de miscigenação, tendo alelos típicos de 

descendentes europeus presentes em afro-brasileiros, como é o caso da mutação 

N1303K.

5.2.2.2 Identificação de Cinco M utações Novas

Cinco mutações novas foram identificadas na amostra de afro-brasileiros, 

sendo que estas mutações apresentaram-se com freqüência de 31,82%, quando apenas 

cromossomos mutados são observados. Isto mostra o quão desconhecido é o aspecto 

molecular do gene CFTR em populações de origem africana.

As mutações encontradas foram:

• 565 dei C: Mutação localizada no éxon 4. É resultante de uma deleção 

de uma citosina na posição 565. Esta alteração causa uma alteração no 

quadro de leitura a partir do par de nucleotídeo deletado, sendo 

conhecida por frameshift. De maneira geral, este tipo de mutação tem 

um efeito fenotípico mais severo quanto maior for a proximidade da 

mutação do início do gene. Isto foi identificado no paciente, que 

apresenta insuficiência pancreática e insuficiência pulmonar. Ela foi 

identificada pela técnica SSCA e então foi feito o sequenciamento do 

produto de PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificada 

a mutação Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

• I148N: Mutação localizada no éxon 4. É formada a partir de uma 

alteração no nucleotídeo 575 onde uma timina é substituída por uma 

adenina, fazendo com que haja uma alteração do aminoácido Isoleucina 

para uma Asparagina no códon 148. Esta mutação foi identificada em 

um indivíduo com suficiência pancreática e problema pulmonar 

moderado. Um padrão anômalo de banda foi identificado pela técnica
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SSCA e então foi feito o sequenciamento do produto de PCR que gerou 

o padrão anômalo, sendo então identificada a mutação. Ela foi 

publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

• E504X: Mutação localizada no éxon 10. É formada a partir de uma 

alteração no nucleotídeo 1642 onde uma guanina é substituída por uma 

timina, fazendo com que haja uma alteração do aminoácido Triptofano 

para um códon de terminação na posição 504. Esta mutação foi 

identificada em um indivíduo com insuficiência pancreática e problema 

pulmonar moderado. Um padrão anômalo de banda foi identificado 

pela técnica SSCA e então foi feito o sequenciamento do produto de 

PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificada a mutação. 

Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).
r

• Q552K: Mutação localizada no éxon 11. E formada a partir de uma 

alteração no nucleotídeo 1786 onde uma citosina é substituída por uma 

adenina, fazendo com que haja uma alteração do aminoácido Glicina 

para uma Lisina no códon 552. Esta mutação foi identificada em 

homozigose em um indivíduo com insuficiência pancreática e problema 

pulmonar moderado. Um padrão anômalo de banda foi identificado 

pela técnica DGGE e então foi feito o sequenciamento do produto de 

PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificada a mutação. 

Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

• G1247R: Mutação localizada no éxon 20. É formada a partir de uma 

alteração no nucleotídeo 3871 onde uma guanina é substituída por uma 

adenina, fazendo com que haja uma alteração do aminoácido Glicina 

para uma argenina no códon 1247. Esta mutação foi identificada em 

homozigose em um indivíduo com insuficiência pancreática e problema 

pulmonar moderado. Um padrão anômalo de banda foi identificado 

pela técnica DGGE e então foi feito o sequenciamento do produto de 

PCR que gerou o padrão anômalo, sendo então identificada a mutação. 

Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).
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5.3 Considerações gerais sobre mutações não 

identificadas

O fato de não se ter conseguido caracterizar todas as mutações do gene CFTR, 

apesar de se ter feito o rastreamento de todos os éxons, pode ser devido ao fato de que 

podem existir mutações na região promotora ou dentro de íntrons (criando sítios de 

splicing alternativo), regiões do gene CFTR que não foram analisadas no presente 

trabalho. Uma outra possibilidade é a existência de grandes deleções, que não seriam 

detectadas nem por DGGE e nem por SSCA. Também se deve levar em conta o fato 

de que a capacidade de identificação destas duas técnicas de análise molecular não é 

de 100%. Deve-se também levar em conta o fato da possibilidade de existirem 

indivíduos erroneamente caracterizados como afetados por fibrose cística, devido a 

uma falha no diagnóstico (vide item 5.2.2). Isto seria plausível principalmente no 

grupo continental affo-brasileiro.

5.3.1 F reqüências e hap ló tipos de m utações não id en tificad as 

neste estudo

Analisando-se os haplótipos formados pelos STRs IVS8CA, IVS17bTA e 

IVS17bCA (apêndice 8), pode-se observar que no grupo continental euro-brasileiro 14 

haplótipos estavam presentes em cromossomos que não tiveram a mutação 

identificada. Para o grupo continental affo-brasileiro se dividiram em 21 haplótipos. 

Pela observação dos haplótipos pode ser notado que existe uma variabilidade bastante 

acentuada entre eles quando alelos de um mesmo microssatélite são observados, sendo 

que não existem haplótipos com uma alta freqüência. Estas duas observações sugerem 

que não haja, entre estes haplótipos, apenas uma única mutação associada.
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5.4 Análise de Desequilíbrio de Ligação

As análises do desequilíbrio de ligação existente entre as mutações em CFTR 

e os haplótipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA são 

dificultadas devido ao elevado grau de desequilíbrio de ligação e ao pequeno tamanho 

amostrai. Esta análise foi realizada simplesmente como um reforço de um fenômeno 

facilmente observável nos dados apresentados: pouca diversidade nos haplótipos com 

alelo mutado. Este fenômeno também foi observado em trabalhos que focaram a 

relação entre mutações em CFTR e associação com haplótipos formados por estes três 

STRs. Conseguiu-se, portanto, mostrar que as mesmas associações apresentadas por 

outros autores (MORRAL e cols., 1993a; RUSSO e cols., 1995; BRAEKELLER e 

cols., 1996; MORRAL e cols., 1996; VISICH e cols., 2001) foram observadas no 

presente trabalho, incluindo-se aí as associações existentes entre mutações em CFTR e 

haplótipos formados por estes três marcadores no grupo afro-brasileiro (apesar do 

pouco número de mutações presentes).

Um dado bastante interessante é o fato de que, até o momento, em populações 

de origem européia, a mutação G85E apresenta associação absoluta com o haplótipo 

16-24-13 (presente em quatro cromossomos no presente trabalho e em outros 46 

cromossomos em trabalhos diversos) Em análise de mais de 6.000 cromossomos 

normais este haplótipo ainda não havia sido descrito (ESTIVILL, comunicação 

pessoal), estando, portanto, a sua presença relacionada única e exclusivamente à 

mutação G85E. Neste trabalho um cromossomo normal, presente no grupo euro- 

brasileiro, apresentou este haplótipo, reforçando, ainda mais, a diferença existente 

entre os dois grupos continentais.
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5.5 Detecção de Mutação no Microssatélite IVS17bTA

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foi identificada uma mutação 

do tipo deslizamento (mutação que gera alteração no número de repetições em um 

dado microssatélite). Esta mutação ocorre durante o processo de divisão meiótica e 

acaba por gerar um aumento ou diminuição no número de repetições. Até o momento 

não foi descrita a verificação de nenhuma mutação deste tipo nos microssatélites 

existentes no gene CFTR (ESTIVILL, comunicação pessoal). MORRAL e cols. (1994) 

calcularam a idade aproximada da mutação ÁF508 tendo como base a identificação do 

provável haplótipo original, onde surgiu esta mutação. A partir daí, estimaram o 

número de mutações existentes para a formação dos 46 haplótipos derivados do 

haplótipo ancestral 23-31-13 (sendo que foram desconsiderados para estes cálculos 

aqueles haplótipos cujos quais resultavam de eventos recombinatórios). Para esta 

análise foi estimado que a idade de surgimento da mutação AF508 era de 52.000 anos, 

tomando como base para este cálculo o fato de que não havia sido observado nenhum 

alelo novo em nenhuma das 3.000 meioses observadas para os três microssatélites. Na 

análise das amostras desta tese foram observados 237 eventos meióticos para os 

microssatélites e um alelo novo foi encontrado. Isto sugere que o cálculo realizado 

para estimativa da idade da origem da mutação AF508 deve ser revisto, tomando-se 

como base um maior número amostrai.
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6 CONCLUSÕES

1- Em relação às mutações em CFTR no grupo continental euro-brasileiro, 

a mutação mais freqüente encontrada foi a AF508 com uma freqüência 

de 45,54% entre os 112 cromossomos analisados. A segunda mutação 

mais freqüente foi a G542X, com uma freqüência de 6,25%. Outras 

quatro mutações apresentaram freqüência de 3,57% (N1303K, R334W, 

R1162X e G85E) e outras 19 mutações (2183 AA:G, W1282X, A561E, 

R553X, Y1092X, 3849+lOkb C:T, 711+5G:A, 621+1G:T, G1069R, 

W1282G, S4X, E585X, 1717-8G:A, 711+1G:T, 1812-1G:A, 1717-1G:A, 

232 dei 18, R347P, 1898-1G:A) foram encontradas no grupo euro- 

brasileiro com freqüências variando entre 0,89 e 2,65%;

2- Na caracterização das mutações existentes entre os afetados do grupo 

continental afro-brasileiro a mutação mais freqüente foi a AF508 com 

uma freqüência de 15,22%, bastante inferior àquela encontrada em euro- 

brasileiros (45,54%). A segunda mutação mais freqüente entre os afro- 

brasileiros foi a 3120+1G:A, com uma freqüência de 6,52%. Quatro 

mutações (ainda não descritas em população de origem africana) se 

apresentaram com freqüência de 4,35% (G1247R, Q552K, A561E e 

R1066C). Outras sete mutações (N1303K, Y1092X, P5L, 565 dei C, 

I148N, V232D, E504X) foram identificadas, estando presentes em 

apenas um cromossomo cada uma;

3- A identificação das distintas mutações responsáveis por FC permitiu 

concluir a análise molecular da doença em 92,86% das famílias do grupo 

continental euro-brasileiro e em 69,57% das famílias do grupo 

continental afro-brasileiro. No primeiro grupo apenas em 7,14% dos
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afetados não se pôde identificar nenhuma mutação, já no segundo grupo 

este número chegou a 30,43%;

4- Em relação aos marcadores IVSóaGATT, IVS8CA, IVS8-T(n),

T854lAva II, IVS17bTA, e IVS17bCA, os alelos mais freqüentes foram 

7, 17, 9, 1, 31, 13 respectivamente para os cromossomos mutados no 

grupo continental euro-brasileiro e 6, 16, 7, 2, 31, 13 respectivamente 

para os cromossomos mutados no grupo continental afro-brasileiro. Entre 

os cromossomos normais os marcadores IVS8CA, IVS8-T(n),

IVS17bTA, e IVS17bCA apresentaram, respectivamente, como alelos 

mais freqüentes, os alelos 16, 7, 7, 13 entre o grupo continental euro- 

brasileiro e 16, 7, 7,13 entre o grupo continental afro-brasileiro;

5- Na análise dos haplótipos formados pelos marcadores IVSóaGATT,

IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava II, IVS17bTA, e IVS17bCA em 

cromossomos mutados observou-se que o haplótipo mais freqüente nos 

dois grupos analisados foi o 6-23-9-1-31-13, com uma freqüência de 

25,40% no grupo euro-brasileiro e uma freqüência de 75% no grupo 

afro-brasileiro;

6- Em relação aos haplótipos formados pelos marcadores IVS8CA,

IVS17bTA, e IVS17bCA, entre o grupo euro-brasileiro, os mais 

freqüentes foram o 17-31-13 (cromossomos mutados) e o 16-7-17 

(cromossomos normais). Entre o grupo afro-brasileiro, os mais 

freqüentes foram o 23-31-13 (cromossomos mutados) e os 16-7-17, 16- 

30-13 e 16-32-13 (cromossomos normais);

7- Até o momento não se conhece nenhum trabalho que apresente uma

análise de marcadores internos do gene CFTR em população de 

ascendência africana. Pelos dados fornecidos por este trabalho percebe- 

se que, em um primeiro momento, podemos caracterizar o grupo de 

origem africana analisado como apresentando diferenças importantes 

com relação a estes marcadores, sendo que maiores análises são 

necessárias;
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8- O conjunto de mutações FC no grupo continental euro-brasileiro e os 

haplótipos associados a estas mutações, indicam a presença de um 

componente Mediterrâneo na formação da população brasileira de 

origem européia;

9- Em relação ao grupo continental afro-brasileiro observou-se, pela grande 

porcentagem de mutações novas, que há muita informação ainda 

desconhecida sobre este grupo populacional. Devido a isto, maiores 

pesquisas são necessárias para que se conheça o real perfil deste conjunto 

na população brasileira;

10- Foram identificadas duas novas mutações (232 dei 18 e W1282G) e um 

novo polimorfismo (1716+85C/T) no grupo continental euro-brasileiro. 

No grupo continental afro-brasileiro foram identificadas cinco novas 

mutações (565 dei C, I148N, E504X, Q552K, e G1247R);

11- A análise de associação entre os alelos dos marcadores intra-gênicos 

IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA (e haplótipos formados por estes) 

mostrou-se importante facilitador na identificação de mutações;

12- A caracterização das freqüências alélicas e haplotípicas dos marcadores 

IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA permitem que o Aconselhamento 

Genético para famílias brasileiras com um afetado ou com história 

familiar de FC seja realizado de maneira bem mais precisa;

13- Foi identificada uma mutação no microssatélite IVS17bTA, dando nova 

informação para inferências sobre idade de surgimento de mutações no 

gene CFTR.
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APÊNDICE 1 - TERMO DE ANUÊNCIA

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PESQUISA

Titulo do Projeto: Análise da variabilidade genética do gene CFTR na população 
brasileira: screening completo dos 27 éxons do gene CFTR com 
identificação de mutações e suas associações com marcadores 
intra-gênicos em euro-brasileiros e afro-brasileiros.

Investigadores: Lodércio Culpi (041) 366-3144 (r. 254)
Universidade Federal do Paraná

Fábio Rueda Faucz (041) 366-3144 (r. 254)
Universidade Federal do Paraná

Propósito da Pesquisa

Atualmente já é conhecido que determinadas mutações no gene CFTR predispõe a 
quadros clínicos mais graves e outras a quadros clínicos mais leves. No Brasil 
existem dois grandes problemas com relação aos pacientes de fibrose cística: o 
primeiro é a demora no diagnóstico, o que dificulta o tratamento e que seria 
facilitado se técnicas de screening fossem mais rápidas e menos custosas, sendo que, 
se em todos os indivíduos que tivessem algum sintoma de fibrose cística fosse feito 
um rápido screening, provavelmente uma porcentagem relativa destes já teriam 
algum indício de se são ou não afetados FC, fazendo com que, em caso positivo, já 
fosse iniciado um tratamento mais específico; o segundo é que muitas vezes, não se 
sabem as mutações que determinados indivíduos afetados apresentam, o que impede 
um prognóstico futuro de como a doença vai se desenvolver e, conseqüentemente, de 
como este indivíduo deve ser tratado a fim de melhorar a sua qualidade vida. Este 
estudo pode facilitar o diagnóstico de FC e o screening de portadores. Também, a 
longo prazo, espera-se ser possível aplicar as informações obtidas nesta pesquisa 
para estudar o desenvolvimento de novas estratégias para melhorar o tratamento da 
FC
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Descrição da Pesquisa

Seus filhos serão questionados a respeito de doar uma amostra de sangue 
(aproximadamente 5ml). A amostra de sangue será coletada de acordo com os 
padrões clínicos, os quais raramente têm algum risco. Pode ocorrer algum pequeno 
desconforto quando a agulha é inserida na veia. O material genético (DNA) usado 
em nossa pesquisa será extraído a partir da amostra de sangue coletada, usando 
técnicas moleculares padrão em nosso laboratório. O DNA será usado para a análise 
molecular do gene CFTR.

Possíveis desconfortos ou inconveniências:

Não existe nenhum problema associado com a participação neste estudo. Existe 
somente um pequeno desconforto quando a agulha é inserida na veia. Pode ocorrer a 
formação de um pequeno hematoma na região da coleta, o qual desaparece em 
poucos dias.

Benefícios:

A informação obtida a partir desta pesquisa pode não beneficiar você ou os seus 
filhos diretamente, mas será utilizada para desenvolver um aprendizado geral da 
gravidade da FC e o relacionamento com outros problemas clínicos que ocorrem na 
doença. A longo prazo os resultados da pesquisa podem levar a novos métodos de 
cura para a FC.

Confidencialidade:

Confidencialidade será a respeito de não ocorrer divulgação de nenhuma informação 
sobre a identidade dos pacientes, não ocorrendo nenhuma publicação com 
identificação sem o consentimento do paciente. Para a informação do paciente, se 
este consentir, os novos dados serão inseridos nas suas fichas médicas. O material 
genético isolado como resultado desta pesquisa será estocado anonimamente.

Participação:

A participação na pesquisa é voluntária. Se você não quiser que seu filho participe da 
pesquisa neste momento e depois mudar de idéia. Poderá entrar no grupo a qualquer 
momento.
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Consentimento:

Eu confirmo que os processos da pesquisa, descritos acima, foram explicativos para mim 
e que qualquer questão que eu tenha tido me foi respondida de forma satisfatória. Eu fui 
informado das alternativas da participação neste estudo, incluindo o direito de não 
participar. Também me foram explicados sobre os possíveis desconfortos, e também 
declaro ter entendido os benefícios se por acaso eu participar da pesquisa. Eu sei que 
obterei resposta a qualquer questão que eu tiver agora ou no futuro. Eu entendo que os
dados obtidos a meu respeito serão mantidos em sigilo e que nenhuma informação sobre
minha identidade pessoal será publicada sem minha prévia permissão, a menos que seja 
requerido por lei.

Eu consinto em participar.

  A pessoa que pode ser contatada
Nome e idade do paciente sobre a pesquisa é:

________________________________________  quem pode ser chamado ao telefone #:
Assinatura (se for maior de 18 anos)

________________________________________  Assinatura
Nome da pessoa que deu o consentimento

Data

Para  os pais dos par t ic ipantes  com idade infer ior  a 18 anos uma 
forma de consent imento separada  deve ser incluída.
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Consentimento:

Eu confirmo que os processos da pesquisa, descritos acima, foram explicativos para mim 
e que qualquer questão que eu tenha tido me foi respondida de forma satisfatória. Eu fui 
informado das alternativas da participação neste estudo, incluindo o direito de não 
participar. Também me foram explicados sobre os possíveis desconfortos, e também 
declaro ter entendido os benefícios se por acaso eu participar da pesquisa. Eu sei que 
obterei resposta a qualquer questão que eu tiver agora ou no futuro. Eu entendo que os 
dados obtidos a meu respeito serão mantidos em sigilo e que nenhuma informação sobre 
minha identidade pessoal será publicada sem minha prévia permissão, a menos que seja 
requerido por lei.

Eu consinto que meu filho (a)__________________________________________ participe.

________________________  A pessoa que pode ser contatada
Nome do Pai /  Mãe sobre a pesquisa é:

Assinatura
quem pode ser contatado ao telefone #:
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Data:______________________________

Nome completo do paciente:_____________

Endereço atual:_______________________

Idade atual:__________________________

Data de nascimento:___________________

S exo:______________________________

Grupo étnico:________________________

Estado de nascimento:__________________

Consangüinidade:_____________________

Parentes com FC:_____________________

Irmão com FC:_______________________

Idade aos primeiros sintomas:____________

Idade ao diagnóstico:__________________

Ano do diagnóstico:___________________

íleo meconial:________________________

Insuficiência pancreática:_______________

Doença pulmonar:____________________

Escore de Schwachman:________________

Cloro no suor:_______________________

Sódio no suor:_______________________

Data de óbito:________________________

APÊNDICE 2 - PROTOCOLO CLÍNICO

Médico responsável:.
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DATA DE HOJE:__________________________________________

INVESTIGADOR PRINCIPAL:______________________________

NOME DO PACIENTE:____________________________________

SOBRENOME:____________________________________________

ENDEREÇO ATUAL: Rua:__________________________________

Cidade:____________________________ Estado:________ CEP:__

Telefone para contato:_______________________________________

LOCAL DE NASCIMENTO:

Cidade:___________________________________________________

E s ta d o :________________________________________________

Região:______________________________________ _____________

País:__________________________________________ ___________

MÃE DO PACIENTE:

Nome:____________________________________________________

Sobrenome de solteira:______________________________________

Descendência por parte de mãe:_______________________________

Descendência por parte de pai:________________________________

PAI DO PACIENTE:

Nome:_________________________________________ __________

Sobrenome:_______________________________________________

APÊNDICE 3 - PROTOCOLO DE ETNIAS DA FIBROSE CÍSTICA

Descendência por parte de mãe:. 

Descendência por parte de pai:_
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APÊNDICE 4 -  HAPLÓTEPOS PARA OS MARCADORES IVSóaGATT, IVS8CA, 
IVS8-T(n), T854lAva II, IVS17bTA, E IVS17bCA PRESENTES EM 
CROMOSSOMOS AFETADOS DE EURO-BRASILEIROS E AFRO- 
BRASILEIROS.

Alelos_____________________________  Freqüênciavjiupu IVSóaGATT IVS8CA IVS8-T(n) T854/Ava II IVS17bTA IVS17bCA n (%)
6 16 7 1 30 13 1 1,59
6 17 7 2 47 11 1 1,59
6 17 9 1 31 13 1 1,59
6 17 9 1 32 13 1 1,59
6 23 7 1 31 13 1 1,59
6 23 7 1 33 13 1 1,59
6 23 9 1 30 13 1 1,59
6 23 9 1 31 13 16 25,40
6 23 9 1 32 13 1 1,59
6 23 9 1 33 13 4 6,35
6 23 9 1 34 13 1 1,59
6 25 9 1 30 13 1 1,59
6 26 9 1 31 13 1 1,59
7 16 7 7 17 2 3,17

Euro-
brasileiro

7
7

16
16

7
7

1
1

24
25

13
13

3
1

4,76
1,59

7 16 7 1 31 13 2 3,17
7 16 7 1 31 14 1 1,59
7 16 7 1 32 13 1 1,59
7 16 7 1 34 13 1 1,59
7 16 7 1 44 13 1 1,59
7 16 7 1 45 13 1 1,59
7 16 7 1 48 13 1 1,59
7 16 9 1 24 13 1 1,59
7 16 9 1 31 14 1 1,59
7 16 9 7 17 1 1,59
7 17 7 1 31 13 5 7,94
7 17 7 1 33 13 1 1,59
7 17 7 1 41 13 1 1,59
7 17 7 7 17 1 1,59
7 17 9 1 31 13 3 4,76
7 17 9 7 17 2 3,17
7 17 9 31 13 1 1,59
7 23 9

Total
1 31 13 1

63
1,59

100,00
Afro- 6 23 9 1 31 13 3 75,00

brasileiro 6 25 9 1 31 13 1 25,00
Total 4 100,00

FONTE: o autor
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APÊNDICE 5 - HAPLÓTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E 
IVS17bCA PRESENTES EM CROMOSSOMOS AFETADOS DE 
EURO-BRASILEIROS E AFRO-BRASILEIROSa

grupo Alelos n Freqüência grupo Alelos n Freqüência
IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA (%) IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA (%)

16 7 17 5 4,46
16 21 19 1 0,89
16 24 13 4 3,57
16 25 13 1 0,89
16 29 13 2 1,79
16 29 14 1 0,89 16 7 17 3 6,52
16 30 13 3 2,68 16 24 13 1 2,17
16 31 13 4 3,57 16 28 16 4,35
16 31 14 2 1,79 16 28 13 1 2,17
16 32 13 4 3,57 16 30 13 1 2,17
16 32 14 1 0,89 16 30/32 13 C 2,17
16 33 13 2 1,79 16 30/32 13 l b 2,17
16 34 13 2 1,79 16 31 13 3 6,52
16 38 16 1 0,89 16 31 14 1 2,17
16 44 13 1 0,89 16 31 18 1 2,17
16 45 13 1 0,89 16 33 13 3 6,52
16 48 13 1 0,89 16 42 13 1 2,17

.§ 16 nd 13 1 0,89 .§ 16 45 13 1 2,17
r s i

£u
17 7 17 3 2,68 C/3 16 7/34 17 1 C 2,17
17 30 13 2 1,79 1 16 nd 13 4,35

■iP 17 31 13 24 21,43 è< 16/17 30/33 13/14 1 ̂ 2,17
&w 17 32 13 7 6,25 16/17 30/33 13/14 1 ̂ 2,17

17 33 13 1 0,89 16/23 33 13 1 C 2,17
17 31/34 13 1 0,89 16/23 31 13 1 C 2,17
17 41 13 1 0,89 17 7 17 8,70
17 44 11 1 0,89 17 28 18 1 2,17
17 47 11 1 0,89 17 31 13 1 2,17
18 34 13 1 0,89 19 7/34 13 1 c 2,17
18 35 13 2 1,79 22 22 17 1 2,17
21 36 13 1 0,89 23 31 13 5 10,87
23 30 13 1 0,89 23 35 13 1 2,17
23 31 13 18 16,07 25 31 13 1 2,17
23 32 13 1 0,89 16 7 17 3 6,52
23 32 14 1 0,89 16 24 13 1 2,17
23 33 13 5 4,46 nt nt nt 4 8,70
23 34 13 1 0,89
23 46 13 1 0,89
25 30 13 1 0,89
26 31 13 1 0,89

Total 112 100,00 Total 46 100,00
FONTE: o autor
NOTA: “ - inclui haplótipos presentes no apêndice 1

b " c _ d ‘ e - são dois cromossomos do mesmo indivíduo, sendo que estes indivíduos
apresentam apenas dois haplótipos e estes são distintos (por exemplo, n o b um dos 
haplótipos tem o alelo 30 e o outro o alelo 32 

nd - não definido (por algum problema técnico não foi possível estabelecer o alelo)
“/” - não foi possível identificar o alelo (indica “ou”)
nt - nãotipado
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APÊNDICE 6 - HAPLÓTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E 
IVS17bCA PRESENTES EM CROMOSSOMOS NORMAIS DE 
EURO-BRASILEIROS E AFRO-BRASILEIROS.

grupo Alelos n Freqüência
( % )

grupo Alelos n Freqüência
( % )IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA

14 7 17 1 0,94 21 31 13 1 0,94
14 31 13 2 1,89 21 36 13 2 1,89
14 43 13 1 0,94 o 23 19 22 1 0,94
14 46 13 1 0,94 ■h

V 23 22 17 1 0,94
15 7 17 2 1,89 ^  '1 23 30 13 1 0,94
15 31 13 1 0,94

£  'I 23 31 13 1 0,94
16 7 13 1 0,94 ó  8 23 33 13 1 0,94
16 7 17 13 12,26 C w 

3 23 35 13 2 1,89
16 8 17 1 0,94 W 23 nd 13 2 1,89
16 25 13 2 1,89 24 22 17 1 0,94
16 29 13 2 1,89 24 31 13 1 0,94
16 30 13 12 11,32 Total 106 100,00
16 31 13 11 10,38
16 31 14 1 0,94 16 7 16 1 3,13
16 32 13 7 6,60 16 7 17 3 9,38
16 33 14 1 0,94 16 24 13 1 3,13

o
.ía 16 34 13 1 0,94 16 25 13 1 3,13
<U 16 35 13 1 0,94 16 29 13 1 3,13
3 16 44 13 2 1,89 16 29 14 1 3,13VhrO 16 45 13 1 0,94 16 30 13 3 9,38
è 16 46 13 3 2,83 16 31 13 1 3,13

w 16 47 14 1 0,94 o 16 32 13 3 9,38
16 nd 13 2 1,89 .íau 16 34 13 1 3,13
17 7 11 1 0,94 16 42 13 1 3,13
17 7 17 5 4,72 te 16 49 16 1 3,13
17 24 20 1 0,94 AJ1Q 16 30/32 16 1 3,13
17 25 13 1 0,94 £ 16 34/7 17 1 3,13
17 29 13 1 0,94 < 16 nd 17 1 3,13
17 31 13 2 1,89 16 nd 13 1 3,13
17 32 13 1 0,94 17 7 17 1 3,13
17 41 13 1 0,94 17 19 13 1 3,13
17 44 13 1 0,94 17 27 18 2 6,25
17 46 11 1 0,94 17 31 13 1 3,13
17 46 13 2 1,89 21 36 13 1 3,13
17 47 11 1 0,94 23 7 17 1 3,13
17 55 11 2 1,89 23 31 13 2 6,25
18 32 13 1 0,94 16/23 28 16 1 3,13
18 36 13 1 0,94 Total 32 100,00

FONTE: o autor
NOTA: nd - não definido (não foi possível estabelecer o alelo)

“/” - não foi possível identificar o alelo (indica “ou”)
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APENDICE 7 - DISTRIBUIÇÃO DOS HAPLÓTIPOS FORMADOS PELOS SEIS 
MARCADORES INTERNOS DO GENE CFTR EM 
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DOS GRUPOS EURO- 
BRASILEIRO E AFRO-BRASILEIRO

Alelo Freqüência
luuiuyuv

IVSóaGATT IVS8CA IVS8-T(n) T854A4va II IVS17bTA IVS17bCA (%)
Y1092X 6 16 7 1 30 13 1 1,49
R553X 6 17 7 2 47 11 1 1,49
AF508 6 17 9 1 31 13 1 1,49
AF508 6 17 9 1 32 13 1 1,49
AF508 6 23 7 1 31 13 1 1,49
G542X 6 23 7 1 33 13 1 1,49
AF508 6 23 9 1 31 13 13 19,40
AF508“ 6 23 9 1 31 13 3 4,48
G542X 6 23 9 1 33 13 4 5,97

N1303K 6 23 9 1 31 13 3 4,48
G542X 6 23 9 1 32 13 1 1,49
G542X 6 23 9 1 34 13 1 1,49

N1303K 6 23 9 1 30 13 1 1,49
AF508 6 25 9 1 30 13 1 1,49
AF508 6 25 9 1 30 13 1 1,49
AF508" 6 26 9 1 31 13 1 1,49
G85E 7 16 7 1 24 13 4,48

711+1G:T 7 16 7 1 25 13 1 1,49
2183 AA:G 7 16 7 1 31 13 2,99
2183 AA:G 7 16 7 1 31 14 1 1,49

R347P 7 16 7 1 32 13 1 1,49
R334W 7 16 7 1 34 13 1 1,49
A561E 7 16 7 1 44 13 1 1,49

1898-1G:A 7 16 7 1 45 13 1 1,49
R334W 7 16 7 1 48 13 1 1,49

1717-1G:A 7 16 7 2 7 17 1 1,49
3849+lOkbC:T 7 16 7 2 7 17 1 1,49

G85E 7 16 9 1 24 13 1 1,49
1812-1G:A 7 16 9 1 31 14 1 1,49

AF508 7 16 9 2 7 17 1 1,49
R1162X 7 17 7 1 31 13 5,97
AF508 7 17 7 1 31 13 1 1,49
R334W 7 17 7 1 33 13 1 1,49
R334W 7 17 7 1 41 13 1 1,49

W1282X 7 17 7 2 7 17 1 1,49
AF508 7 17 9 1 31 13 4,48

W1282X 7 17 9 2 7 17 2,99
AF508 7 17 9 2 31 13 1 1,49
AF508
Total

7 23 9 1 31 13 1
67

1,49
100,00

FONTE: o autor
NOTA:0 - mutações com haplótipos completos identificados na amostra afro-brasileira
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APÊNDICE 8- HAPLÓTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E 
IVS17bCA, SEM MUTAÇÃO ASSOCIADA, PRESENTES EM 
CROMOSSOMOS AFETADOS, DE EURO-BRASILEIROS E AFRO- 
BRASILEIROS3

grupo Alelos n Freqüência1 Freqüência2
IVS8CA IVS17bTA IVS17bCA (%) (%)

14 7 17 1 7,14 0,89
16 29 13 2 14,29 1,79

O

.u 16 30 13 2 14,29 1,79<urs
3
Uh
r>

16 31 13 1 7,14 0,89
16 32 13 3 21,43 2,68

i
p 16 33 13 1 7,14 0,89
UH3
w 16 34 13 1 7,14 0,89

16 38 16 1 7,14 0,89
18 35 13 2 14,29 1,79

total 14 100,00 12,50
16 7 17 3 14,29 6,52
16 24 13 1 4,76 2,17
16 28 13 1 4,76 2,17
16 30 13 1 4,76 2,17
16 31 18 1 4,76 2,17
16 33 13 1 4,76 2,17

o 16 nd 13 2 9,52 4,35
.3 16 30/32 13 l b 4,76 2,17
• ^H

16 30/32 13 l b 4,76 2,17
1 16 34/7 17 l c 4,76 2,17

16/17 30/33 13/14 l d 4,76 2,17
< 16/17 30/33 13/14 l d 4,76 2,17

16/23 31 13 1 4,76 2,17
17 28 18 1 4,76 2,17
19 34/7 13 l c 4,76 2,17
22 22 17 1 4,76 2,17
23 31 13 1 4,76 2,17
nt nt nt 1 4,76 2,17

total 21 100,00 45,65
FONTE: o autor
NOTA: 1 Frequencia relativa apenas aos haplótipos presentes em cromossomos sem mutações

identificadas.
2 Frequencia relativa a todos os haplótipos presentes em cromossomos de indivíduos 
afetados.
“ - inclui haplótipos presentes no apêndice 1
b “ c " d - são dois cromossomos do mesmo indivíduo, sendo que estes indivíduos 
apresentam apenas dois haplótipos e estes são distintos (por exemplo, no b um dos 
haplótipos tem o alelo 30 e o outro o alelo 32
nd - não definido (por algum problema técnico não foi possível estabelecer o alelo)

- não foi possível identificar o alelo (indica “ou”) 
nt - não tipado


