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deoxinucleotideos

Acido Etileno Tetra-Diamino

Fibrose Cistica

Hpa II Tiny Fragments (ilhas livres de metilagéo)

int-1 related protein (proteinas relacionadas a int-1

quilobases

Mammalian Artificial Chromosomes (cromossomos artificiais de mamiferos)
Miliequivalente por litro

Minas Gerais

Membrane Spanning Domain (dominio que atravessa a membrana)
Nucleotide Binding Fold (dobra de ligagdo nucleotidica)

pares de base

Polymerase Chain Reaction (reagdo em cadeia pela polimerase)
Pulsed Field Gel Electrophoresis (eletroforese em campo pulasado)
Proteina A-Quinase

Parana

Acido ribonucléico mensageiro

Santa Catarina

Single Strand Conformation Analysis (anélise de conformagéo de fita simples)
Short Tandem Repeat (repeti¢Ges curtas em seqiiéncia)

Tris-EDTA

Tripsina Imunoreativa
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RESUMO

A fibrose cistica ou mucoviscidose é a doenga genética que mais freqiientemente leva a
Obito na infincia entre os europeus e seus descendentes. A doenga ¢ multissistémica, de
expressdo variavel, 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 o0 aspecto molecular, buscando a identificagdo das mutagGes existentes e identificagdo
dos alelos de marcadores intra-génicos para se fazer a caracterizagdo da freqiiéncia das
mutagdes existentes, dos haplétipos formados pelos marcadores internos do gene CFTR ¢
da correlagdo existente entre os haplotipos e as mutagdes em uma amostra de individuos
afetados de origem européia (euro-brasileiros) € em outra de individuos afetados de origem
africana (afro-brasileiros) para que se possa facilitar a identificagdo de mutagbes em
individuos afetados e tomar mais preciso o Aconselhamento Genético de familias
brasileiras com um afetado ou com histéria familiar de FC. A metodologia utilizada
consistiu na obtengdo e andlise molecular de amostras sangiiineas dos afetados e seus pais,
bem como na caracterizagdo do grupo continental em que cada individuo estava inserido. A
mutagdo DF508 foi caracterizada como a mais freqiiente nos dois grupos continentais. No
grupo euro-brasileiro outras cinco mutagdes apresentaram uma freqiiéncia superior a 3,5%
(G542X - com uma freqiiéncia de 6,25% - e N1303K, R334W, R1162X e G85E - com
freqiiéncias de 3,57%). Ainda neste grupo outras 19 mutagdes apresentara freqiiéncia
variando de 0,89% a 2,65% (2183 AA:G, W1282X, A561E, R553X, Y1092X, 3849+10kb
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). No grupo afro-brasileiro, além
da DF508, outras cinco mutagdes foram encontradas em mais de um cromossomo
(3120+1G:A - com uma freqiiéncia de 6,52% e G1247R, Q552K, AS61E e R1066C - com
freqiiéncias de 4,35%). Outras sete mutagdes foram encontradas, estando presentes e
apenas um cromossomo cada (N1303K, Y1092X, P5L, 565 del C, I1148N, V232D, E504X).
A 1dentificagdo das distintas mutagdes responsaveis por FC permitiu concluir a anélise
molecular da doenga em 92,86% das familias do grupo continental euro-brasileiro e em
69,57% das familias do grupo continental afro-brasileiro. Em relagdo aos haplétipos
formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA, entre o grupo euro-
brasileiro, os mais freqiientes foram o 17-31-13 (cromossomos mutados) € o 16-7-17
(cromossomos normais). Entre o grupo afro-brasileiro, os mais freqiientes foram o 23-31-
13 (cromossomos mutados) e os 16-7-17, 16-30-13 e 16-32-13 (cromossomos normais). O
conjunto de mutagdes FC no grupo continental euro-brasileiro e os haplétipos associados a
estas mutagdes, indicam a presenga de um componente Mediterrdneo na formagdo da
populagdo brasileira de origem européia. Foram identificadas duas novas mutagdes (232
del 18 e W1282G) e um novo polimorfismo (1716+85C/T) no grupo continental euro-
brasileiro. No grupo continental afro-brasileiro foram identificadas cinco novas mutages
(565 del C, 1148N, E504X, Q552K, e G1247R). A anélise de associagdo entre os alelos dos
marcadores intra-génicos IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA (e haplétipos formados por
estes) mostrou-se importante facilitador na identificagdo de mutagSes. Em suma, a
caracterizagdo das freqiiéncias alélicas e haplotipicas das mutagdes € dos marcadores
IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA permitem que o Aconselhamento Genético de familias
brasileiras com um afetado ou com histéria familiar de FC seja realizado de maneira bem
mais rapida 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 newbom 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+10kb C:T, 711+5G:A, 621+1G:T, G1069R, W1282G, S4X, ES85X,
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, PSL, 565 del C, 1148N, 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, 1148N, 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
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1 Introdugao

A fibrose cistica (FC) ou mucoviscidose € a doenga hereditaria autossémica
recessiva grave mais freqiiente na populagdo de origem caucasdide, com uma
incidéncia média de 1 em 2.500 nascidos vivos e uma freqiiéncia de portadores de 1
em 25 (BOAT; WELSH; BAUDET, 1989). Os heterozigotos ou individuos portadores
de uma mutagio no gene da fibrose cistica sdo clinicamente normais, ndo apresentando
nenhuma sintomatologia da doenga. No Brasil, at¢ o momento ndo foi realizado
nenhum estudo amplo o suficiente sobre a incidéncia da fibrose cistica, principalmente
devido ao tamanho da populagdo, ao fato de que em muitas localidades o diagndstico
ainda ¢é deficitario e de que existe uma heterogeneidade muito grande na populagdo
brasileira. Estes fatores indicam que a incidéncia da fibrose cistica provavelmente
possa ser bastante distinta entre as regides, o que ja € observado com relagdo as
mutagles AF508, G542X, G551D, N1303K e W1282X (RASKIN e cols., 1993; 1999).

A clinica da fibrose cistica se inicia geralmente nos primeiros anos de vida e
se caracteriza por uma disfun¢do generalizada das glandulas exdcrinas (principalmente
do aparelho respiratério e do trato gastrointestinal), insuficiéncia pancreatica, niveis
elevados de eletrolitos no suor e infecgdo cronica e obstrugido do aparelho respiratorio.
Devido a grande variabilidade da sintomatologia clinica e da elevada taxa de
mortalidade infantil, foi praticamente desconhecida até o inicio do século XX.

Entre 1650 e 1800 numerosos autores descreveram casos de insuficiéncia
pancreatica em criangas (TAUSSIG, 1984). Em 1857 ja havia referéncias na literatura
cientifica alema sobre criangas que tinham excesso de suor salgado nas sobrancelhas e
morriam cedo (WOOD; BOAT; DOERSHUK, 1976).

A primeira descrigdo da fibrose cistica foi realizada por Landsteiner em 1905.

Entretanto a doenca ndo foi reconhecida até o final dos anos 30, quando Fanconi e



Anderson descrevem as alteragdes patologicas de pulmdes e péncreas, tipicas de
pacientes com fibrose cistica (FANCONI; UEHLINGER; KNAUER, 1936;
ANDERSON, 1938). Mais tarde, FARBER (1945) sugeriu que a fibrose cistica se
devia a um transtorno generalizado na secre¢do das glandulas mucosas, especialmente
dos aparelhos respiratério e gastrointestinal. Em 1953, di SANT’AGNESE e cols.
observaram, no suor de praticamente todos os individuos com fibrose cistica, niveis
excessivamente elevados de sddio e cloro. Posteriormente, se demonstrou que o
transporte andmalo de cloro e sédio altera as propriedades elétricas das células
epiteliais respiratérias (KNOWLES e cols., 1983) e que a permeabilidade do cloro
através da membrana celular de glandulas salivares € 40 vezes menor em afetados por
fibrose cistica do que em normais (QUINTON, 1983).

A alta freqiiéncia de portadores na civilizagdo ocidental (5%) sugere que a FC
ndo seja uma doenga recente. O conhecimento molecular da doenga permitiu
recentemente estimar que a primeira mutagdo no gene selvagem da FC ocorreu ha
cerca de 52 mil anos atras, portanto, apos a divergéncia dos trés grandes grupos
continentais, explicando porque a incidéncia da doenga é muito maior no grupo
continental europeu do que nos outros grupos (MORRAL e cols., 1993a).

Nio se tinha nenhuma evidéncia sobre o gene responsavel da doenga até que
em 1985, diferentes grupos localizaram, mediante analise de ligagdo genética, o locus
do gene da fibrose cistica no cromossomo 7 (banda 7q31) (TSUI e cols., 1985;
WAINWRIGHT e cols., 1985; WHITE e cols., 1985). Finalmente em 1989 o gene da
fibrose cistica foi clonado e caracterizado, e a mutagdo mais freqiiente (AF508),
identificada (KEREN e cols., 1989b; ROMMENS e cols., 1989; RIORDAN e cols.,
1989). Desde entdo, se tem demonstrado que o gene codifica para uma proteina de
membrana chamada Regulador da Condugdo Transmembrinica da Fibrose Cistica
(CFTR) que atua como um canal de cloro, regulado por ATP ¢ ADP (ANDERSON e
cols., 1991a; 1991b; 1991¢).

Em 1992 comegaram os primeiros experimentos em terapia génica: conseguiu-
se inserir ADNc-CFTR humano em células epiteliais de trato respiratorio de rato,

buscando a corregdo do transporte de cloro (ROSENFELD e cols., 1992). Atualmente



varios grupos comegaram a aplicar terapia génica diretamente em humanos afetados
por fibrose cistica, detectando a expressdo, mesmo que por um curto periodo de tempo,
de uma proteina CFTR funcional em células do trato respiratorio, sendo que os grupos
pioneiros foram ALTON e cols. (1993) e ZABNER e cols. (1993).

As estratégias e esforgos futuros estdo sendo dirigidos para conseguir uma
maior eficiéncia, especificidade e persisténcia da resposta a terapia génica € a uma

total corregdo do fenétipo FC.

1.1 Incidéncia

Das doengas genéticas que na maioria dos casos levam ao 6bito ainda na
infancia, a FC é a doenga autossdmica recessiva mais comum entre os individuos
oriundos primariamente da Europa, com uma incidéncia que varia de 1:2000 a 1:8000
nesta populagio e em seus descendentes (tab. 1). Exemplos de alta incidéncia,
atribuida a deriva genética, sdo observados em certas partes do Reino Unido (1:377), e
entre a populacdo Amish norte americana (1:640 a 1:1.200) (TAUSSIG, 1984). Na
populacdo européia, as maiores incidéncias sdo encontradas nas Ilhas Britanicas
(1:2.000) e na Franga (1:2.500). A incidéncia 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 Pol6nia) e para o sul (1:3.500
na Italia, Espanha e Grécia) (BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992).

A incidéncia da FC é muito baixa nas popula¢Ges ndo-caucasdides (indianos,
arabes, asidticos e entre judeus africanos), bem como entre os indios americanos, os
negros africanos e americanos, € os orientais (TAUSSIG, 1984). Apesar de dados
pouco precisos, calcula-se uma incidéncia de 1:15.300 nos negros norte-americanos
(HAMOSH e cols., 1998), enquanto sdo poucos os casos descritos em negros na Africa
(CARLES e cols., 1996). Os dados sobre os povos orientais revelam uma incidéncia de
1:90.000 na populagdo oriental do Hawai (WRIGHT; MORTON 1968), de 1:100.000



na comunidade oriental da Gra-Bretanha e pouquissimos casos descritos no Japdo

(WELSH e cols., 1995).

TABELA 1. INCIDENCIA DA FC EM ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

Pais Incidéncia Referéncias
Alemanha 1:3.300 VIVELL; JACOBI; MUNCHBACH, 1963
Africa do Sul 1:6.500 SUPER, 1979
Afro-Americanos 1:15.300 CUTTING, 1997
Americanos asidticos 1:32.100 CUTTING, 1997

Americanos nativos
Australia

Bélgica

Brasil
Checoslovaquia
Dinamarca
Emirados Arabes
Espanha

E.U.A.: caucasoides

E.U.A.: negréides
Finlandia
Franga

Grécia

Havai: caucasdides
Havai: nativos

Ilhas Britanicas
Inglaterra: asiaticos
Inglaterra: caucaséides

1:1.500 a 1:3970
1:2.450 a 1:2.550

1:3.700
1:7.576
1:2.600 a 1:3.300
1:4.700

1:3.500
1:1.900 a 1:3.700

1:17.000
1:25.000

1:1.800

1:2.500

1:3.726

1:3.800

1:90.000

1:2.000 a 1:2.500
1: 10.000
1:2.400 a 1:3.000

CUTTING, 1997; HAMOSH e cols., 1998

DANKS; ALLAN; ANDERSON, 1965; DANKS e
cols., 1983

BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992

RASKIN, 2001

HOUSTEK; VAVROVA, 1967; BRUNECKY, 1972
BRAEKELEER:; DAIGNEAULT, 1992
FROSSARD e cols., 1999

LUCOTTE; HAZOUT; BRAEKELEER, 1995
STEINBERG; BROWN, 1960;

KRAMM e cols., 1962; MERRITT e cols., 1962;
SULTZ; SCHLESINGER; MOSHE, 1966
KULCZYCKI; SCHAUF, 1974

KERE e cols., 1994

BOIS e cols., 1978

BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992

WRIGHT; MORTON, 1968

WRIGHT; MORTON, 1968

BRAEKELEER; DAIGNEAULT, 1992
GOODCHILD e cols., 1974

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
Italia 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 ¢ cols., 1994
Polonia 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 incidéncia da FC em individuos 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 identificagdo de niveis elevados de tripsina no



sangue mostram incidéncia entre 1:1800 e 1:6900 (KING e cols., 1979). Deve-se
enfatizar que na triagem neonatal ha o risco de passarem despercebidos um certo
numero de casos. Se reunirmos os resultados retrospectivos com os da triagem
neonatal pode-se estimar a incidéncia na populagdo caucaséide em 1/2500, embora em
alguns paises 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, gragas A analise direta das alteragdes moleculares na populagdo, a incidéncia
real da FC podera ser conhecida com mais exatidao.

A proporgio de individuos do sexo masculino e do sexo feminino afetados ou
portadores é igual, ndo havendo evidéncia de segregacdo distorcida para os alelos da
FC (KITZIS e cols., 1988; EWGCFG, 1995).

No Brasil ndo existe nenhum estudo epidemioldgico ou de triagem neonatal
abrangente que estime a incidéncia da doenga nas diversas regides do pais. Ha
estimativas de que menos de 10% do total anual de doentes sdo diagnosticados,
conferindo uma impressdo errénea de incidéncia baixa na populagdo brasileira
(REGLAFQ, 1992). Os poucos estudos realizados até o momento no pais (MACRI e
cols., 1991; GAIDZINSKI, 1992; REIS; CAMARGOS; ROCHA, 1998;
CAMARGOS; GUIMARAES; REIS, 2000) refletem a situagio em um pequeno
nimero de afetados de uma tnica cidade ou estado. RASKIN (2001) analisou uma
amostra de 262 afetados euro-brasileiros de cinco estados diferentes e 38 afetados
afro-brasileiros, sendo o trabalho mais abrangente realizado até o momento. A analise
epidemioldgica ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes quando
comparada a resultados obtidos em outras populagdes quando aspectos como
ileo meconial, insuficiéncia pancreatica, infec¢do por Pseudomonas, polipose
nasal e¢ doenga pulmonar sdo observados (DONNISON; SCHWACHMMAN;
GROSS, 1966; CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 1997; 2000; ERCF, 1998;
AMERICA LATINA, 1996; FITZSIMMONS, 1992; REGLAFQ, 1997; HAMOSH e
cols., 1998).

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

triagem neonatal em uma amostra do estado do Rio Grande do Sul, estimando uma



incidéncia de FC de um caso para cada 2.800/3.000 nascidos vivos, dado bastante
semelhante ao de alguns dos paises europeus.

O trabalho mais amplo realizado até o momento em triagem neonatal para a
FC foi realizado através da analise bioquimica (dosagem de TIR) e molecular (analise
da mutagio AF508) na mesma gota de sangue por RASKIN (2001). A mutagido AF508
foi pesquisada em 201 amostras provenientes de 16.925 individuos 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, ¢ um em cada 2.418 recém-nascidos rastreados para TIR era
heterozigoto para AF508 (RASKIN, 2001). Este estudo estimou que a incidéncia de
FC. encontrada entre euro-brasileiros é bastante distinta entre estados, variando de
1:1.587 a 1:32.258, sendo a incidéncia média dos 5 estados estudados estimada em

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

1.2 Aspectos Clinicos

A fibrose cistica ¢ uma doenga multissistémica que afeta principalmente o
aparelho respiratério, digestivo e reprodutor. Devido a isto pode confundir-se em
algumas ocasi0es com outras doengas. A alteracdo no transporte de eletrolitos
(principalmente do cloro) causa um aumento da viscosidade das secregdes mucosas,
provocando obstrugdes crdnicas e danos irreversiveis nas vias respiratdrias, pancreas e
aparelho reprodutor masculino.

A FC pode se manifestar de diferentes formas, simulando varias entidades
clinicas, conforme indicado na tabela 2 e na tabela 3. As manifesta¢Ses mais comuns
incluem tosse persistente e presenga de infiltrados pulmonares refratarios ou
recorrentes. ManifestagGes gastrointestinais, tais como ileo meconial, ocorrem em
aproximadamente 10% dos pacientes, assim como déficit de crescimento

acompanhado de esteatorréia.



TABELA 2. CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DE FC

1 - Manifestagdes tipicas pulmonares e/ou

2 - ManifestagGes tipicas gastrointestinais e/ou

3 - Histéria tipica da doenga em parente proximo, mais
4 - Concentracdo de Cloreto no suor acima de 60 mEq/1
FONTE: WELSH e cols., 1995.

TABELA 3. FORMAS ATIPICAS DE APRESENTACAO DA FC

Manifestagdes respiratorias
Bronquiolite/asma
Pneumonia estafilocécica
Colonizagdo do trato respiratério por Pseudomonas
Polipos nasais
Manifestagdes gastrointestinais
Prolapso retal/Sindrome da rolha meconial
Dor abdominal recorrente ¢/ou massa no quadrante inferior direito
Ictericia neonatal prolongada/Edema hipoproteico
Deficiéncia vitaminica (A, D, E, K)/Cirrose biliar com hipertenséo portal
Acrodermatite enteropatica (tipo déficit de zinco e acidos graxos)
Volvo intra-uterino/Pancreatite recorrente
Manifestac¢des génito-urindrias
Infertilidade masculina
Infertilidade feminina
Outras manifestacoes
Alcalose hipoclorémica, hiponatrémica
Maie com um filho afetado por FC
FONTE: WELSH e cols., 1995.

Pacientes com histéria familiar positiva de FC podem ser diagnosticados ao
inicio dos sintomas ou até antes do inicio dos sintomas através das técnicas de biologia
molecular. Um numero consideravel de pacientes pode ter o diagndstico retardado ou
passarem desapercebidos nas primeiras décadas de vida devido as formas atipicas de

apresentacgdo ou por desconhecimento dos sinais da doenga pelos profissionais da area
de saude (tab. 3).



1.2.1 Aparelho Respiratério

Mesmo que a mortalidade dos afetados por fibrose cistica esteja intimamente
relacionada com insuficiéncia respiratéria e complicagdes pulmonares durante a
infincia e a etapa adulta, a maioria dos recém nascidos, afetados por fibrose cistica,
tém pulmdes normais. Este fato surpreende devido a alta taxa de expressdo do gene
CFTR no pulmio fetal, constituindo o chamado paradoxo pulmonar (TIZZANO;
CHITAYA; BUCHWALD, 1993). Portanto, ou a secrecdo de eletrdlitos no pulméo
fetal pela proteina CFTR ndo é importante para o funcionamento celular, ou a
deficiéncia da secregdo de cloro AMPc-dependente se compensa com outros
mecanismos da secre¢do de cloro (WAGNER e cols., 1991).

Depois do nascimento, as lesOes pulmonares, devido a obstrugdes dos
bronquios € bronquiolos por secrecdes mucosas, se desenvolvem rapidamente,
provocando uma diminui¢do da capacidade vital pulmonar (LEVISON; GODFREY,
1976). Assim mesmo, se produzem com freqiiéncia bronquites agudas e infecgdes
recorrentes ou cromicas, devido principalmente a Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus € Haemophilus influenzae. Progressivamente, € como resultado
das obstrugtes das vias respiratdrias e dos sucessivos episodios de infecgédo, se produz
a destruicdo do parénquima pulmonar, o que provoca hipertensio pulmonar e
insuficiéncia respiratdria, as quais evoluem para insuficiéncia cardiaca, ou cor

pulmonale, que é a causa mais freqiiente de morte em afetados por fibrose cistica.

1.2.2 Aparelho Digestivo

Os problemas pancredaticos se detectam em 85% dos pacientes. Esta proporgio
parece ser maior nos primeiros meses de vida do que no periodo neonatal, o que indica
que o deterioramento da fungdo pancreatica aumenta depois do nascimento e que deve
ser influenciada por outros fatores (WATERS e cols., 1990).

As lesdes anatomopatoldgicas variam desde alteragées minimas por obstrugio

dos condutos pancreaticos até a substituicao das areas afetadas por tecido fibroso e



gordura. Como conseqiiéncia da insuficiéncia pancreatica, as enzimas pancreaticas
tripsina, lipase e amilase n3o se deslocam ao duodeno nas quantidades normais. O
déficit enzimatico prejudica a digestdo dos alimentos e a absorgdo correspondente
(especialmente de trigliceridios e vitaminas lipossoliveis), o que produz uma caréncia
de 4acidos graxos essenciais e avitaminose. Tudo isto provoca uma mal-nutri¢do
generalizada, distengdo abdominal, diarréia crénica com esteatorréia € atraso no
crescimento.

Em 10% dos casos pode-se observar nos recém nascidos um quadro de ileo
meconial, uma obstrugio intestinal devida ao aumento da viscosidade das secregoes
intestinais por causa da falta de enzimas pancresticas que em condi¢des normais
fariam a digestao e fluidificagdo do mecénio. Assim mesmo, também se observa em
quase todos os individuos com fibrose cistica uma resposta mais lenta nos niveis de
insulina perante a ingestdo de glicose. Porém, apenas 8% dos individuos desenvolvem
diabetes e necessitam a administracio de insulina (RODMAN; MATTHEWS, 1981).

1.2.3 Aparelho Reprodutor

Noventa e cinco porcento dos pacientes do sexo masculino afetados por
fibrose cistica sdo estéreis devido a obstru¢ao do trato genital por secre¢des mucosas
no periodo embrionario. Os condutos de Wolff ndo se desenvolvem de forma normal,
enquanto que o corddo espermatico, as vesiculas seminais € o epididimo estdo
atrofiados ou ausentes, 0 que provoca a completa auséncia de espermatozdides no
sémen. A fertilidade nas mulheres (ao redor de 10%) € mais elevada que nos homens,
mesmo que também esteja alterada pela presenca de um muco cervical espesso €

desidratado que poderia afetar a migracao normal dos espermatozéides.

1.2.4 Glandulas Sudoriparas

Uma das alteragGes mais caracteristicas da fibrose cistica é a elevada

concentragdo de cloro, s6dio e potassio no suor (entre duas e cinco vezes com relagdo
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aos niveis normais). O niimero e a estrutura das glandulas sudoriparas ¢ normal, porém
o transporte de eletrdlitos através dos condutos da glandula esta alterado. Os niveis
excessivos de cloro no suor se utilizam como valor de referéncia na hora de se realizar

o diagnodstico da doenga.

1.2.5 Diagnéstico e Tratamento

Determinado individuo € suspeito de que tenha a fibrose cistica quando
apresente algumas das alteragles descritas anteriormente, sendo que nem sempre se
detectam todas ao mesmo tempo. O diagnéstico se estabelece mediante a prova do
suor, que consiste na medida dos niveis de cloro. Quando a concentragdao do cloro ¢
maior que 60 mEq/l se confirma o diagndstico. Aproximadamente 98% dos pacientes
afetados por fibrose cistica tém a prova do suor positiva. Nos pacientes com valores
inferiores € necessario realizar ou uma prova de secrecdo pancredtica ou a
quantificagdo, por radioimunoanalise, dos niveis de tripsina sérica.

A esperanca de vida dos pacientes com fibrose cistica foi prolongada durante
os ultimos anos, gragas ao diagnostico precoce da doenca € aos avangos realizados
tanto no tratamento das infecgOes respiratérias como na nutrigio dos pacientes,
mediante a administracio de enzimas pancreaticas. Tudo isto ocasionou que nio
somente a esperanga média de vida tenha aumentado (atualmente de 50 a 80% dos
afetados chegam a idade adulta em paises desenvolvidos), como também que se tenha
melhorado consideravelmente a qualidade de vida dos doentes.

Dado que o diagndstico precoce aumenta a vida dos pacientes com FC é
necessario realizar uma prova diagnéstica nos recém nascidos que tenham
antecedentes familiares ou naqueles em que a doenga seja suspeita. Desde a clonagem
do gene (KEREM e cols., 1989; ROMMENS e cols., 1989; RIORDAN e cols., 1989) é
possivel realizar o diagndstico genético direto da doenga, inclusive durante o periodo
intrauterino, em familias com histérico de FC, o que permite saber se o feto

desenvolvera a doenga. No caso de ndo se conhecerem as mutagdes responsaveis pela
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fibrose cistica em uma familia determinada, é possivel realizar um diagndstico
genético indireto mediante a utilizagdo de marcadores genéticos.

Uma vez que se conhegam todas as mutagGes presentes em uma determinada
populagio, sera possivel realizar ndo somente o diagnéstico direto em todos os casos,

como também o diagnéstico de portadores na populagdo geral.

1.3 Aspectos Genéticos

Diferentemente das doengas genéticas nas que a analise bioquimica permite
detectar a proteina defeituosa, a partir da qual é possivel identificar o gene
responsavel, a fibrose cistica ndo tinha uma proteina previamente caracterizada que
facilitasse o isolamento do gene. Para a identificagdo do gene responsavel da fibrose
cistica foi necessario utilizar técnicas de clonagem posicional, as quais se baseiam
(mediante analise de segregacdo em familias com afetados) na ligagao genética entre
marcadores polimérficos e o locus responsavel pela doenga. Uma vez que o gene esta
delimitado a uma zona reduzida, procuram-se seqii€éncias codificadoras desta regido,
isola-se 0 gene e estuda-se sua conservagio em distintas espécies (zooblots), seu

padrdo de expressdao em distintos tecidos e a sua correlagdo com a enfermidade.

1.3.1 Clonagem e Identificacdo do Gene CFTR

Em 1985 encontrou-se ligagdo genética entre a paraxonase (PON) e a fibrose
cistica (EIBERG e cols., 1985). Neste mesmo ano, se encontrou um alto grau de
ligagdo genética entre a fibrose cistica ¢ um marcador polimdrfico de localizagdo
desconhecida (DOCRI-917), que posteriormente foi localizado no brago 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 ligagdo com a FC, observando-se que flanqueavam o locus do gene da

fibrose cistica. Um estudo colaborativo em 200 familias com fibrose cistica permitiu
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conhecer a ordem destes marcadores: centrémero / MET / locus da FC / D788 /
telémero, sendo a freqiiéncia de recombinagio entre MET-locus da FC e entre locus da
FC-D7S8 de 1% (BEAUDET e cols., 1986) e a distancia estimada de 1.500 kb.

Uma vez que a localizagdo cromossémica é conhecida, o passo seguinte € a
identificagdo do gene. Uma das estratégias utilizadas foi a construgido de genotecas de
ilhas livres de metilagdo (Hpa II Tiny Fragments - HTF), as quais estdo associadas ao
extremo 5’ da maioria dos genes de transcrigdo constitutiva (housekeeping genes)
(BIRD, 1986). S3o regides de DNA ndo metiladas, ricas em dinucleotideos CpG, e que
por isto contém grupos de sitios de restrigdo para endonucleases de sitios raros
sensiveis a metilagdo. Assim, a analise de ilhas HTF na regido do locus para a fibrose
cistica, permitiu ilhar seletivamente genes que devido a sua proximidade fisica eram
candidatos a ser o gene FC.

Utilizando as genotecas de ilhas HTF foram isoladoi dois marcadores
polimoérficos, XV-2¢ e CS7, situados a ambos os lados de uma ilha HTF, localizados a
650-750 kb de MET, que apresentava um forte desequilibrio de ligagdo com o locus
FC (ESTIVILL e cols., 1987a, 1987b). Posteriormente identificou-se um gene
associado a esta ilha HTF o qual codificava para uma proteina chamada IRP (int-/
related protein), sem relagdo com a fibrose cistica (WAINWRIGHT e cols., 1988).
Mais tarde foram localizados na mesma regido outros marcadores que também
mostravam um forte desequilibrio de ligagdo com a fibrose cistica (KM.19 e MP6d-9,
ESTIVILL e cols., 1987b; 1989a; 1989b; € G-2, RAMSAY e cols., 1990).

Estes marcadores delimitaram a regido para o locus do gene FC a umas 700 kb
(fig. 1). Cerca de 280 kb de seqiiéncia gendmica desta regido foram clonadas em fagos
recombinantes € cosmidios mediante a utilizagdo de diversas técnicas de clonagem

molecular como chromosome walking e chromosome jumping (laboratérios de L. Tsui,
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FIGURA 1. ETAPAS DA CLONAGEM E IDENTIFICACAO DO GENE CFTR
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F. Collins e J. Riordan). Para confirmar a localiza¢do no cromossomo 7 das regides
clonadas, ¢ saber mais especificamente onde estavam, analisaram-se (mediante
eletroforese em campo pulsado - PFGE - e comparagdo de mapas de restricdo) por
hibridagio com linhagens celulares somaticas hibridas de humano-camundongo.

O passo seguinte foi determinar se estes clones continham seqii€ncias
codificadoras. Para isto foram analisados por hibrida¢ao cruzada com DNA genémico
de boi, camundongo, hamster e galinha. Quatro clones mostraram hibridagdo cruzada
positiva com seqiiéncias destas espécies, porém trés destes foram eliminados como
candidatos para ser o gene FC: dois clones por dados de ligagdo genética, e o terceiro
por ndo apresentar RNAm em genotecas de DNAc.

A anilise do quarto clone revelou a presenca de uma ilha HTF sugerindo que
poderia conter o terminal 5° de um gene. Um fragmento deste clone (H1.6) foi
empregado na analise de uma genoteca de DNAc de células de glandulas sudoriparas
de um individuo ndo FC, isolando-se um unico clone positivo de 920 pares de base
(clone 10-1). Na andlise posterior, por hibridagdo em Northern de uma genoteca de
DNACc da linhagem celular T84 de cancer 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 andlise da seqiiéncia do DNA destes clones
revelou que nenhum deles correspondia a um transcrito de RNAm completo.
Entretanto, por sobreposi¢do das regides comuns observou-se que 0 RNAm deveria ter
6.129 nucleotideos e estar formado por 24 éxons. Analises posteriores demonstraram a
existéncia de mais 3 éxons (ZIELENSKI e cols., 1991b).

A localizagao dos distintos éxons no DNA gendémico mostra que 0 gene
compreende uma regido de umas 250 kb (RIORDAN e cols., 1989). A proteina
correspondente, deduzida a partir da seqiiéncia do DNAc, esta composta por 1480
aminoacidos e tem uma estrutura de proteina de membrana tipica da superfamilia das
proteinas ABC (ATP-Binding Cassette) (RIORDAN e cols., 1989).
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A comparagio entre a seqiiéncia do DNAc de clones de individuos normais e
individuos afetados por fibrose cistica pds em evidéncia que a maioria dos pacientes
sdo portadores da mesma mutagdo (AF508) uma delegdo de trés nucleotideos no éxon
10, que provoca a dele¢do de uma fenilalanina no cédon 508 da proteina (KEREM e
cols., 1989). Esta mutagdo foi detectada em 68% dos cromossomos FC analisados,
porém n3o se encontrou em nenhum cromossomo normal. Este fato, junto ao padrdo
de expressdo do RNAm do gene em distintos tecidos, consistente com o prescrito pela
patogénese da doenca, constitui uma prova decisiva para considerar este gene (CFTR
ou Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) como o responsavel pela fibrose

cistica.

1.3.2 Estrutura do Gene CFTR

O gene CFTR esta constituido por 27 éxons espalhados em uma regido de 250
kb (fig. 2). A seqiiéncia de nucleotideos dos éxons e de suas seqiiéncias flanqueadoras
é conhecida. A extremidade 5’ ndo 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 ndo apresenta seqii€ncias TATA ou CCAAT, apesar
de se ter encontrado varios sitios SP1 e AP1 (ZIELENSKI e cols.,, 1991b). A
poliadenilagdo do transcrito ocorre a 17 nucleotideos do sinal AATAAA.

A seqiiéncia do gene estd altamente conservada em distintas espécies,
inclusive as que apresentam grande divergéncia 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 € o maior com um tamanho de 724 pb. O
tamanho dos introns também € muito diverso variando entre 1,1 kb (intron 6a) e 40 kb
(intron 3).

A analise das seqiiéncias de splicing [processamento (corte e reunido) do RNA
mensageiro] no gene CFTR mostrou que estas seguiam a regra invariante de GT-AG
(MOUNT, 1982).



FIGURA 2. DISTRIBUICAO DOS EXONS DO GENE CFTR
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1.3.3 Anélise de Marcadores e Desequilibrio de Ligacdo

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 repetigdes de poucos nucleotideos. Esta classe de
DNA, ja encontrada em diversas regides do genoma, é chamada de DNA
microssatélite ou STRs (Short Tandem Repeat). Os STRs possuem uma seqiiéncia
nucleo de 2 a 7 nucleotideos que estdo repetidos em seqiiéncia/tandem varias vezes.
Como o numero de repetigdes varia entre os individuos, este tipo de DNA tem sido
muito util em fornecer ampla gama de marcadores moleculares para mapear expansdes

do genoma humano (fig. 3).

FIGURA 3. ESQUEMA DE ESTRUTURA INTERNA DE MICROSSATELITE
(REPETICOES DE NUCLEOTIDEOS) DO INTRON 17b DO GENE
CFTR

A
A A)14C
(T (TA)4 )s (CA)s

intron 17a Exon 17b intron 17b
167pb

Gene CFTR

B ATI7D1.2

AAAGTGCCCAGCAGGCTGCATTCTATAGGTTA*EACTKTKTKTKTKTKTFEGEKTKTKTKTKTKH
HTETKTKTKTKTKTFCATKTKTKTKTKTEEGATGCACACAGATTGTCTTTTAAAAACCGATGCAC

ATI7R12

ACAGATTGTCCACCAGTGGGTTAGATTAGCCCAAAGGATGGACAGCCTTAGAAATCCCCCTAGCG
AC17D2.2

AACAATTCTGTGATGAAGGGGAAATATGTCACCTCTTCATACTCATGTCACCTCTTCATACTCAT
ATTGGTGAAGGGTCCCTAGCTTCAAAATTAATAGATTCCTAAAGAGGGGAAATGAAACACCGCAT

TTACACACACACACACACACACACACACA AG?ECCTCTTGTCGGTAAGTTTGCGTATAGGTGCA

ACI7R2

FONTE: modificado de ZIELENSKI ¢ cols., 1991a

NOTA: A: localizagdo de repetigdes com relagdo ao éxon 17b. B: seqiiéncia de nucleotideos da
regido de repeticdo, como determinado no clone genémico pTE33IIE4.5. “=” posi¢do e
sentido (5°-3) dos primers para amplificagdo da seqiiéncia TA e CA.



18

Um exemplo de ligagdo alélica ndo aleatdria ou de desequilibrio de ligagdo
pode ocorrer quando um determinado alelo de um marcador segrega preferencialmente
com um alelo mutado de um gene. Existe um desequilibrio de ligacdo forte entre o
alelos da FC e os marcadores intragénicos IVS8CA (localizado no intron 8§),
IVS17bTA (localizado no intron 17b) ¢ IVS17bCA (localizado no intron 17b) Estes
trés STRs sdo repetigées de dinucleotideos (citosina e adenina, nos dois primeiros
casos € timina e adenina no ultimo) em tandem, cuja denominagéo do alelo € dada pelo
numero de repetigdes que ele apresenta (por exemplo, o alelo 16 do marcador
IVS17bCA apresenta 16 repetices em tandem do dinucleotideo citosina-adenina)
(MORRAL e cols., 1991). Por estes marcadores estarem localizados dentro do gene,
aliado ao fato da suposta idade recente das mutagdes no gene, existe um desequilibrio
de ligagdo bastante forte entre alelos destes marcadores e alelos do gene CFTR, sendo
que ja existem trabalhos relacionados a analise destes trés marcadores em associagdo
com mutagdes no gene CFTR, permitindo a observagdo da transmissdo dos alelos
mutados em familias 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 analise destes marcadores em um
grupo de individuos afetados. Os pacientes selecionados representavam a distribuigcao
de mutagoes FC em populagoes do Canada, Franca, Alemanha e Espanha. Neste
trabalho foi detectada uma grande diferenca entre os alelos quando cromossomos
normais ¢ mutados sdo comparados. Esta diferen¢a se mostrou ainda mais acentuada
quando haplétipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA
foram analisados. Alguns haplétipos se mostraram presentes apenas no grupo de
cromossomos afetados e associados a uma mutagdo especifica, como foi o caso do
haplétipo 16-24-13, presente em 6 cromossomos € associado exclusivamente a
mutacdo G85E. Observaram também a existéncia de associagdo absoluta entre varias

mutagdes FC com haplétipos raros em cromossomos normais, o que favorece a
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deteccdo de mutagGes pela simples analise de haplétipos 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 ja foram descritos 12 alelos distintos (MORRAL e
cols., 1991; 1996), sendo que o mais fregiiente é o de 16 repeticoes (MORRAL e cols.,
1996; MATEU e cols., 2001). Ja o marcador IVS17bTA apresenta um nimero maior
de alelos, tendo sido descrito até 0 momento aproximadamente 43 alelos (ZIELENSKI
e cols., 1991a; MORRAL e cols.; 1996), sendo os mais freqiientes 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 ¢ 17
correspondem a mais de 90% da freqiiéncia do marcador IVS17bCA (MATEU e cols.,
2001)

Em populagdes de origem européia, os haplétipos mais comuns para os
microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA, encontrados em cromossomos que
ndo carregam mutagdes FC, sdo 16-30-13, 16-32-13 e 16-7-17. As freqiiéncias destes
trés haplétipos sdo proximas e em torno de 13%, variando de populagdo para
populagdo, sendo que o haplétipo 16-30-13 tem se mostrado o mais freqiiente na
maioria destas.

Os marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA também té€m sido utilizados
para tragar a origem e evolucdo de diferentes mutagées FC (MORRAL e cols., 1993a;
1994; BERTRANPETIT; CALAFELL, 1996; SLATKIN; RANNALA, 1997). Estes
STRs sdo usados para se definir a estrutura haplotipica estavel na qual a mutagao FC
ocorreu. Marcadores microssatélites, os quais sofrem mutagoes mais rapidamente e de
maneira distinta de outras regides do genoma, podem auxiliar a mensurar a
variabilidade genética no /dcus CFTR e a idade de mutagées FC (MORRAL e cols.,
1993a; ESTIVILL e cols., 1997; BERTRANPETIT; CALAFELL, 1996; MATEU e
cols., 2002).

Além destes trés marcadores, existem outros que sdo bastante utilizados para a
confecgdo de haplétipos associados a mutagoes no gene CFTR. Estes haplétipos

também apresentam importdncia no aconselhamento genético de familias que
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apresentam individuos afetados. Estes outros marcadores sdo o IVS6aGATT [um
marcador dialélico localizado no intron 6a, apresentando como nucleo de repetigdo um
tetranucleotideo (GATT), sendo que os dois alelos mais comuns descritos até o
momento apresentam 6 ou 7 repeti¢gdes e correspondem a mais de 99% da freqiiéncia
total de alelos deste marcador] (CHEHAB e cols., 1991; GASPARINI ¢ cols., 1991), o
polimorfismo' T854/Ava II (que é uma mutagdo silenciosa podendo estar presente o
nucleotideo G ou T) (ZIELENSKI e cols., 1991a), e o IVS8-T(n), (conhecido como
seqiiéncia poliT, estd localizado no intron 8, e é uma seqiiéncia de polipirimidinas,
composta por 5, 7 ou 9 timinas em seqiiéncia, 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 LOCALIZAGOES
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FONTE: modificado de MATEU e cols., 2002
A andlise do poliT apresenta uma importancia adicional pois o alelo IVS8-5T
causa redugdo dos niveis normais de RNAm de CFTR (CHU e cols., 1993) visto que

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

! VariagBes na seqiiéncia que nfio sdo causadoras de fenétipo FC serfio designadas por polimorfismo.
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encontrado em homens com uma forma de infertilidade chamada de Agenesia
Congénita Bilateral de Vaso Deferente (CBAVD) (CHILLON e cols., 1995, OATES;
AMOS., 1994, PATRIZIO; ZIELENSKI, 1996)

FIGURA 5. VARIANTES DE DNA NO iINTRON 8 DO GENE CFTR E SEUS
EFEITOS NO RNAm

GTGTGITITITTTTAAACAG 9T
GTGTGTTTTTTTAAACAG L

GTGTGTTTTTAAACAG 5T
. ,,_,_M.A.-W —

TR

Gene CFTR
s : : : endti Porcentagem de
e e O FTR_ CFIRnormal
; .
4 9T/9T Mo
9T/7T
TT/7T 50%
9T/5T
7T/5T
ST/ST 10%

FONTE: modificado de CHILLON e cols., 1995

NOTA: A regido do gene CFTR que inclui os éxons 7 a 10 ¢ mostrada na parte superior. Durante o
processamento, as seqiiéncias ndo envolvidas na sintese da proteina (introns) sdo eliminadas ¢
as sequiéncias remanescentes (€xons) sofrem splice para que seja formado o RNAm maduro
(centro a esquerda). O processamento de CFTR nido ¢ completamente eficiente, devido ao fato
de que de 10 a 92% dos transcritos perdem o éxon 9 (em baixo a esquerda) dependendo do
gendtipo do individuo (CHU e cols., 1993). Quando ambos genes CFTR carregam o alelo 5T
(o genotipo 5T/5T), a proporgdo de RNAm normal de CFTR ¢ reduzida a aproximadamente 8
a 12% (CHILLON e cols., 1995), indicando que quanto mais curta a seqiiéncia de timinas no
intron 8, maior ¢ a propor¢do de RNAm de CFTR nos quais o éxon 9 ¢ perdido.

Mais de 97% das familias com um afetado vivo poderiam recorrer ao
diagnostico pré-natal com um grau de confianga superior a 99% (BEAUDET e cols.,
1989; CASALS e cols.,, 1991), propor¢ao mais favoravel do que nos casos de
hemofilia ou nos de hemoglobinopatias (apenas para citar patologias genéticas cujos
genes ja foram clonados e seqiienciados). O desequilibrio de ligagdo também pode ser
util para detectar os portadores nas familias em que o genoma do individuo doente nio
pode ser estudado. Portanto, pode-se avaliar, nestes casos, o risco de um individuo ter

herdado o gene da FC em fungao dos haplotipos presente em familiares.
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1.3.4 Expressio do Gene CFTR

1.3.4.1 Localizacdo da Expressio

O gene CFTR tem como produto de expressio um RNAm de 6.1 kb que
codifica para uma proteina de 1480 aminoacidos. Se expressa principalmente em trato
respiratorio, trato reprodutor, glandulas sudoriparas, glandulas salivares, péncreas,
figado, intestino, rim, glindula paratiredide, (RIORDAN e cols., 1989; TREZISE;
BUCHWALD, 1991; BREMER e cols., 1992), coragdo (LEVESQUE e cols., 1992) e
linfécitos (YOSHIMURA e cols., 1991a). Nao se detecta RNAm do gene em cérebro,
glandulas 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 concentragdes relativamente baixas
de 1 ou 2 cdpias por célula (TRAPNELL e cols., 1991).

A expressdo do gene CFTR ¢é complexa e esta finamente regulada tanto
espacial como temporalmente (TREZISE; BUCHWALD, 1991). Entretanto, mesmo
que a expressio de CFTR corresponda com a patologia da doenga, surpreende
a baixa taxa de expressdo no trato respiratorio (onde se observam as manifestagdes
clinicas mais importantes) € a expressdo no rim, onde nio de observa sintomatologia
de FC.

Mediante hibridagio 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 padrdo de
expressdo de CFTR durante o primeiro e segundo trimestre do feto humano € similar
ao padrdo do adulto, sugerindo que CFTR deve ser funcional ja nas primeiras etapas
do desenvolvimento (PORTEUS; DORIN, 1993). As principais excegdes se produzem
nos pulmoes e nas glandulas submucosas.

Nos pulmdes a expressdo parece estar regulada segundo o estagio evolutivo,
sendo maior no epitélio do pulmao primordial, mas decrescendo a expressao durante o
desenvolvimento dos pulmdes (TREZISE e cols., 1993; TIZZANO; CHITAYA;
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BUCHWALD, 1993). Isto parece indicar que a proteina CFTR poderia estar envolvida
em processos de intercimbio no pulmio fetal. Entretanto a auséncia de um pulmao
danificado no nascimento permanece sem explicacdo (TIZZANO; BUCHWALD,
1993).

Nos testiculos, a expressdo de CFTR é regulada durante o ciclo do epitélio
seminifero. A expressio pos-meidtica é maxima nas espermatides dos estdgios finais,
sugerindo que CFTR tem um papel critico na espermatogénese € que a deficiéncia de
sua fungdo contribui a infertilidade nos homens (TREZISE; BUCHWALD, 1991).

A correlagdo entre os niveis de expressao do gene e as anomalias presentes no
nascimento ndo € absoluta e a patogénese em individuos FC deve, portanto, depender
de outros fatores, quer sejam genéticos ou ambientais (TIZZANO; BUCHWALD,
1993).

1.3.4.2 Regulac¢do da Expressdo

A transcrigio de CFTR é um processo complexo no qual intervém distintos
fatores. Assim, mesmo que a transcrigio tenha uma regulag@o tipica de tecido e esteja
modulada por diversos fatores como fosfokolina e AMPc (BREUER e cols., 1992),
ésteres de forbol (TRAPNELL e cols., 1991), proteina quinase C e agentes que
influem nos niveis intracelulares de cations divalentes (BARGON e cols., 1992a;
1992b), a regido 5’ ndo codificante do gene tem a estrutura tipica dos genes de
transcrigdo constitutiva, com uma alta porcentagem de G + C e sem seqiiéncias de
elementos TATA ou CCAAT.

As caracteristicas estruturais do promotor de CFTR ¢ sua baixa taxa de
expressdo nas células epiteliais indicam que deveria ser classificado como um gene de
transcrigdo constitutiva. Entretanto, o gene nio € transcrito em todos os tipos celulares
e, além disto, a proteina CFTR nao é essencial para a célula, ja que células com apenas
proteinas an6malas sdo viaveis. Portanto, o gene CFTR deveria classificar-se no

subgrupo de genes com caracteristicas estruturais de genes de transcrigdo constitutiva,
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porém com fungdes especificas de tecidos, estando sua expressao regulada por agentes
especificos.

O promotor de CFTR contém seqiiéncias especificas de unido ou interacdo
com proteinas nucleares que podem intervir na modulagdo da transcrigdo do gene.
Assim, se detectam trés sitios potenciais de unido de fatores de transcrigdo da familia
SP1 (seqiiéncias comumente encontradas nos promotores de transcrigdo constitutiva),
quatro sitios potenciais de unido com elementos AP-1 (intervém na ativagdo celular
com ésteres de forbol), um sitio potencial de resposta a AMPc e varios sitios
potenciais de resposta aos glucocorticéides e ao fator AP2 (YOSHIMURA e cols.,
1991b). Entretanto, até o momento, ndo ficou claramente estabelecido o papel que
cada um destes sitios desempenha nas interagdes DNA-proteina.

Independentemente da regulagdo direta da transcrigdo, a expressdo do gene
CFTR parece estar sujeita a influéncia de mecanismos indiretos, tais como a metilagéo
diferencial da regido promotora (parece haver uma correlagdo entre um elevado nivel
de expressdo e um baixo grau de metilagdo da regido promotora) e a modificagio,
especifica de tecido, da estrutura da cromatina (regides promotoras de CFTR de
linhagens celulares com um alto nivel de expressdo do gene sdo mais facilmente
atacaveis por proteinas moduladoras da expressdo), sugerindo que o contexto fisico do
gene CFTR in vivo parece contribuir significativamente a uma regulagao apropriada da
transcri¢do do gene (KOH; SFERRA; COLLINS, 1993).

1.3.4.3 Processamento de RNAm

O splicing, corte de introns e jungdo de éxons do pré-RNAm nuclear € um
processo altamente regulado no qual os introns sio eliminados para produzir o RNAm
maduro. Primeiro a extremidade 5’ do intron € cortada e ligada pelo spliceossomo ao
branch point site (nucleotideo de ramificagdo), gerando uma molécula intermediaria
chamada /ariat. Posteriormente, o corte da extremidade 3’ do intron permite a unido

dos dois éxons adjacentes e a eliminagdo do intron intermediario.
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A principal causa de um processo de corte e jungdo anOmalos sdo as mutagdes
que afetam os sinais de corte e jung¢do, quer sejam 3’ ou 5°, sendo que entre estas se
destacam as mutagdes 1811+1.6kbA—G e 3849+10kbC—T, que criam novos sitios de
corte e jungdo e dao lugar a apari¢do de novos éxons (11b e 19b, respectivamente).
Nos éxons 4, 9, 11 e 12 (CHU e cols., 1991; BREMER e cols., 1992; SLOMSKI ¢
cols., 1992; WILL e cols., 1993; entre outros) ja foram descritos varios casos de corte
e jungao alternativos. As causas destes processos nao sao claras. O processo de corte e
juncdo do éxon 9 esta associado a uma seqiiéncia 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 seqiiéncia de ramificagdo com a seqiiéncia
consenso, enquanto que o processo de corte e jungdo alternativo dos outros €xons ndo
sdo conhecidos até o momento (DELANEY e cols., 1996).

Os transcritos alternativos parecem ser um fendmeno geral, ja 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 regulagdo dos niveis de fatores
especificos do processo de corte e jungdo do RNAm se possa chegar a controlar os
padroes de corte e jungdo do transcrito e, portanto, modular a fun¢do da proteina
(MONTROSE e cols., 1992).

1.3.5 Proteina CFTR

1.3.5.1 Estrutura

O RNAm do gene CFTR codifica para uma proteina de 1480 aminoacidos
que, em seu estado maduro e N-glicolisado, tem um peso de 168.138 Daltons. A
proteina CFTR esta formada por dois dominios repetidos e simétricos compostos cada
um por uma regiao hidrofébica transmembrana (MSD; Membrane Spanning Domain)

e uma regido hidrofilica que possui uma regido de unido com ATP (NBF; Nucleotide
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Binding Fold). Os dois dominios estdo unidos pela regido citoplasmatica R, que

intervém na regulagédo da proteina (fig. 6) (RIORDAN e cols., 1989).

FIGURA 6. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PROTEINA CFTR E DOS
DOMINIOS QUE A FORMAM
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FONTE: modificado de ZIELENSKI; TSUI, 1995

NOTA: os sulfixos “a” e “b” presentes na figura sdo designagdes historicas
A: Representagdo esquematica do RNAm com os 27 éxons e sua equivaléncia com a
proteina CFTR; B: Representagdo esquemadtica tridimensional da disposi¢do da proteina
CFTR na membrana celular.
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A seqiiéncia de aminoacidos de CFTR revela uma forte homologia com a

familia de proteinas ATP-Binding Cassette ou ABC (presentes em organismos tao
diversos como bactérias, Drosophila e mamiferos), as quais estdo envolvidas no
transporte de moléculas através da membrana celular (RIORDAN e cols., 1989).
As proteinas da familia ABC tém em comum a existéncia de uma a quatro regioes
hidrofébicas transmembrana (cada uma formada geralmente por seis segmentos
hidrofébicos transmembrana), que ancoram a proteina a membrana celular e
contribuem para a formagio do canal, e uma ou duas regiées NBF que sdo o sitio de
unido e hidrdlise do ATP e proporcionam a energia necessaria para o transporte
(BREMER e cols.,, 1992). A proteina CFTR é formada por duas regides
transmembrana e dois NBF além de um dominio regulador central (dominio R),
presente somente em CFTR, o qual possui varios sitios de fosforilagdo para a proteina
A-Quinase (PKA), assim como numerosos residuos 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 dominios de CFTR sugira
uma relagdo evolutiva entre eles, a escassa homologia de seqiiéncia, exceto entre os
dois NBF, vai contra esta possibilidade (RIORDAN e cols., 1989), indicando que as
duas metades de CFTR ndo sdo derivadas uma da outra por uma duplicagio recente do
gene (ZIELENSKI e cols., 1991a).

1.3.5.2 Funcgoes

CFTR intervém na passagem de cloro através da membrana celular. Isto foi
demonstrado por numerosos experimentos: a introdugdo de moléculas de RNAm de
CFTR normal em células FC € suficiente para corrigir o defeito no transporte de cloro
(DRUMM e cols., 1990; RICH e cols., 1990); a introdugdo de RNAm de CFTR em
tipos celulares que normalmente nido expressam CFTR provocam a ativagdo na
condugdo do cloro por AMPc (DRUMM e cols., 1991; TABCHARANI e cols., 1991);
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e, sobretudo, a incorporagio de proteina pura CFTR normal (BEAR e cols., 1991), ou
com a mutagdo AF508 (LI e cols., 1993) em uma membrana artificial, provocou o
aparecimento de um canal de cloro ativado por AMPc de caracteristicas idénticas a
CFTR.

A mutagénese de determinados aminoacidos da zona transmembrana faz com
que a permeabilidade relativa de CFTR a iodetos, cloretos, brometos e fluoretos fique
alterada. Esta a¢do seletiva sobre ions especificos é mais bem explicada se se
considera CFTR como uma proteina que atua principalmente na passagem de ions,
mais que como uma proteina reguladora que atua sobre outro canal (ANDERSON e
cols., 1991a). Assim mesmo, observou-se que € necessario apenas a primeira metade
da proteina CFTR para formar um canal de cloro de caracteristicas transportadoras
similares as da proteina CFTR normal, porém com uma regulagdo distinta
(SHEPPARD e cols., 1994).

S30 necessarios somente de 6 a 10% de proteina CFTR normal para que uma
célula FC recupere um transporte de cloro similar ao de células com 100% de proteina
CFTR normal. As unides célula-célula parecem ser o mecanismo de amplificagdo dos
efeitos das células corrigidas (JOHNSON e cols., 1992).

A proteina CFTR também pode ser responsavel por outras fungGes como
intervir nos processos celulares de endocitose e exocitose mediados por AMPc
(BRADBURY e cols., 1992).

1.3.5.3 Regulacgio

Parte fundamental na regulagdo de CFTR é o dominio R. Foi demonstrado que
quatro das serinas do dominio R (cédons 660, 737, 795 e 813) sdo especificamente
fosforiladas pela PKA na presenga de AMPc (CHENG e cols., 1991), € que é
necessario que ao menos uma delas esteja fosforilada para que o canal de cloro se ative

(passo 1 na fig. 7). Este passo € reversivel mediante a agdo de uma ou mais fosfatases



FIGURA 7. MODELO DO FUNCIONAMENTO DA PROTEINA CFTR

FONTE: modificado de NILIUS e DROOGMANS, 2003.
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que até o momento nio foram identificadas (2). Além disso, foi observado que se o
dominio R estda deletado, o canal de cloro atua de forma constitutiva,
independentemente da presenga ou ndo de AMPc (RICH e cols., 1991).

A fosforilagio do dominio R é necessaria, porém ndo suficiente, para que haja
transporte de cloro. Uma vez que o dominio R esteja fosforilado € preciso que o ATP
se una a um dos dois NBF (3), o que provoca que estes alterem a sua conformagéo e
permitam a abertura do canal (ANDERSON e cols., 1991b). O processo ¢ reversivel,
dependendo do sentido da reagdo e da proporgdo intracelular entre ATP e ADP, mais
do que a concentragdo absoluta de ATP (4). Entretanto, os dois NBF ndo sdo
funcionalmente equivalentes: a hidrdlise do ATP pela CFTR ocorre somente no NBF-
2 (ANDERSON e cols., 1992). Depois da hidrolise do ATP e da passagem do cloro
(5), os NBF recuperam sua conformagio inicial e a CFTR volta a fechar-se.

Este modelo pressupde que se o0 ATP se une a forma fosforilada de CFTR ¢é
produzida uma alteragdo conformacional que permite o fluxo passivo do cloro através
da membrana celular de acordo com seu gradiente eletroquimico. Deste modo, CFTR
seria um canal de cloro e ndo um transportador ativo, pois nio existiria uma relagao
estequiométrica entre as moléculas de ATP hidrolizadas € o nimero de moléculas de

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

1.3.5.4 Amadurecimento

Uma vez que a proteina CFTR ¢ sintetizada, sofre um processo de
amadurecimento e glicosilagdo no Reticulo Endoplasmatico ¢ Complexo de Golgi,
alcangando, posteriormente, a membrana celular. Experimentos de localizagdo da
proteina CFTR, por imunofluorescéncia, demonstraram que se situa na parte apical da
superficie de membrana de células epiteliais especializadas (KARTNER e cols., 1991;
COHN e cols., 1992)
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Algumas mutagdes afetam o processamento normal de amadurecimento da
proteina, que permanece nas organelas intracelulares, aonde é degradada antes de
chegar 3 membrana.

Desta forma, por exemplo, a mutagdo AF508 produziria um fenétipo FC, néo
por afetar o funcionamento do canal de cloro, mas por desestabilizar a conformagio da
proteina (YANG e cols., 1993), que ndo poderia ser glicosilada corretamente (CHENG
e cols., 1991). A proteina AF508, parcialmente glicosilada e com uma conformagéio
aberrante é reconhecida pelos mecanismos de controle intracelulares que a degradam,
impedindo sua migragdo até a membrana (THOMAS e cols., 1992) (vide item 1.4.4).
Entretanto, observou-s¢ que a proteina AF508 pode alcancar 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 maturacdo da proteina
seja reduzida a 26°C (DENNING e cols., 1992a; 1992b). Uma vez que alcance a
membrana, a proteina AF508 apresenta uma atividade um pouco menor que a da
proteina CFTR normal (LI e cols., 1993; YANG e cols., 1993).

1.4 Anadlise de Mutacoes no Gene CFTR

Até o momento ja foram descritas mais de 1150 mutagdes diferentes no gene
CFTR, e a cada ano mais de 50 novas mutagOes sdo descritas, sendo que conforme as
técnicas de analise sdo aprimoradas, este numero tende a aumentar (ZIELENSKI;
TSUI, 1995; CFGAC, 2003).

A andlise de mais de 43.000 cromossomos FC de diferentes paises e
continentes tem mostrado que somente cinco mutagdes apresentam freqiiéncia mundial
relativa maior que 1%. Estas mutacoes sdo AF508 (66%), G542X (2,4%), G551D
(1,6%), N1303K (1,3%) e W1282X (1,2%). Outras 19 mutagdes sao encontradas com
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freqiiéncias que variam de 0,1 a 1% dos casos, mas sua distribui¢do apresenta varia¢ao
geografica, com a maioria destas mutagGes sendo restritas a areas geograficas
particulares. Finalmente ha um grande nimero de mutagdes que sdo especificas a
dadas regides geograficas (CFGAC, 2003).

A mutagio mais freqiiente, AF508 (presente em 66,8% dos cromossomos FC
na Europa) (ESTIVILL e cols., 1997), se deve a uma delecao de trés nucleotideos no
éxon 10, o que provoca a perda de uma fenilalanina no residuo 508 da proteina CFTR
(KEREM e cols., 1989).

As mutagGes associadas & FC ndo sdo aleatdrias, € sdo mais comumente
localizadas na primeira metade da proteina CFTR, principalmente na 1° regido NBF. A
1? regido MSD revela um aglomerado de mutagdes nos éxons 4 € 7. O maior nimero
de mutagdes no gene CFTR se encontra na 1° NBF, particularmente nos éxons 10 e 11.
Poucas e raras mutagdes sdo encontradas na subunidade R e na 2° regido MSD. A 2°
regido NBF, assim como a primeira, € sitio de diversas mutacdes, principalmente nos
éxons 19 e 20. A maioria das mutagdes na regido codificante da CFTR envolve
transi¢des do tipo G-A (24,1%) e C-T (14,7%), enquanto transversdées G-T (11,9%)
sd0 o terceiro tipo mais comum. Existem 59 dinucleotideos na regido codificante, € em
26 destes ocorrem mutagles. Entretanto apenas 15,7% das mutagGes na regido
codificante ocorrem em sitios CG, em contraste com publicagdes em outros genes
humanos (COOPER; KRAWCZAK, 1993; MORRAL e cols., 1994). Cerca de 42%
das mutagdes sdao modificagdes ou alteragdes do sentido, devido a substitui¢do de
amino-acidos (“missense”), 23% do tipo que desvia ou altera o quadro de leitura
(“frameshift™), 16% do tipo em que impede o correto processamento (corte € reunifo)
do RNA mensageiro (“splicing®), 15% do tipo em que ocorre a terminagdo da cadeia,
(“nonsense”), € 4% sdo outros defeitos, incluindo dele¢Ses de aminoacidos e grandes
delecdes do DNA (fig. 8).
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FIGURA 8. DISTRIBUICAO DAS MUTACOES FC, POLIMORFISMOS E TIPOS
DE MUTACAO EM CFTR

123 4 566 7 8 98 10 1112 13 142 14b 15 18 17a 17b 18 19 20 21 22 28 M4

s I ' [
UIKORVER O000K 1 AR or 00 000 DR IR 1] | issnse
dHH—f+—+ QL1 | pessodens
1 1 RO
RN | OO 00 OB TR DL TOR ] e
EE T P T LI T D ] spueine

AN A0 0O OO KAEORANR 11 | ot
00 @ Wm 00 @ W

Dominio transmembrana 1 NBF 1 DominioR  Dominio transmembrana 2 NBF 2
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NOTA: os sulfixos “a” ¢ “b” presentes na figura sdo designagdes historicas
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As linhas verticais indicam a localizagdo de diferentes mutagdes CFTR (agrupadas em cinco
categorias: missense, delegdo de aminoacido, nonsense, frameshift e splicing), relacionadas aos
éxons (no alto) e médulos da proteina codificada (em baixo).

Extensas andlises haplotipicas utilizando marcadores extra e intragénicos
demonstram que a maioria das mutagdes estdo associadas com haplétipos unicos,
indicando que estas mutagdes sdo derivadas de um evento mutacional unico
(MORRAL e cols., 1993a; 1996). Em algumas populagdes ¢ possivel identificar
praticamente todas as mutagdes do gene CFTR presentes nos pacientes, porém, em
outras populagdes isto ndo é possivel; portanto, a identificagdo dos marcadores
intragénicos tem sido um importante instrumento no aconselhamento genético. Ja
foram identificados polimorfismos intragénicos de repetigdes TA, CA, GT ou TTGA
nos introns 1, 6a, 8 ¢ 17b (MORRAL e cols.,, 1991; ZIELENSKI e cols., 1991a;
MORRAL; ESTIVILL, 1992; MOULIN; SMITH; HARRIS, 1997).
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Algumas mutages estdo associadas com dois ou trés haplétipos diferentes e,
portanto, ndo podem ser derivadas uma da outra por mecanismos moleculares simples
(DORK e cols., 1992; MORRAL e cols., 1994). Além disto, algumas destas mutag3es
sdo detectadas em diferentes grupos étnicos, e, portanto, provavelmente representam
mutagdes recorrentes que se originaram independentemente em cromossomos com
diferentes haplotipos. Apenas trés publicagdes descrevem mutagdes “de novo” no gene
CFTR, todas paternas, uma ocorrendo em um dinucleotideo CG alterando uma
arginina na posigdo 851 por um cddon de parada, outra trocando T para G (mutagdo
L1065R), e a dltima uma alteragdo de A para G (mutagdo R1066H), demonstrando a
taxa muito baixa de novas mutagdes no CFTR (WHITE e cols., 1991; CREMONESI e
cols., 1996; CASALS e cols., 1998). Atualmente sdo conhecidas apenas seis grandes
dele¢bes no gene CFTR (MORRAL e cols., 1993b; MAGNANI e cols., 1996;
CHEVALIER-PORST e cols., 1998; LERER ¢ cols., 1999; DORK e cols., 2000;
CHILLON, comunicagio pessoal), porém suas freqiiéncias sio menores de 0,01% do

total de cromossomos FC.

1.4.1 Distribuicdao de Muta¢oes na Populagio Mundial

Desde a identificagdo do gene responsavel pela fibrose cistica em 1989, mais
de 40.000 cromossomos da FC foram analisados em todo o mundo. Para se ter um
melhor conhecimento das mutagGes descritas no gene CFTR, os dados foram
analisados pelo Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium (CFGAC, composto por
mais de 90 laboratérios em 30 paises). A mutagdo mais freqiiente nas distintas
populagoes é AF508, com uma freqiiéncia média de 66%. Sua distribuicdo ndo é
uniforme, sendo mais freqiiente nas populagdes do norte da Europa e norte da
América, onde tem uma freqiiéncia de 70-80%, frente a 30-50% dos paises
mediterraneos. De fato, existe um gradiente crescente sudeste-noroeste desde o
mediterraneo oriental (Israel 30%, Turquia 30%) até o norte da Europa (Dinamarca
88%) (EWGCFG, 1990; CFGAC, 1996).
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A distribui¢do das outras mutagdes FC entre as distintas populagdes ¢ muito
heterogénea. Somente quatro mutagbes (G542X, G551D, W1282X e N1303K), t€m
uma freqiiéncia maior que 1%. Porém, e devido principalmente a deriva genética, cada
populagdo tem mutagGes especificas, presente em porcentagens maiores que 1-5%
(ESTIVILL e cols., 1997).

O nimero das mutagdes caracterizadas em cada populagdo € variavel e
depende diretamente do grau de heterogeneidade genética de cada populagdo em
particular, principalmente em fun¢do do isolamento da populagdo (do intercambio
genético com outras populacGes, de maneira que as caracteristicas genéticas proprias
se tenham diluido em um maior ou menor grau).

As populagGes mediterrdneas, por exemplo, sdo populagdes que apresentam
um grau bastante alto de heterogeneidade genética (frente ao baixo grau apresentado
pelas populagées do norte da Europa), devido, principalmente, aos numerosos
movimentos populacionais que tém sofrido ao longo da histéria.

Isto se pode observar na baixa porcentagem (75-80%) de cromossomos FC
caracterizados nas populagdes do sul da Europa e no elevado nimero (30-50) de
mutagGes encontradas (NUNES e cols., 1991; CHILLON e cols., 1994a; 1994b;
ESTIVILL e cols.,, 1997), em relagdo ao baixo numero (10-20) de mutagGes
identificadas e a porcentagem elevada (90-99%) de cromossomos FC caracterizados,
tanto em populagées do norte da Europa (SUPER; SCHWARZ; MALONE, 1992;
FEREC e cols., 1992; CHADLE e cols., 1993; ESTIVILL e cols., 1997), como em
populagées americanas (ZIELENSKI; TSUI, 1995).

1.4.2 Distribuicdo de Mutacdes na Populagio de Origem

Africana

A fibrose cistica ¢ comum em populagées de descendéncia européia, mas tem
sido pouco descrita em populagGes de origem africana com pouca miscigenagio. Entre
a populagdo ancestral miscigenada da Africa do Sul, ela ocorre na freqiiéncia de

1:12.000 nascidos vivos (HILL e cols., 1988). A incidéncia de FC em negréides norte
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americanos foi estimada préxima a 1:14.500 (FITZSIMMONS, 1993; HAMOSH e
cols., 1998), mas a incidéncia em individuos de origem africana sem miscigenagdo
ainda é desconhecida. Desde 1954, casos esporadicos de FC tém sido descritos em
afetados de origem africana (GROVE, 1959; MacDOUGALL, 1962; LEVIN e cols.,
1967; SUPER, 1978; McCOLLEY e cols., 1991; PADOA e cols., 1999; MONNIER e
cols., 2001) e existe a impressdo de que a FC ¢ sub-diagnosticada devido a alta
prevaléncia de fatores que dificultam o diagnéstico, incluindo mal nutrigio, infecgdes
pulmonares cronicas, e, mais recentemente, tuberculose (CARLES e cols., 1996).
Além disto, populagées de origem africana carregam mutagées FC nédo identificadas
em populagdes de origem européia, o que torna este grupo uma importante ferramenta
para uma melhor compreensio do gene CFTR (PHILLIPS e cols., 1995).
Recentemente, MACEK e cols. (1997) reportaram a identificacdo de algumas
mutagdes no gene que apresentam uma prevaléncia notavel na populagdo de afro-
americanos, como a mutagdo 3120+1G:A, exclusiva de individuos de origem africana,

com uma freqii€ncia de 12,2% no grupo analisado.

1.4.3 Distribuicdo de Muta¢des na Populacido Brasileira

Apesar do Brasil possuir uma enorme populagdo caucaséide e uma grande
miscigena¢do aumentando teoricamente o nimero de casos na populacio nio-
caucasoide, a doenga é muito pouco conhecida no pais, inclusive pelos profissionais da
area de saude. Acredita-se que a incidéncia da doen¢a na populacdo brasileira seja
baixa, baseado no numero de casos diagnosticados por ano no pais.

Varios fatores podem estar contribuindo para esta baixa taxa de diagndstico,
entre eles:
¢ uma baixa freqiiéncia génica na populacio brasileira;

e altas taxas de mortalidade infantil cujas causas de morte "primaria" seriam doengas
pulmonares e gastrointestinais (sintomas mais freqiientes da FC);
e (bito de grande parte dos afetados sem diagnostico;

¢ dificuldade de acesso a testes diagndsticos;
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e condi¢des intrinsecas da doenga como a variabilidade de expressio das formas
clinicas.

A somatdria destes fatores faz com que a média de idade ao diagndstico no
Brasil seja provavelmente alta se compararmos com a média de sete meses nos paises
mais desenvolvidos e que haja um intervalo de tempo provavelmente alto entre o
aparecimento dos primeiros sintomas ¢ a confirmagao do diagndstico, isto levando-se
apenas em conta o grupo de pacientes nos quais o diagndstico € feito. Se este periodo
de laténcia entre o aparecimento de sintomas e o diagndstico for prolongado, €
possivel que grande parte dos pacientes esteja indo a Obito, e outra parte deixe de
receber qualquer conduta terapéutica ou esteja recebendo tratamentos inadequados,
pois muitas vezes estas criangas podem ser diagnosticadas erroneamente como tendo
doengas prevalentes em nosso pais, do tipo Asma, Bronquite ou Tuberculose.

Talvez por conseqiiéncia destes fatos, o grupo de criangas que chega ao
diagnéstico no Brasil se apresenta a0 médico ja com quadro clinico bastante avangado,
apresentando lesGes pulmonares graves e desnutricdao secundaria importante, o que
dificulta muito a terapéutica e piora sobremaneira o progndstico e sobrevida. Os dados
brasileiros existentes sobre a expectativa de vida dos pacientes demonstram que a
sobrevida média do paciente brasileiro com FC estd proxima aos nove anos de idade
(9,65 anos — RASKIN, 2001), média esta semelhante a encontrada nos paises
desenvolvidos antes de 1960 (JONES, 1980; REGLAFQ, 1992; MACRI e cols., 1991).

Nos tltimos anos foram desenvolvidos alguns estudos de genética molecular e
epidemiologicos da FC em amostras da populacdo brasileira. GAIDZINSKI (1992),
em analise epidemioldgica e social de familias afetadas no Estado do Rio Grande do
Sul, detectou que o impacto da FC na familia dos afetados tem se expressado mais
comumente sob forma de ansiedade, revolta, desconfianga, negagdo do problema,
sentimentos de culpa, medo de uma nova gestagio, crise de relacionamentos, estresse
emocional e financeiro, queixas de isolamento social, atengdo redobrada aos afetados e
incerteza quanto ao futuro; avaliou que as maes dos pacientes tém o melhor grau de
conhecimento sobre a doen¢a entre os familiares; e identificou que na composigdo

étnica de 96% das familias afetadas estdo ascendentes caucasianos.



38

RASKIN e cols. (1992a) realizaram estudos de marcadores do gene CFTR
para aumentar a precisio de sua andlise genética. Também desenvolveram
metodologias para agilizar, facilitar e baratear os custos de andlise molecular do gene
CFTR através da analise 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 analise da freqiiéncia da mutagdo AF508 em euro- e afro-
brasileiros, analise das 5 mutagGes mais freqiientes do gene CFTR em euro- e afro-
brasileiros, andlise das 70 mutagdes mais freqiientes no gene CFTR em euro- e afro-
brasileiros, além dos mais amplos trabalhos de triagem neonatal e analise
epidemiolégica realizados até o momento na populagdo brasileira (RASKIN e cols.,
1993; 1997a; 1997b; 1999; RASKIN, 2001).

MIRANDA e cols. (1993) utilizaram a PCR para determinar que a freqiiéncia
alélica da mutagdo AF508 da FC em 34 cromossomos de pacientes brasileiros,
descendentes de latino-europeus, brasileiros nativos e negroides, € de 35%.
MARTINS, RIBEIRO ¢ COSTA (1993) determinaram que a freqii€ncia alélica da
muta¢do AF508 da FC, em uma amostra populacional de 24 pacientes do Estado de
Sdo Paulo, ¢ de 33%. FERNANDES e cols. (1994) encontraram pelo menos uma
mutagdo de FC em 9 dos 17 fibrocisticos de uma amostra hospitalar do Estado de Rio
de Janeiro analisada, concluindo que a analise das mutagdes AF508, G542X, N1303K,
1717-1G—>A, W1282X, G551D, R553X e AI507 ndo € suficiente para detectar todas
as mutagdes presentes.

FERRI (1995) estudou 240 cromossomos de individuos normais e afetados da
populagdo paulista, onde detectou as freqii€éncias das mutagoes AF508 (38%), G542X
(8,3%), N1303K (1,6%) e W1282X (0,8%) no gene CFTR. Em 1995 MAROSTICA
fez uma avaliagdo do fenétipo pulmonar de 61 pacientes de FC do Rio Grande do-Sul,
n3o encontrando relagiio do fendtipo pulmonar com os 3 grupos genéticos analisados
(AF508/AF508, AF508/outra e outra/outra). LEWIS (1995) pesquisou a relagio de 300
pacientes brasileiros com célera e de 300 individuos controle (sem cdlera), para as
mutagdes AF508 e G542X da FC. Como estas mutagGes ndo foram encontradas nos

600 individuos analisados, sugeriu-se novamente que a pressdo seletiva em favor dos
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heterozigotos, provavelmente, ndo foi em razio da bactéria que causa a colera.
Portanto, a hip6tese de que a célera tenha favorecido a elevagdo da freqiiéncia do gene
CFTR na populagio caucasoide ainda necessita ser melhor avaliada.

DAMACENO (1996) pesquisou correlagdo do gendtipo AF508 e fendtipo
pulmonar em 40 pacientes FC do Estado de Sio Paulo, no constatando a correlagao,
mas uma predisposi¢do dos pacientes homozigotos € hererozigotos AF508 a infecgado
por Pseudomonas aeruginosa. RIBAS (1996), pesquisando a relagdo entre genotipo e
origem étnica em uma amostra de 76 pacientes do sul do Brasil, verificou quais sdo as
mutagdes ndo-AF508 mais freqiientes 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 Sao Paulo, alcangando uma taxa de detecg¢dao de 42,5%, analisando as
mutagdes AF508 (31,7%), G542X (8,3%), N1303K (2,5%), G551D (0%) e R553X
(0%). Apesar destes estudos serem pecas muito importantes, ndo tiveram como
objetivo uma avaliagdo mais abrangente que proporcionasse uma visao mais ampla do
quadro nacional nas diferentes etnias e estados brasileiros.

PEREIRA e cols., (1998) estudaram as mutagées R1162X e 2183AA—G da
FC em descendentes italianos do Estado do Parana (com freqii€ncias respectivas de
15% e 7,5% que ndo diferem estatisticamente dos resultados encontrados na Italia) e
em pacientes dos Estados do Parana (com freqiiéncia de 1,02% para ambas mutagdes)
e de Santa Catarina (10% e 3,33% respectivamente). Com estes resultados sugeriram a
inclusdo destas mutagdes no conjunto de mutagdes a serem analisadas nos pacientes
FC nascidos nos Estados de Santa Catarina e Parana.

BERNARDINO e cols. (2000) fizeram uma grande analise molecular no gene
CFTR na populagdo brasileira, encontrando algumas mutagdes novas. Em 2001
Cabello e colaboradores detectaram uma mutagdo que se apresenta com uma
freqiiéncia bastante aumentada no Brasil, a 3120+1G:A, mutagdo esta freqiiente em

populagdes afro-americanas (MACEK, e cols., 1997; CABELLO e cols., 2001).
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1.4.4 Correlacdao Genotipo-Fenotipo

Uma forma de conhecer a fungio de CFTR é a analise dos gendtipos dos
pacientes e os fen6tipos aos que estdo associados. A mutagdo melhor estudada, por ser
a mais freqiiente e primeiramente descrita, € a AF508, a qual esta associada a clinica
severa, insuficiéncia pancreatica e um alto risco de ileo meconial, porém a associagdo
ndo ¢ absoluta. (KEREM e cols., 1990).

Para outras mutagGes menos freqiientes, os dados sdo dificeis de interpretar, ja
que o numero de individuos FC homozigotos para estas mutagdes ¢ baixo e as idades
dos doentes ndo sdo homogéneas, o que implica que o estado clinico seja variavel e as
correlagOes ndo sejam faceis de se estabelecer.

As primeiras observagdes de pacientes homozigotos para muta¢des de término
de cadeia mostram um desenvolvimento moderado da doenga (CUPPENS e cols.,
1990). Isto podia ser devido ao fato de que a presenga intracelular de uma proteina
defeituosa é mais prejudicial para a célula que a auséncia da proteina. Entretanto, estes
resultados ndo se confirmaram em amostras mais amplas (SHOSANI e cols., 1992;
ESTIVILL, comunicagdo pessoal).

Curiosamente, descreveu-se um paciente FC que apresenta duas mutagdes
(AF508 ¢ R553Q) no mesmo cromossomo. Mesmo este paciente tendo sintomas
pulmonares e insufici€éncia pancreatica, a correlagdao de cloro no suor estava nos niveis
normais (DORK e cols., 1991). Estudos com proteinas quimeras ST6-CFTR em
leveduras, mostra os efeitos de outras mutagdes, que também podem diminuir o
fenotipo severo da AF508 ao suprimir parcialmente o defeito no transporte de cloro
provocado pela AF508 (TEEM e cols., 1993).

Dentre os distintos parametros clinicos da FC, a fungdo pancreatica € a que
mostra uma melhor correlagdo com o genétipo dos pacientes. Todas as mutagdes de
classe I e II causam insuficiéncia pancreatica, enquanto que algumas de classe III e
todas as de classe IV causam suficiéncia pancreatica (TSUI e cols., 1992; WELSH,;
SMITH, 1993), sendo que as mutagdes de classe I e II agem como se fossem

recessivas com relagao as de classe III e IV (KOCH e cols., 2001; DURNO e cols.,
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2002). Nas mutagdes de classe IV, o fluxo de cloro somente se encontra reduzido, com
o que a atividade residual da proteina é suficiente para dar o fenétipo de suficiéncia
pancreatica. De fato, algumas mutagdes de classe IV (R117H) ndo provocam os
sintomas classicos da FC e somente causam infertilidade nos homens (ANGUIANO e
cols., 1992).

Recentemente, foram analisados dados de 800 afetados por FC de 32 paises,
com a finalidade de comparar as caracteristicas clinicas das mutagdes mais fregiientes.
Assim, se comprovou que AF508, G542X, R553X, N1303K, W1282X, 1717-1G—A,
621+1G—>T 1811+1.6kbA:G estdo associadas a insuficiéncia pancredtica e fendtipo
severo, enquanto que R117H esta associada a suficiéncia pancreatica e fenétipo leve
(CFGPC, 1993; DURNO e cols., 2002; REBOUL e cols., 2002; KULCZYCKI;
KOSTUCH; BELLANTI, 2003). Assim mesmo, se observou que, salvo para a fungdo
pancreatica, ndo é possivel fazer uma boa correlagido genétipo-fendtipo para os outros
pardmetros clinicos (fun¢do pulmonar, idade de diagndstico, niveis de cloro no suor e
percentuais de peso e altura), pondo em evidéncia que a influéncia de outros fatores
(genéticos ¢ ambientais) tém um importante papel no desenvolvimento da doenga
(TSUI e cols., 1992; CASTALDO e cols., 2001; KULCZYCKI; KOSTUCH;
BELLANTI, 2003).

Desde 1996 alguns pesquisadores tém proposto a existéncia de genes
modificadores modulando o fenétipo da fibrose cistica (ROZMAHEL e cols., 1996). O
fen6tipo discordante observado em irmdos com FC argumenta contra um papel
principal de fatores ambientais e sugere que outros genes, além do gene CFTR seriam
os principais responsaveis por modular o fenétipo de FC (ACTON; WILMOTT, 2001;
SALVATORE; SCUDIERO; CASTALDO, 2001). Existem, atualmente, varios genes
sob estudo como potenciais modificadores da FC, particularmente os que
influenciam na severidade da doeng¢a pulmonar, os que estdo envolvidos no controle de
infecgGes, imunidade e inflamagdo (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

colonizagdo crdnica por Pseudomonas aeruginosa]; o gene HFE, responsavel 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 indicagdo de
associagdo entre alelos AAT e melhores prognésticos pulmonares]; entre outros.

Uma outra tentativa de se tentar correlacionar a mutagdo com o fendtipo é
através da analise do sitio de mutagdo na proteina, ou seja, verificar qual o tipo de
mutagdo (codigo de parada, troca de um aminoacido, mudanga no quadro de leitura,
entre outros) e/ou em que dominio esta mutagdo ocorreu, para entdo predizer se esta
modificagdo estd alterando a fungdo, a sintese ou a estrutura secundaria ou terciaria da

proteina. Neste sentido, foram propostos cinco mecanismos que podem levar a um
prejuizo na fungdo da proteina CFTR (ZIELENSKI; TSUI, 1995) (fig. 9) (fig. 10).

FIGURA 9. CONSEQUENCIAS MOLECULARES DAS DIFERENTES CLASSES
DE MUTACOES DA FC

I II III v A%
Normal
Bloqueio no Bloqueio na Condutividade Sintese
Sem sintese Processamento  regulagdo alterada reduzida
Nonsense Missense Missense Missense Missense
G542X N1303K G551D R117H A455E
Frameshift  delegdo de a.a. R347P Splicing
394delTT AF508 3849+10kbC:T
Splicing
1717-1G:A

FONTE: modificado de ZIELENSKI; TSUI, 1995

Alteragdes da classe I resultam de mutagdes que levam a uma terminagdo
prematura na tradugdo do gene CFTR, o que pode ser causado por: mutagéo em sitio

de excisdo anormais ou que causem mudanga no quadro de leitura, ou ainda, mutagdes
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sem sentido (TSUIL, 1992). Mutagdes da classe II causam um defeito no processamento
da proteina, onde a glicosilagdo é apenas parcial, provocando a degradagdo precoce
desta proteina. Nesta classe encontramos a grande maioria das mutagdes da FC,
incluindo a mais comum, a delegdo AFS08 (WELSH; SMITH, 1993). As mutagdes da
classe III ndo provocam problemas no processamento da proteina, porém, ha um
defeito na regulagdo do canal. Estas alteragGes ocorrem nos NBFs, causando uma
diminuigdo na freqiiéncia de abertura do canal ou uma resposta anormal ao ATP
(ANDERSON; WELSH, 1992). Na classe IV verificamos um defeito na condugéo,
onde um numero de mutagdes nos MSDs produzem canais corretamente localizados e
com regulagdo normal, porém, devido a formagdo anormal do poro do canal, a
quantidade de cloro que atravessa a membrana estd diminuida, geralmente em 1/3 da
capacidade normal. Finalmente na classe V encontramos as muta¢des que causam uma
diminuig¢@o na quantidade de RNAm funcional (WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI;
TSUI, 1995) (fig. 9) (fig. 10).

FIGURA 10. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS QUATRO CLASSES DE
ANORMALIDADES NO PROCESSAMENTO DA CFTR GERADAS
POR MUTACOES EM CFTR

Cre \E Class V.

Detectue
Conduction

Cluhv il
Defective ™—~———. \

Requlation /v

Golg /'
8D

Class Il.
Detective — } C"“S I
Detective

Pr
ocessing Protein Production

ATP Nucleus

Genetic
Detect

FONTE: WELSH ¢ SHMIDT, 1993
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Alguns pesquisadores tém tentado fazer uma correlacdo entre o tipo de
mecanismo mutacional e o fendtipo. Contudo, como ja mencionado, a grande
variabilidade clinica encontrada entre os pacientes, especialmente a pulmonar, e a
existéncia de heterozigotos compostos dificulta o estabelecimento desta correlagdo.
Mesmo com estes problemas, de acordo com o defeito, espera-se que individuos da
classe I e II tenham um quadro clinico grave, visto que ha uma perda na localizagdo
celular correta da proteina. Assim sendo, mutagGes destas classes t€ém sido associadas
com o fendtipo de insuficiéncia pancreatica 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 IIIl e IV tém a proteina
corretamente localizada, resultando em uma fungio residual ou anormal desta proteina
(WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995). Na classe III encontramos
individuos com suficiéncia (G551S) e insuficiéncia (G551D) pancreatica, podendo
sugerir que ha um grau de regulagdo anormal dependendo da alteragdo molecular
(CUTTING e cols., 1990; STRONG e cols., 1991). Os individuos pertencentes a classe
IV apresentam uma atividade residual do canal de cloro capaz de conferi-los um
fenétipo de suficiéncia pancredtica. Nesta classe, alguns individuos (R117H) assumem
manifestagGes atipicas da FC, como apenas CBAVD (ANGUIANO e cols., 1992).
Alteragdes de classe V incluem mutagdes na regido promotora que reduzem a
transcrigdo, alteragGes em nucleotideos promovendo splicing alternativos do transcrito
CFTR, e substituicdes em aminoacidos que causam maturagdo ineficiente da proteina.
Todas as mutagées de classe V reduziriam a quantidade de proteina funcional
expressa, pois, desde que uma pequena quantidade de RNAm € 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 doenga autossOmica recessiva,
verificamos que quando um individuo possui um alelo para insufici€ncia pancreatica e
o outro para suficiéncia, o fendtipo é de suficiéncia pancreatica. Desta forma, uma

mutagdo “dominante” estaria conferindo a atividade parcial do canal de cloro,
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permitindo um fendtipo mais benigno (WELSH; SMITH, 1993; KULCZYCKI;
KOSTUCH; BELLANTI, 2003) (tab. 4).

TABELA 4. CLASSES DE MUTACOES EM CFTR

CLASSE DEFEITO EXEMPLOS DOMINIO FREQUENCIA (%) CLINICA
Produgio da
proteina: G542X NBF1 34 PI
1 - sem sentido 390insT NBF2 2,1 PI
- muda o quadro 621+G:T MSD1 1,3 PI
de leitura
- excisdo
AIS07 NBF1 0,5 PI
AF508 NBF1 70 PI
11 Processamento S549R NBF1 0,3 PI
AS559T NBF1 - -
N1303K NBF2 1,8 PI
G551D NBF1 2,4 PI
GS551S NBF1 rara PS
III Regulagdo G1244E NBF2 rara PI
S1255P NBF2 rara PI
G1349D NBF2 rara PI
R117H MSD1 0,8 PS
v Condugio R334W MSDI1 0,4 PS
R347P MSDI1 0,5 PS

FONTE: WELSH; SMITH, 1993
NOTAS:PI = insuficiéncia pancredtica
PS = suficiéncia pancreética

1.5 Terapia Génica e Fibrose Cistica

Mesmo sendo a fibrose cistica uma doenga multissistémica, a principal causa
de morte é o deterioramento progressivo da fun¢dao pulmonar como conseqiiéncia das
infec¢Ges € da acumulagdo cronica de secregGes nas vias respiratOrias. Assim, a
corregdo do defeito genético sobre o trato respiratorio constitui um objetivo prioritario.

Atualmente se utilizam duas estratégias especialmente prometedoras na terapia
da FC. A mais direta é a expressdo do gene normal ou a inserg¢ao da proteina normal
nas células afetadas (EGAN e cols., 1992). Esta estratégia tem a vantagem de poder

recuperar, independentemente da classe de mutagio, todas as fungdes 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 aplicagdo de terapia
génica em afetados por fibrose cistica pelo National Institutes of Health Recombinant
Advisory Committe. Os experimentos devem ser realizados com o total consentimento
dos pacientes. Em cada caso, vetores sdo aplicados a regiGes restringidas do nariz e do
epitélio bronquial, seguindo-se intensivamente seus efeitos moleculares e
eletrofisiologicos. Os pacientes sdo monitorizados para avaliar qualquer reagdo
imunoldgica ou uma distribuigdo anormal do vetor. O principal beneficio destes
experimentos sera conseguir informagdes sobre a eficacia, seguranga e respostas a
distintas doses deste sistema (COUTELLE e cols., 1995).

O defeito fisiologico em células FC pode ser corrigido através da introdugéo
de uma tnica cépia normal do gene CFTR. De fato, somente € necessario conseguir de
4 a 6% da expressdo de CFTR no epitélio respiratdrio para que o defeito basico se
corrija (RAMALHO e cols., 2002).

A transferéncia direta de DNA recombinante € ineficaz, portanto os genes
devem ser introduzidos nas células epiteliais de vias respiratérias mediante vetores
virais ou métodos quimicos. A utilizagdo de vetores retrovirais ¢ uma metodologia
bastante atrativa para a terapia génica em FC, principalmente devido a sua habilidade
de se integrar no genoma da célula hospedeira, o que pode levar a uma expressao
duradoura e, talvez, a cura. Entretanto a utiliza¢do de retrovirus para transferéncia
génica para o epitélio respiratorio tem estado limitada pelos baixos titulos obtidos e
pela necessidade de proliferagio celular JOHNSON, 2001)

Os adenovirus sdo atualmente mais utilizados, ja que ndo necessitam da
divisdo da célula hospede para a expressdo e apresentam tropismo para as células
pulmonares. Entretanto, a0 ndo se integrar no genoma celular é necessario realizar
repetidas infecgGes. Atualmente, testes clinicos com aerosol em pacientes FC tém sido
conduzidos por cinco diferentes grupos, trés deles usando vetores de adenovirus e dois
usando lipossomos catiénicos carregando a seqii€ncia codificadora para a proteina

CFTR. O desenvolvimento desta pesquisa tem demonstrado que a transferéncia génica
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do lumen para o epitélio respiratério ja pode ser realizada in vivo, mas ainda com baixa
eficiéncia e por um periodo limitado, ndo atingindo ainda beneficios clinicos (O’DEA;
HARRISON, 2002; GRIESENBACH; ALTON, 2001; GRIESENBACH e cols.,
2002).

Nos primeiros experimentos com adenovirus se conseguiu insertar DNAc-
CFTR humano em células epiteliais do trato respiratdrio de rato, obtendo a corregdo do
transporte de cloro durante seis semanas (ROSENFELD e cols., 1992).
Posteriormente, foram realizados experimentos de transfec¢io com adenovirus em
modelos xendgrafos (de epitélio bronquial humano) observando-se a expressao estavel
de niveis elevados de proteina CFTR humana (ENGELHARDT e cols., 1993). Algum
tempo atras se conseguiu, mediante a transfec;do com adenovirus, corrigir
temporariamente o defeito no transporte de cloro no epitélio nasal de afetados por
fibrose cistica (ZABNER e cols., 1995a); assim como demonstrar que a transfecgao
repetida de DNAc-CFTR no epitélio do trato respiratério de primatas é eficaz e
clinicamente segura (ZABNER e cols., 1995b).

Os cromossomos artificiais de mamiferos (MAC) tem como principais
vantagens a capacidade de segregacdo em células de mamiferos (por terem teldmeros e
centrOmeros), uma expressao fisiologicamente controlada, a integracido de fragmentos
de DNA de grande tamanho (varias centenas de kilobases) e a ndao integragdo no
genoma da célula hospedeira (HUXLEY, 1994). Entretanto, os conhecimentos sobre a
replicagio e segregacdo dos cromossomos em células de mamiferos nio sdo, ainda,
suficientes para a constru¢do de MACs, devido ao fato de que esta tecnologia esta no
inicio de seu desenvolvimento.

Apesar do gene ter sido clonado ha mais de 13 anos, ainda n3o se obteve um
método seguro e eficiente para terapia génica em fibrose cistica. Para isto, ainda existe
a necessidade de um melhor conhecimento da relagdo entre genétipo e fenétipo e de
um conhecimento mais aprofundado de como ¢ e qual € a agdo dos genes moduladores
nos fenétipos FC. Com um maior avango neste sentido, metodologias mais eficientes

de terapia poderao ser obtidas.
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2 Material e Métodos

2.1 Familias Estudadas

Foram estudados os cromossomos de 79 individuos brasileiros afetados pela
doenga fibrose cistica bem como os cromossomos dos pais destes individuos a fim de
identificar as fases dos haplétipos dos seis marcadores genéticos analisados, que
possibilitaram as analises de ligagdo entre os marcadores € as mutagdes € investigagao
da origem étnica da mutagdo. Também foram estudados cromossomos normais de
individuos da populag3o brasileira a fim de se identificar quais sdo os haplétipos de FC
presentes na populagido geral, bem como suas freqiiéncias. Para isto, foi realizado o
estudo de familias a fim de se identificar os haplétipos existentes.

O material biol6gico estudado foi o DNA destes individuos. As familias foram
obtidas por contato com as associagdes estaduais de Fibrose Cistica e por contato
direto com médicos dos estados do PR, SC e MG. O termo de anuéncia (apéndice 1),
as fichas com os dados clinicos (apéndice 2) e étnicos (apéndice 3), foram levantados
diretamente com as familias ou através dos médicos responsaveis.

Dados fenotipicos classicos, como a pigmenta¢do do abdomen, a cor e o tipo
de cabelo e a conformagado do nariz e dos labios, foram utilizados para a caracterizagao
dos individuos afro-brasileiros (KRIEGER e cols., 1965; AZEVEDO, 1980;
AZEVEDO e cols., 1982). Foram também tomados cuidados como questionamentos
sobre parentes com suspeita e/ou diagndstico da doenga, e analise de sobrenomes, para

incluir apenas individuos ndo aparentados.



49

2.1.1 Individuos Normais

2.1.1.1 Heterozigotos Euro-Brasileiros

Como euro-brasileiros foram incluidos todos os individuos que apresentaram
coloragdo clara da pele e descendéncia européia. Foram incluidos como heterozigotos
euro-brasileiros todos os pais de pacientes euro-brasileiros, estes tultimos com
diagnostico clinico-laboratorial de FC nascidos nos Estados do PR e SC, sendo que no
PR foram analisados 60 genitores € 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 Afro-Brasileiros

Como afro-brasileiros foram incluidos todos os individuos que apresentaram
coloragdo escura da pele e provavel descendéncia africana. Foram incluidos como
heterozigotos afro-brasileiros todos os pais afro-brasileiros de pacientes afro-
brasileiros, estes com diagndstico clinico-laboratorial de FC do Estado de MG,
totalizando 30 amostras. O cromossomo selvagem dos pais dos pacientes afro-
brasileiros foi utilizado como cromossomo "normal" para estudo dos marcadores
internos do gene CFTR na populagdo 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 diagnéstico clinico-laboratorial
confirmado de FC, em acompanhamento ou diagnosticados durante o periodo de
estudo. Foram coletadas amostras de sangue de pacientes nascidos no PR (33) e SC
(23).

Foram selecionados todos os individuos que tinham histéria pregressa de
pneumopatia de repeticdo e/ou quadro de insuficiéncia pancreatica, caracterizada por
presenga 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 familia era afetado, foi incluido
sempre o paciente mais velho, e apenas um individuo por familia.

Os cromossomos dos individuos afetados, e que, portanto apresentaram

mutagao, foram denominados de “cromossomos mutados”.

2.1.2.2 Pacientes Afro-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 Extragao de DNA

A extragdo 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 obteng¢do de DNA: lise das hemaceas; lise dos micleos dos linfécitos; retirada
das proteinas através da precipitagdo destas; precipitacio do DNA; lavagem do DNA e
diluigdo em tamp3do TE (0,5 ml de Tris 1 M, 0,5 ml de EDTA 0,1 M e completar com
agua bidestilada até 50 ml).

Em um tubo falcon de 15 ml (Becton Dick.) colocou-se o creme leucocitario
proveniente de 5ml de sangue e completou-se para 10ml de volume com solugio
TKM]1 (descrito abaixo) e 125 ul do detergente Nonidet P-40 (Sigma). Inverteu-se
lentamente o tubo, varias 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
solugdo TKM1, ressuspendeu-se o "pellet” com pipeta pasteur (Fisher) e centrifugou-
se 0 tubo a 4000 rpm por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se
delicadamente o "pellet" com micropipeta (Gilson), adicionando 800 pl de solugdo
TKM2 (descrito abaixo), passou-se tudo para um tubo eppendorf de 1,5 ml (Nalgene)
e adicionou-se 50 pl 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
ul de NaCl (Merck) saturado (6M) e centrifugou-se o tubo a 12.000 rpm por 10
minutos (microcentrifuga Fanen 212). Virou-se o sobrenadante para um tubo de ensaio
(sobrenadante contendo o DNA, precipitado contendo as proteinas) e adicionou-se 2
volumes de etanol (Merck) 100% gelado. O tubo de ensaio, entdo, foi invertido varias
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 3 37°C (Fanen 315) até o restante do etanol evaporar.
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Ressuspendeu-se 0 DNA em aproximadamente 200ul de tampao TE e este ficou no

banho-maria a 55°C, por 45 minutos, € depois na geladeira por 3 dias.

QUADRO 1 - SOLUCOES UTILIZADAS PARA EXTRACAO DE DNA

TKM1
Tris-HCI pH 7.6 1,0M 5,0 ml
KCl1 (Merck) 1,0M 5,0 ml
MgCl, (Merck) 1,0M 5,0 ml
EDTA (Merck) 0,1M 10,0 ml
H,0 bidestilada até completar o volume de 500 ml

TKM?2
Tris HC1pH 7.6 1,0M 0,5ml
KClI 1,0M 0,5 ml
MgCI2 1,0M 0,5ml
EDTA 0,1M 1,0 ml
NaCl 1,0M 20,0 mi

H,O bidestilada até completar o volume de 50ml

2.3 Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR)

A PCR se baseia na amplificagio seletiva in vitro de regites especificas de
DNA (SAIKI e cols., 1988) e consiste em sucessivos ciclos de desnaturagdo da dupla
fita, hibridagdo (anelamento) com oligonucleotideos € extensdo da cadeia de DNA
mediante a agdo da Tag polimerase. Esta técnica apresenta vantagens consideraveis
frente a outros métodos de andlise molecular: necessita pequena quantidade de
amostra, realiza-se em poucas horas e, de maneira geral, ndo necessita da utilizagdo de

isétopos radioativos.

2.3.1 Protocolo

A PCR permite a amplificacdo 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 caracteristicas proprias, principalmente as quantidades das diferentes
bases que a molécula contém, caracteristicas estas que incidem sobre as distintas
variaveis do processo. E necessario, portanto, otimizar as condi¢des para cada
fragmento em particular. As condigdes mais gerais s3o:
e Colocar em um tubo de 250ul € para um volume final de 100ul: 200uM
de dNTPs; 50pmol de cada oligonucleotideo; S0mM de KCl; 10mM de
This-HCI, pH 8,3; 2mM de MgCl,; e 2 U de Tag DNA polimerase.
e Colocar 5 min a 95°C.
e 35 ciclos de :desnaturagdo (30s a 95°C)
hibridagdo (30-40s a 48-56°C)
extensdo (30s-2min a 72°C)
e Extensao final Smin a 72°C
Os parimetros que variam s3o a temperatura de hibridagdo e o tempo de
extensdo. A temperatura de hibridagdo depende da seqiiéncia do oligonucleotideo € se
calcula (em °C) de acordo com a férmula: T= [4(G+C) + 2(A+T)] — 4. O tempo de
extensdo depende do tamanho do fragmento a amplificar e se calcula com base na

relagdo 1min / kb.

2.3.2 Condigdes

Na amplificagdo dos éxons (e regides intronicas flanqueantes) do gene CFTR
utilizou-se, preferencialmente, os oligonucleotideos descritos por Zielenski
(ZIELENSKI € cols., 1991b). Entretanto, levando-se em conta as diferentes técnicas
nas quais se utiliza a PCR (SSCA, DGGE, sequenciamento ¢ PCR de mutagénese),
outros oligonucleotideos foram desenhados para determinados éxons. As condigdes
6timas de PCR (tab. 5) sao:

— (A) desnaturagdo 30s a 95°C; hibridacdo 30s a 56°C; extensdo 30s a
72°C.

— (B) desnaturagdo 30s a 95°C; hibridagdo 40s a 48°C; extensdo 40s a
72°C.
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TABELA 5. CONDICOES DE PCR E OLIGQNUCLEOTiDEOS UTILIZADOS
NAS AMPLIFICACOES DOS 27 EXONS DO GENE CFIR E SUAS
SEQUENCIAS INTRONICAS FLANQUEANTES

continua

EXON OLIGONUCLEOTIDEOS USADOS CONDICAO DE
PCR

1 I1D9: GCACCCAGAGTAGTAGGTCT A
1I-3: ACACCGCCCTCCTCTTTCGTG

2 2i-5: CC_AAATCTGTATGGAGACCA A
2i-3;: TATGTTGCCCAGGCTGGTAT

3 3i-5: CTTTGGGTTAATCTCCTTGGA A
3i-3: ATTCACCAGATTTCGTAGTC

4 14D1: CTTGTGTTGAAATTCTCAGGG A
I4R1: CAGCTCACTACCTAATTTATGA

5 ISD1: GAGAAGATAGTAAGCTAGAT B
ISR1: TATTAACAACAGGCTAAGGT

6a 6ai-5: TTAGTGTGCTCAGAACCACG A
6ai-3: TGGAATGAGTCTGTACAGCG

6b I6bD1: AATAATGCCCATCTGTTGAATAA A
6bi-3: GAGGTGGAAGTCTACCATGA

7 I7D1: ACACTGGTACTTTCATTGT B
I7TR1: AGAGAAATGCTAGGAAAAG

8 I8D1: AATTCATATATAAGATGTAGCAC A
I8R1: GAGTGATCCTCCTTCCAGT

9 9i-5: TAATGGATCCATGGGCCATGT A
9i-3: ACCAGTGTTGAATGTGGTGCA

10 10i-5: GCAGAGTACCTGAAACAGGA A
10i-3: CATTCACAGTAGCTTACCCA

11 I11D1: TTCAGCAATGTTGTTTTTGACCAAC A
I11R1;: TTACAGCAAATGCTTGCTAGACCA

12 12i-5: GTGAATCGATGTGGTGACCA A
12i-3: CTGGTTTAGCATGAGGCGGT

13 13i-5: TGCTAAAATACGAGACATATTGCA A
13aR1: CAGAATCTGGTACTAAGGACAG
13bDt: CTCAATCCAATCAACTCTATACGAA A
13i-3: TACACCTTATTCCTAATCCTATGAT

14a I14aD1;: ACACTTAGATTCAAGTAATACTAT B
14ai-3: AAAAGGTATGCCACTGTTAAG

14b [14bD1; CATCAAATGGTGTGATGTGAA A
[14bR1: TACATACAAACATAGTGGATTAC

15 15i-5: GTGCATGCTCTTCTAATGCA A

15i-3: AAGGCACATGCCTCTGTGCA
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conclusdo

Exon Oligonucleotideos usados Condicdo de PCR

16 116D1: AATGCGTCTACTGTGATC B
I116R1: CGAATAGACAGGACTTCAA

17a 17ai-5: CAATGTGCACATGTACCCTAA A
I17aR 1: GAATCTCAAATAGCTCTTATAGC

17b 17bi-5: TTCAAAGAATGGCACCAGTGT A
17bi-3: ATAACCTATGAAATGCAGCA

18 18i-5: GTAGATGCTGTGATGAACTG A
18i-3: AGTGGCTATCTATGAGAAGG

19 119D2: ATTTCCTGTTAGTTCATTGAAAA A
I19R2: GTTCAGACTCTGCAAATTAAA

20 20i-5: GGTCAGGATTGAAAGTGTGCA A
20i-3: CTATGAGAAAACTGCACTGGA

21 21i-5: AATGTTCACAAGGGACTCCA A
21i-3: CAAAAGTACCTGTTGCTCCA

22 122D2: CATAAGCTTTCAGAACTCCTG A
22i-3: TGTCACCTAGAAGCAGGCAT

23 123D1: GAACAATAGACATATTATCAAGG A
123R1: GTGAGATTGTTATCAAGAATTAC

24 24i-5: GGACACAGCAGTTAAATGTTG A

124R1: AGGTAACTGTTCCACGAGCT

FONTE: ZIELENSKI e cols., 1991b

2.3.3 PCR Sitio-Dirigida

E uma modificagio da PCR (HALIASSOS e cols., 1989). Nesta metodologia é
introduzida uma alteragdo na seqiiéncia do fragmento amplificado ao ser utilizado um
oligonucleotideo que tem uma base nio correspondente a seqii€éncia com a qual deve
se unir. Este tipo de PCR ¢ utilizado quando se quer criar um sitio de restri¢do para
uma endonuclease com a finalidade de se poder facilitar a analise de um polimorfismo
ou de uma mutagao.

No desenho do oligonucleotideo deve-se levar em conta que o 1nico

nucleotideo que ndo pode ser alterado é o da extremidade 3’. Também deve-se
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observar que a mutagdo ou o polimorfismo a ser analisado ndo deve estar incluido na
seqiiéncia do oligonucleotideo.

As condigbes de amplificagdo sdo iguais as da PCR normal. Este tipo de PCR
foi utilizado na andlise das mutagdes: V232D (utilizou-se a enzima Hinf I) e

711+5G:A (utilizou-se a enzima Bsa 1)

2.3.4 PCR interna ou nested-PCR

E uma outra modificagio da PCR. E utilizada para se obter uma maior
especificidade. A nested-PCR € a realizagdo de uma segunda PCR partindo-se de uma
PCR anterior, utilizando-se, pelo menos, um nucleotideo interno. Este tipo de PCR foi
utilizado na andlise do marcador IVSt6-9(n), ja que apresenta uma elevada homologia
de seqiiéncia com pelo menos 40-50 regides do DNA (ESTIVILL, comunicagao
pessoal).

As condi¢Ges sdo as mesmas da PCR normal, utilizando-se 1-2ul do produto
da PCR prévia.

2.4 Analise dos Marcadores

O marcador IVS6aGATT foi analisado através de uma reacdo de PCR
contendo 200 ng de DNA gendmico; 400 uM de dNTP; 10 pmol dos oligonucleotideos
iniciadores 6ai-5 e 6ai-3 (tab. 6); 50 mM de KCl; 10 mM de Tris -HCI, pH 8,3; 1,5
mM MgCl; e 2 U de Tag DNA polimerase em um volume total de 25 pl. As condigles
sdo as mesmas da PCR normal, utilizando-se as temperaturas de 50°C para anelamento
dos oligonucleotideos iniciadores por 50 segundos e 72°C para extensdo da cadeia por
1 minuto e 30 segundos. Apds a amplificagdo, 20 ul do produto de PCR foram
misturados a uma solug¢do contendo 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno
cianol e 40% (p/v) de sacarose em agua (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 periodo de aproximadamente 23
horas. Depois de realizada a corrida o gel foi corado com uma solugdo de 0,01% de
brometo de etidio na concentragdo de 10 mg/ml. O tamanho dos alelos foi determinado
através de comparagdo com controles de individuos que ja apresentam os seus alelos
caracterizados € que correram junto com as amostras.

Os microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA foram analisados em
uma reagdo de PCR multipla baseada na técnica descrita por Morral e Estivill
(MORRAL; ESTIVILL, 1992). Duzentos nanogramas de DNA gendmico foram
amplificados através da técnica de PCR com 400 uM de cada dNTP; 10 pmol dos
oligonucleotideos iniciadores AC8R4, AT17R1.2 ¢ 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 KCL; 10 mM de Tris -HCI, pH 8,3; 1,5 mM MgCl, e 2 U de Tag DNA
polimerase em um volume total de 25 pl. As condi¢des sdo as mesmas da PCR normal,
utilizando-se as temperaturas de 50 °C para anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores por 40 segundos e 74 °C para extensido da cadeia por 50 segundos. Parte do
produto da reagdo foi misturado com uma solugdo de formamida, aplicado em um gel
de acrilamida a 6% com uréia e submetido a uma voltagem de 1500 V por um periodo
de aproximadamente 3 horas e meia. Depois de realizada a corrida o gel foi corado
com prata como posteriormente sera descrito. O tamanho dos alelos foi determinado
através de comparacido com controles de individuos que ja apresentam os seus alelos
caracterizados € que correram junto com as amostras.

O marcador IVS8-T(n) foi analisado através de uma reagdo de nested-PCR,
com a primeira PCR contendo 200 ng de DNA gendmico; 400 uM de dNTP; 10 pmol
dos oligonucleotideos iniciadores 19D9n e E9R2 (tab. 6); 50 mM de KCI; 10 mM de
Tris -HCI, pH 8,3; 1,5 mM MgCl, e 2 U de Taqg DNA polimerase em um volume total
de 25 pl e nas condigdes normais de PCR, com as temperaturas de 48°C para
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores por 50 segundos e 72°C para extensdo da
cadeia por 1 minuto. Para a segunda PCR foi utilizado de 1-2ul de produto de PCR
previamente amplificado; 400 UM de dNTP; 10 pmol dos oligonucleotideos
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iniciadores 19D9n e 9i-3 (tab. 6); 50 mM de KCI; 10 mM de Tris -HCI, pH 8,3; 1,5
mM MgCl, € 2 U de Tag DNA polimerase em um volume total de 25 pl e nas
condi¢des normais de PCR, com as temperaturas de 50°C para anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores por 30 segundos e 72°C para extensdo da cadeia por 40
segundos. Para a visualizagdo dos fragmentos foi utilizado um procedimento idéntico
ao do marcador IVS6aGATT.

O marcador dialélico T854/Ava 1I foi amplificado através da técnica de PCR
obedecendo as mesmas condi¢ées anteriormente descritas para o microssatélite
IVS6aGATT sendo que os oligonucleotideos iniciadores sdo: 14ai3 e 14aD1 (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 solugdo de 0,01% de brometo de etidio na concentragdo de 10
mg/ml.

TABELA 6. OLIGONUCLEOTfDEQS INICIADORES PARA OS SEIS
MARCADORES GENETICOS ANALISADOS

NOME SEQUENCIA
AC8R4 5’ - ACTAAGATATTTGCCCATTATCAAGT -3’
ATI7R1.2 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’
14aD1 5’ - ACACTTAGATTCAAGTAATACTAT - 3’
14ai3 5’ - AAAAGGTATGCCACTGTTAAG - 3
19D9n 5’ - GAGAAGATAGTAAGCTAGAT - 3’
E9R2 5’ - TATTAACAACAGGCTAAGGT - 3’
9i-3 5’ - ACCAGTGTTGAATGTGGTGCA - 3’

FONTE: CHILLON, 1994
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2.4.1 Coloracéio com Nitrato de Prata

A coloragdo 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 dH,0;
Retirou-se a dH,0 e adicionou-se uma solu¢do de HNO; a 1% (solugdo estoque
a 65%) até que se cobrisse o gel por um periodo de 3 min e em agitagdo lenta;
Retirou-se a solugdo de HNO; e fez-se duas lavagens de 15 seg com dH,0;
Retirou-se a dH,O e adicionou-se uma solu¢do de AgNO; a 0,2% até que se
cobrisse o gel por um periodo de 20 min em agitagdo lenta;

Retirou-se a solugdo de AgNO; e fez-se duas lavagens de 5 seg.com dH,0;
Retirou-se a dH,0 e adicionou-se uma solucao de 2,96% de Na,CO; e 0,054%
de formaldeido até que se cobrisse o gel € agitou-se lentamente até que a
solugdo escurecesse (aproximadamente 1 min);

Depois de escurecida retirou-se a solugdo € uma solug¢do limpa, nas mesmas
concentragées foi acrescentada. agitou-se lentamente até que as bandas
ficassem com a intensidade desejada;

Retirou-se a solugdo de Na,CO; e formaldeido e fez-se duas lavagens de 15 seg
com dH,0;

Retirou-se a dH,O e adicionou-se uma solugao de 4cido acético a 10% até que
cobrisse o gel por um periodo de 5 minutos ou mais em agitagdo lenta;
Retirou-se a solu¢do de acido acético e fez-se duas lavagens de 15 seg com
dH,0;

Retirou-se a dH,0 e adicionou-se uma solugao de glicerol a 5% até que cobrisse

o gel por um periodo de 10 min em agitagdo lenta.

2.5 Detecg¢ao de Mutacoes por SSCA

Em condi¢Ges ndo desnaturantes as fitas simples de DNA adotam uma

conformagdo especifica € dependente de sua seqiiéncia de nucleotideos, o que
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determina sua mobilidade eletroforética. Este fendmeno serve de base para detectar
alteracdes de seqiiéncia em um determinado fragmento, quando este é colocado para
correr em um gel de acrilamida ndo desnaturante.

A técnica de SSCA foi utilizada para a analise dos éxons: 1; 2; 4; 6a; 6b; 7;
10; 13; 16; 17a; 19; 22 e 24. As condic¢des dos ciclos de PCR sio as descritas na tabela
5.

2.5.1 Preparo apos a amplificagdo

Depois de terminada a PCR foi adicionado a cada tubo 90ul de agua bi-
destilada (ddH,0).

Se o fragmento deveria ser digerido, 8 ul do produto final da dilui¢do foi
colocado em um tubo contendo 2,5 ul do tampao de digestdo especifico da enzima e 4
unidades da enzima. O volume foi completado para 25 ul com ddH,0, homogeneizado
e incubado durante a noite na temperatura recomendada.

Se ndo havia a necessidade de digestdo, foi colocado em um tubo 8 pl do
produto final da dilui¢do e completou-se até o volume de 25 pul com ddH,0.

Apds o procedimento inicial necessario foi adicionado 25 ul de tampdo 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 10ul foram aplicados em um gel de acrilamida.

2.5.2 Condicoes de Digestao e Migracao

As condi¢des para analise em SSCA foram otimizadas para cada éxon,
utilizando como controles 60 mutagOes conhecidas, amavelmente cedidas pelo
Departamento de Genética do Institut de Recerca Oncologica do Hospital Duran 1
Reynals (Barcelona — Espanha). O tamanho 6timo dos fragmentos que devem ser

analisados por SSCA esta ao redor de 200 nucleotideos. Devido ao fato de que os
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fragmentos amplificados pela PCR sdo geralmente maiores, € necessario realizar a
digestdo com enzimas de restri¢do.

As enzimas utilizadas na digestdo, o tempo de corrida de cada éxon e o
tamanho dos fragmentos esperados para os éxons analisados estio apresentados na

tabela 7. O éxon 1 ndo necessita digestao.

TABELA 7. ENZIMAS UTILIZADAS NA DIGESTAO, O TEMPO DE CORRIDA
DE CADA EXON E O TAMANHO DOS FRAGMENTOS
ESPERADOS PARA OS EXONS ANALISADOS POR SSCA

. et Produto . Tempo de
. Oligonucleotideos . Enzima de . Fragmentos
Exon o i Amplificado o Corrida
Iniciadores (ob) Restrigdo (horas) Esperados (pb)
1 I1D9 192 S.D. 20 192
11-3
2 2i-5 378 Mbo II 21 199/146/33
2i-3
4 14D1 372 Eco NI 25 235/69/68
I4R1
6a 6ai-5 385 Scr FI 25 236/130/19
6ai-3
6b I6bD1 331 Alul 14 201/130
6bi-3
7 I7D1 646 Fok I 16 300/190/156
I7R1
10 10i-5 493 Xmn I 25 259/234
10i-3
13 13i-5 532 Hinf1 22 247/206/42/31/6
13aR1
13bD1 498 Hph1 18 250/168/80
13i-3
16 116D1 294 Rsal 20 193/101
I16R1
17a 17ai-5 371 Mbo I 23 213/158
I17aR1
19 119D2 588 Bgl 1l 28 322/266
I19R2
22 122D2 339 Hae 1IT 17 178/161
22i-3
24 24i-5 458 Eco NI 22 251/207
I24R1
FONTE: CHILLON, 1994
NOTAS: - S.D. - Sem Digestdo

- Fragmentos em negrito sd3o os segmentos que, apos a digestdo,continham os éxons
de interesse e que, portanto, foram os analisados posteriormente.
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2.6 Deteccao de Mutacoes por DGGE

Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) ¢ uma metodologia
introduzida recentemente na biologia molecular. Ela tem sido usada para detectar
diferengas no comportamento de desnaturagido de pequenos fragmentos de DNA (200
— 700 pb) que diferem por poucos ou apenas um unico par de base.

Quando a dupla fita de DNA esta sujeita a um ambiente progressivamente
desnaturante ela se funde parcialmente. Com o aumento das condi¢des desnaturantes
do meio o fragmento de DNA ira se dissociar completamente. Esta desnaturag@o fisica
do fragmento de DNA n3o ¢é realizada de modo semelhante a um ziper. Com a entrada
do fragmento de DNA nas condigdes desnaturantes, por¢des pequenas do fragmento
irdo desnaturar. Como uma conseqiiéncia desta alteracdo conformacional, de dupla
para simples fita, a migragdo do fragmento de DNA através do gel € drasticamente
desacelerada. O fragmento de DNA de dupla fita ira migrar mais rapido que o
fragmento de DNA de fita simples.

Como o fragmento de DNA de fita dupla estd migrando através de um
gradiente desnaturante progressivo ele se dissocia parcial e progressivamente e sofre
tanto uma alteragdo conformacional quanto de mobilidade.

Uma temperatura constante (entre 45 € 60°C) e desnaturantes quimicos (um
agente 100% desnaturante € composto de formamida a 40% e Ureia a 7,0 M) sdo
utilizados na pratica. Na técnica de DGGE o gradiente desnaturante € criado através de
um aparelho especifico que gera a variacao desejada.

A técnica de DGGE foi utilizada para a analise dos éxons: 3; 5; 8; 9; 11; 12;
14a; 14b; 15; 17b; 18; 20; 21; e 23. As condig¢des dos ciclos de PCR sio as descritas na
tabela 5. Na tabela 8 sdo apresentados os oligonucleotideos iniciadores utilizados, o

gradiente de desnaturagdo, a voltagem, a temperatura e o tempo de corrida.
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TABELA 8. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES, GRADIENTE DE
DESNATURACADO, VOLTAGEM, TEMPERATURA E TEMPO DE
CORRIDA PARA OS EXONS ANALISADOS POR DGGE

. , . Tempo de
Exons Olngopqcleotxdeos Gradiente cle Voltagem Corrida Temperatura
Iniciadores Desnaturagio
(horas)
3 3i-5 10 a 60% 160V 3 50°C
3i-3
5 I5D1 10 2 60% 150v 3 45°C
I5R1
8 I8D1 10 a 60% 150v 3 45°C
I8R1
9 9i-§ 10 a50% 150V 5 55°C
9i-3
11 111D1 10 a60% 150V 3 50°C
I11R1
12 12i-5 10 a60% 160V 3 50°C
12i-3
14a I14aD1 10 a 60% 160V 5 55°C
14ai-3
14b 114bD1 10 a 60% 150V 3 50°C
114bR1
15 15i-5 10 a60% 160V 5 55°C
15i-3
17b 17bi-5 10 a 60% 150V 3 50°C
17bi-3
18 18i-5 10 a60% 150v 3 45°C
18i-3
20 20i-5 10 a60% 160V 5 55°C
20i-3
21 21i-5 10 a 50% 150v 5 55°C
21i-3
23 123D1 10 a 60% 160V 3 50°C
123R1

FONTE: CHILLON, 1994

2.7 Sequenciamento de Produtos de PCR

Nos casos em que se obteve um padrio anémalo de bandas quando da

utilizacdo da técnica de SSCA ou DGGE e, através da comparagdo com amostras
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controles que apresentavam alteragdes conhecidas, ndo se conseguiu identificar qual
alteragdo estava presente na amostra partiu-se para o sequenciamento automatico.

Sequenciamento é o processo que nos permite conhecer a ordem ou seqiiéncia
de nucleotideos de um fragmento de DNA. E fundamental para que se possa conhecer
quais nucleotideos sdo diferentes em um determinado fragmento, em relagdo a
seqiiéncia normal. E necessario uma quantidade importante de copias do DNA que
queremos sequenciar. Isto se pode conseguir mediante amplifica¢do via PCR.

Para o sequenciamento o fragmento a analisar foi amplificado através da PCR
dentro das condigOes previamente descritas. Foi utilizado o seqiienciador automatico
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
deteccdo foram utilizados didesoxinucleotideos marcados com fluorescéncias distintas,
que posteriormente sao recolhidas e analisadas pelo laser.

O procedimento utilizado foi o seguinte:

— Amplificou-se por PCR o fragmento a sequenciar;

— Para eliminar os nucleotideos e oligonucleotideos em excesso, o produto de
PCR foi purificado. Para isto foi utilizado o sistema de purificagdao em coluna
Qiaquick-spin (Quiagen, #28106);

— Pegou-se 1ug de produto;

— Usou-se o Kit Tag 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 65°C. Substituiu-se trés vezes o sobrenadante por TE 10/1 agitando-se a 65°C.
Autoclavou-se e o produto foi liofilizado em camara de vacuo;

— O produto foi ressuspenso em 5 ul de tampao (propor¢do de 1:5 de EDTA
50mM pH 8,0 e Formamida desionizada). Agitou-se. Desnaturou-se (2 minutos
a 95°C). 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 sio 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 colora¢do do gel de agarose com brometo de etideo, o qual se
intercala entre as timinas e provoca fluorescéncia quando o DNA ¢ 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 observa¢do 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
migra¢do dos fragmentos € em func¢io da concentragdo da agarose);
— Disolveu-se a agarose em TBE 1X (TrisHCI 90mM; Acido Bérico 72mM;
EDTA 2,4mM. Ajustar o pH em 8,3 com Acido Acético);
— Aqueceu-se a mistura em um microondas por aproximadamente 1 minuto
(até que fosse observada uma mistura absolutamente homogénea);
— Verteu-se a agarose sobre um molde, colocando-se um pente para que
fossem feitos os pocinhos nos quais posteriormente foi aplicado o DNA;
— Ap6s solidificada, colocou-se em uma cuba de eletroforese e adicionou-se
TBE 1X 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 agua] na proporgdo de 1:6 as 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 posi¢ao 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
sdo utilizados para separar os fragmentos de DNA de acordo com seu tamanho,
fazendo com que eles passem através de um campo elétrico. Os g€is de acrilamida s@o
utilizados, frente aos géis de agarose, para observar fragmentos menores de DNA ou
para separar fragmentos com poucas bases de diferenga de tamanho. A visualizagio do
DNA ¢ mediante a coloragdo com brometo de etidio, coloracdo com prata (vide item
2.4.1), ou por fluorescéncia (no sequenciamento automatico). A eletroforese em
acrilamida foi utilizada para sequenciémento automatico, SSCA, DGGE, visualizagado

de marcadores internos do gene e visualizagdo de bandas de DNA.
2.9.1 Protocolo geral:

Existem diferengas significativas no protocolo, tanto na composi¢do e
concentragdo da acrilamida, como nas condi¢des de eletroforese.

— Lavou-se os vidros com agua e sabdo. Os vidros podem ser grandes
(40x45cm) ou pequenos (20x20cm). Desengordurou-se com alcool absoluto.
Colocaram-se os espacadores € o pente;

— Fez-se a solugdo de acrilamida na porcentagem de uso (geralmente a 6%).
Adicionou-se Persulfato de Aménio (APS - a uma concentragdo final de
0,05%) e TEMED (a uma concentragio final de 0,05%). Misturou-se;

— Pegou-se a solugdo 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 tampédo TBE 1X e deixou-
se pré-equilibrar por 30min nas condigdes posteriores de eletroforese;
Adicionou-se corante as amostras e aplicaram-se as amostras no gel;

O processamento posterior do gel dependeu da técnica de visualizagdo

utilizada (brometo de etidio, coloragdo com prata ou fluorescéncia).

2.9.2 Géis de Sequenciamento Automaitico

A porcentagem de acrilamida utilizada foi de 6%. Fez-se previamente uma

solugdo estoque de 40%. As condi¢Ges de eletroforese estdo descritas no item 2.7 —

Sequenciamento de Produtos de PCR.

Solugdo estoque de 40% (19:1): 380g de acrilamida; 20g de bisacrilamida.
Completar até 1 litro com ddH,0. Dissolver por agitagdo a 50°C. Para
eliminar restos de nucleotideos com fluorescéncia, que interfeririam no
laser, desionizar por agitagdo suave com 10g de Amberlite (Sigma, #MB-
1A) no escuro. Filtrar no vacuo. Armazenar no escuro a 4°C.

TBE 10X: TrisHCI 900 mM; Acido Bérico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar
o pH a 8,3 com Acido Acético.

Solugdo 6%: 30ml de solugdo estoque de 40%; 100g de Urea; 45ml de
ddH,0. Dissolver 30min a 65°C. Desionizar por agitacdo suave com 1,5g de
Amberlite no escuro. Filtrar no vacuo. Adicionar 20ml de TBE 10X

Completar para 200ml com ddH,0. Armazenar a 4°C no escuro.

2.9.3 Géis para SSCA

A porcentagem de acrilamida utilizada foi de 6% ou de 12%. Foi feita,

previamente, uma solu¢do estoque de acrilamida a 40%, com relagdo a relagdo

acrilamida:bisacrilamida 39:1. As condi¢Oes de eletroforese estdo descritas no item

2.5.
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— Solugdo estoque de 40% (39:1): 390g de acrilamida; 10g de bisacrilamida.
Completar até 1 litro com ddH,O. Dissolver por agita¢do a 50°C. Armazenar
no escuro a 4°C.

— TBE 10X: TrisHC1 900 mM; Acido Bérico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar
opH a 8,3 com Acido Acético.

— Solugdo 6%: 15ml de solugdo estoque a 40% (30ml se a porcentagem usada
for de 12%); 10ml de TBE 10X. Completar at¢ 100ml com ddH,O.
Adicionar glicerol se necessario. Misturar.

A visualizagdo dos géis de SSCA foi feita através da utilizagdo de coloragdo

por prata (vide item 2.4.1).
2.9.4 Géis para DGGE

Os géis para DGGE sdo feitos em aparato especifico, conhecidos como
gradient maker, visto que ha a necessidade de que seja formado um gradiente na
concentragdo de acrilamida e de agente desnaturante no gel. Neste trabalho foi
utilizado o BioRad Model 475 Gradient Delivery Sytem.

A concentragdo de acrilamida utilizada foi de 6,5% e a faixa de condicdo
desnaturante foi de 10 a 60% para a maioria dos éxons analisados (tab. 8). Uma
solucdo 100% desnaturante foi definida como aquela que continha 40% (v/v) de
formamida mais 7,0 M de‘Uréia em uma solugdo de 6,5% de acrilamida/bisacrilamida
(36,5:1).

Os géis foram criados seguindo-se o protocolo sugerido pela BioRad, com
excegdo 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 proprios do fabricante (formados por
vidros de 16 x 18cm e espagadores de 1,5mm). 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 condi¢des de eletroforese estdo descritas no
item 2.6

— Solugéo estoque de 40% (36,5:1): 365¢g de acrilamida; 10g de bisacrilamida.
Completar até 1 litro com ddH,0. Dissolver por agitagdo a 50°C. Armazenar
no escuro a 4°C.

— TAE 50X: 242,0g de TrisBase; 57,1ml de Acido Acético Glacial; 100ml
EDTA 0,5M pH 8,0.

— Solugio 0% desnaturante: 16,25ml de acrilamida 40%; 2,0ml de TAE 50X.
Completar até 100ml com ddH,O.

— Solugdo 100% desnaturante: 16,25ml de acrilamida 40%; 2,0ml de TAE
50X; 40,0ml de formamida; 42,0g de Uréia. Completar at¢é 100ml com
ddH,O0.

A concentragdo de acrilamida nas solu¢Ges desnaturantes ja estava na
concentragdo de uso: 6,5%. Depois de realizada a corrida o gel foi corado com uma
solucdo de 0,01% de brometo de etidio na concentragido de 10 mg/ml e visualizado em

camara escura com a utilizagdo de trasniluminador.

2.9.5 Géis para coloracido com Brometo de Etidio

A porcentagem de acrilamida utilizada varia de 6% a 15%. Faz-se previamente
uma solugdo estoque a 40%. Este tipo de gel € utilizado para observar fragmentos
pequenos de DNA ou separar fragmentos com poucas bases de diferenca de tamanho
(tipo microssatélites), para visualizar resultados de PCR ou digestdes enzimaéticas.
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 agua] na

proporgao 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 € colocou-se o gel em uma solugdo aquosa de brometo
de etidio (3ug/ml) durante 10min. Visualizou-se com o auxilio do
transiluminador, com raios ultravioletas.

— Solugdo estoque de 40% (19:1): 380g de acrilamida; 20g de bisacrilamida.
Completar até 1 litro com ddH,0. Dissolver por agitagdo a 50°C. Armazenar
no escuro a 4°C.

— TBE 10X: TrisHC1 900 mM; Acido Bérico 720mM; EDTA 24mM. Ajustar
o pH a 8,3 com Acido Acético.

— Solugdo 6%: 15ml de solugdo estoque a 40%; 10ml de TBE 10X. Completar
até 100ml com ddH,O. Misturar.

2.10 Estratégias da Analise Molecular

As amostras coletadas, juntamente com os dados clinicos, étnicos e
epidemiolégicos dos pacientes, foram processadas e analisadas no Laboratério de
Fibrose Cistica do Departamento de Genética do Institut de Recerca Oncologica (IRO)
do Hospital Duran i Reynals, Barcelona, Catalunha, Espanha de fevereiro a outubro de
1996. Apos esta data, as andlises foram concluidas no Laboratério de Polimorfismos e
Ligacdo Humana do Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana e
no Centro de Aconselhamento e Laboratério de Genética — Genetika.

A identificacdo dos marcadores, dos polimorfismos e das mutacGes presentes
na amostra, OcoIreu em varias etapas:

1. Analise dos microssatélites [IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA em todas
as amostras de afetados e nos respectivos pais, para que se pudesse

levantar os haplétipos dos marcadores em questio;
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2. Anilise da mutagdo 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
individuos afetados e que ainda ndo apresentavam as duas mutagdes
identificadas;

4. Anadlise das alteragGes encontradas;

5. Identifica¢do da mutagdo — sequenciamento e digestio;

6. Analise das mutagdes 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; € 23 nos
individuos afetados e que ainda ndo apresentavam as duas mutagdes
identificadas;

8. Identifica¢do da mutagdo — sequenciamento ou digestdo

9. Andlise das mutagOes encontradas nos genitores para que se pudesse
saber a origem;

10. Analise do marcador IVSt6-9(n) e a sua segregacao

11. Analise do marcador IVS6aGATT e a sua segregacio

12. Analise’ da segregagdo do marcador T854/4va II [(a identificacio de
individuos com este polimorfismo foi realizada durante 0 DGGE do éxon
14a, onde ele é facilmente identificado. Para a sua confirmagdo foi

seguido o procedimento padrdo para este marcador (vide item 2.4)]

Sempre que um individuo tinha as suas duas mutagdes identificadas a analise
genotipica era dada como concluida e passava-se para a analise dos outros marcadores

intra-génicos.
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2.11 Anélises Estatisticas

2.11.1 Freqiiéncia das mutacgoes, polimorfismos e

marcadores

As freqiiéncias alélicas das variantes do gene CFTR, bem como dos
marcadores IVS8CA, IVS17BTA, IVS17BCA, IVS6aGATT, T854/4Ava II, e IVS8-

T(n) foram obtidos através da formula:

_n
TN
onde X = freqiiéncia relativa do alelo em questao.
n = freqiiéncia absoluta do alelo em questao.
N = numero total de individuos.

2.11.2 Analise das freqiiéncias haplétipicas

As freqiiéncias haplotipicas foram calculadas por simples contagem génica. O
poder de associacdo alélica foi descrito pelo coeficiente de desequilibrio padronizado
(KRAWCZAK e cols., 1988) e calculado como k(1-k) (q-p) / [k(1-k)] [(1-k)p +kq] [1-
(1-k)p-kql's, aonde p e q denotam as freqiiéncias do marcador ou haplétipo em
cromossomos com alelos selvagens (p) e alelos mutados (q) respectivamente, € k foi a
freqiiéncia de mutagdes da fibrose cistica na popula¢do estudada. Para analises
envolvendo apenas dois fatores, foram utilizados Teste do qui-quadrado ou Teste de

Fischer.
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2.11.3 Desequilibrio de Ligacéo

Os coeficientes de desequilibrio de ligagdo (A) para pares de loci foram

calculados como detalthado por MATTIUZ e cols. (1970), através da féormula:

A =\/7£_\/(b+d) y (c+d)
n n n

onde: n = numero total de individuos genotipados para ambos os /oci.

a,b,c,d = nimero de individuos com combina¢Ges genotipicas particulares

de dois alelos S; e S;: %k, % R, R %he R R respectivamente.
O desequilibrio de ligagdo relativo (AR) é definido como a proporgdo do
desequilibrio com relagio a um valor maximo de desequilibrio e é expresso pela

féormula:

A
|Amé xl

onde Ap;x € expresso para um haplétipo AiB; de 2 Jloci como (IMANISHI e cols.,
1992):
Amsx = freqiiéncia do alelo menos comum (a; ou b; ) menos o produto deles
quando A for maior ou igual a 0.
Apix = maior valor entre 0 ou (a; + b; - 1) menos o produto dos alelos a; e b;
quando A for menor que 0.
Sendo que AR sempre assumira valores entre -1 € +1.
A significancia do desvio foi determinada pelo método de qui-quadrado.

Para obtengdo dos valores de desequilibrio de ligago, 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 Paranid e Santa Catarina) € em pacientes afro-
brasileiros provenientes do Estado de Minas Gerais, a freqii€éncia génica das mutagdes

no gene CFTR;

2. Determinar a freqiiéncia dos haplétipos formados pelos seis marcadores
intra-génicos em CFTR em cromossomos mutados para os grupos continentais euro-

brasileiro e afro-brasileiro;

3. Determinar a freqiiéncia dos haplétipos formados pelos microssatélites
IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA em CFTR em cromossomos normais ¢ mutados

para os grupos continentais euro-brasileiro e afro-brasileiro;
4.  Tentar identificar novas mutag¢Ges € novos polimorfismos no gene CFTR;

5. Estabelecer um painel de freqii€éncias de mutag¢des € haplétipos do gene
da fibrose cistica na populagio brasileira para os grupos continentais euro-brasileiro e

afro-brasileiro;

6. Analisar se existe correlagido entre os haplotipos dos marcadores internos

do gene com as mutagGes nas amostras analisadas;

7. Tentar identificar possiveis mutagGes nos microssatélites com a

conseqiiente geragdo-de alelos novos nas amostras analisadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Marcadores Intra-Génicos de CFTR

4.1.1 Freqiiéncia alélica dos marcadores IVS6aGATT,
IVS8CA, 1IVS8-T(n), T854/4va 1I, IVS17bTA, e
IVS17bCA

Na tabela 9 é apresentada a freqiiéncia alélica dos marcadores IVS6aGATT,
IVS8CA, IVSS-T(ﬁ), T854/Ava II, IVS17bTA, e IVS17bCA classificados por grupo
continental, em cromossomos normais e em cromossomos mutados.

O tetranucleotideo IVS6aGATT tem, como descrito anteriormente (CHEHAB
e cols., 1991; GASPARINI e cols., 1991),somente dois alelos comuns com seis e sete
repeti¢des, sendo que a freqiiéncia média destes dois alelos em cromossomos normais
de populagbes de origem européia é de 28,47% e 71,53% para o alelo 6 ¢ 7
respectivamente (MORRAL e cols., 1996; MATEU e cols., 2001). Este marcador nao
foi tipado em cromossomos normais, apenas nos cromossomos mutados € as suas
freqiiéncias 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 s6 foram analisados 4
Cromossomos.

O microssatélite [IVS8CA teve uma distribui¢ao nao uniforme de seus alelos,
sendo que os alelos 16 e 17 corresponderam a 76,09% da freqii€ncia global deste

marcador. Os alelos encontrados variaram de 14 a 26 repetigdes. O alelo mais
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TABELA 9. FREQUENCIA ALELICA DOS MARCADORES IVS6aGATT,
IVS8CA, IVS8-T(n), T854/4AVA 11, IVS17bTA, E IVS17bCA

continua

Euro-brasileiros Afro-brasileiros
Marcador Alelo mutados’ normais’ mutados’ normais’
N | % n | % n | % n | %
IVS6aGATT 6 35 3888 NT 4 100,00 NT
1 55 6111 NI 0 0 NT
IVS8CA 14 0O 000 5 472 0 0,00 0 0,00
15 0O 000 3 2,83 0 0,00 0 0,00
16 37 33,04 62 58,49 25 59,52 23 69,70
17 41 36,61 20 18,87 7 16,67 5 15,15
18 3 2,68 2 1,80 0 0,00 0 0,00
19 0O 000 O 0,00 1 2,38 0 0,00
21 1 0,89 3 2,83 0 0,00 1 3,03
22 0O 000 O 0,00 1 2,38 0 0,00
23 28 2500 9 8,49 7 16,67 4 12,12
24 0 0,00 2 1,89 0 0,00 0 0,00
25 1 0,89 0 0,00 1 2,38 0 0,00
26 1 089 0 0,00 O 0,00 0 0,00
IVS8-T(n) 5 0 000: 3 390 0 0,00 0 0,00
7 30 MYy 63 Wikl 6§ BUUb: 4 U000
9 6l 6703 11 1429 4 . 4000 0 0,00
T854/Ava Il 1 70 81,40 NT 12 48,00 NT
2 16 18,60 NT 13 52,00 NT
IVS17bTA i 8 a0 o i 210
8 g gul 1 097 0 0,00 0 0,00
19 0 000 1 097 O 0,00 1 3,03
21 1 089 0 000 O 0,00 0 0,00
22 g 000 2 1,94 1 2,50 0 0,00
24 4 189 1 0,97 1 2,50 1 3,03
25 1 g8y 4 ¢ 0] 0 0,00 1 3,03
27 0 000 O 000 0O 0,00 2 6,06
28 0 000 O 000 4 10,00 1 3,03
29 3 268 3 201 0 0,00 2 6,06
30 7 625y 13 1)1H) 3 7.50 4 12,12
3] 50 4464 20 1942 13 3250 4 1212
32 14 1250 9 8,74 1 2,50 4 12,12
33 8 714 2 1,94 5 12,50 1 3,03
34 5 446 D) 1,94 1 2,50 2 6,06
35 2 179 3. 90} 1 250 0 0,00
36 1 089 3  20] 0 0,00 1 3,03
38 1 089 0 0,00 O 0,00 0 0,00
41 1 0,89 1 097 0 0,00 0 0,00
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conclusao

Euro-brasileiros Afro-brasileiros

Marcador Alelo mutados’ normais’ mutados’ normais
n | % | n ]| % | n| % n | %

IVS17bTA 42 0 000 0 0,00 1 2,50 1 3,03
43 o any 1 097 0O 0,00 0 0,00

44 2 o 2,91 0 0,00 0 0,00

45 1 0,89 1 0,97 1 2.50 0 0,00

46 1 Ds9. 7 630 0 0,00 0 0,00

47 1 gk 2 1,94 0O 0,00 0 0,00

48 1 gy 0 G 1 0,00 0 0,00

49 g oo 0BG 0 0,00 1 3,03

55 0 000 2 1,94 0 0,00 0 0,00

IVS17bCA 11 2 1,79 5 4,72 0 0,00 0 0,00
13 95 84,82 72 67,92 27 64,29 18 56,25

14 5 446 3 2,83 2 4,76 1 3,13

16 1 0,89 0 0,00 2 4,76 4 12,50

17 8 7,14 24 2264 9 21,43 7 21,88

18 0O 0,00 0 0,00 2 4,76 2 6,25

19 1 0,89 0 0,00 0 0,00 0 0,00

20 0 0,00 1 0,94 0 0,00 0 0,00

22 0 0,00 1 0,94 0 0,00 0 0,00

FONTE: o autor

1 : .
NOTAS: - mutados e normais referem-se aos cromossomos mutados e normais.
- NT —nao-testado
- n—namero de cromossomos encontrados para cada marcador

freqiiente em todos os grupos foi o de 16 repeti¢des, com excecao do sub-grupo euro-
brasileiro de SC, que teve no alelo 17 o seu alelo mais freqiiente (56,52%).

O marcador IVS8-T(n) apresentou, na analise dos cromossomos mutados,
apenas dois dos trés alelos ja descritos, sendo que o mais freqiiente 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 trés alelos descritos previamene. Tanto
no grupo euro-brasileiro como no afro-brasileiro o mais freqiiente foi o alelo 7, sendo
que no grupo euro-brasileiro ele apresentou uma freqiiéncia de 81,82% e no grupo
afro-brasileiro a freqiiéncia encontrada foi de 100%, porém neste ultimo foram
analisados somente 4 cromossomos.

O microssatélite IVS17bTA € extremamente polimodrfico. Os alelos

encontrados variaram de 7 a 45 nos cromossomos mutados € de 7 a 55 nos
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cromossomos normais. Este marcador apresenta uma distribuigdo multimodal e esta
normalmente distribuido em quatro grupos descontinuos (MATEU e cols., 2001). Nas
amostras analisadas os grupos ficaram assim distribuidos: alelo 7 (¢ 8 em um
cromossomo), alelos 19-25, 27-38 e 41-55. Na média, o grupo 27-38 foi o mais
freqiiente (freqiiéncia média global = 77,86%, entre os cromossomos mutados, €
56,84% entre os cromossomos normais), e, dentro deste grupo, o alelo 31 foi o mais
freqiiente entre os cromossomos analisados. O alelo 37 nd3o estava presente em
nenhum dos grupos analisados. O alelo 7 foi encontrado em todos os grupos € — com
excec¢do do alelo 8 encontrado em um cromossomo — o proximo alelo em tamanho foi
o alelo 19. O alelo 7 foi encontrado com menor freqiiéncia no grupo de cromossomos
mutados euro-brasileiros (PR=7,6% e SC=6,5%). Nos demais grupos a freqii€ncia
deste alelo foi superior a 20,00%. No grupo de alelos 19-25, o alelo 24 foi o mais
freqilente entre os cromossomos mutados € o alelo 25 o mais freqiiente entre os
cromossomos normais, sendo que a freqii€éncia média deste grupo foi de 5,14% e
7,34% para o grupo mutado e normal respectivamente. Os alelos 20 € 23 n3o estavam
presentes em nenhum dos grupos analisados. O ultimo grupo de alelos (41-55)
apresentou uma freqiiéncia média de 5,64% entre os cromossomos mutados e de
13,09% entre os cromossomos normais. Neste ultimo grupo de alelos a maioria ¢ rara
ou ausente, com excegdo dos alelos 44, 45 ¢ 46 (MATEU e cols., 2001).

O microssatélite IVS17bCA teve nove alelos encontrados, variando de 11 a 22
repeticdes. O alelo mais freqiiente em todos os grupos analisados foi o de 13
repetigdes, que apresentou freqiiéncias de 79,22% entre os cromossomos mutados € de
65,22% entre 0s Cromossomos normais.

A analise do marcador dialélico T854/Ava II mostrou que este é polimoérfico
em todos os grupos de cromossomos mutados analisados. Novamente este marcador
ndo foi analisado no grupo de cromossomos normais. O alelo 1 (auséncia do sitio de
restricdo para a enzima Ava II) foi encontrado com freqiiéncias de 48,00% (afro-
brasileiros), 79,25% (euro-brasileiros — PR), € 84,85% (euro-brasileiros — SC).

Devido a problemas técnicos nio foi possivel identificar o alelo presente em

2,53% dos cromossomos mutados € em 3,47% dos cromossomos normais para o
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microssatélite IVS8CA; em 4,40% dos cromossomos mutados € em 7,48% dos
cromossomos normais para o microssatélite IVS17bTA; em 2,53% dos cromossomos

mutados e em 4,17% dos cromossomos normais para o microssatélite [VS17bCA.

4.1.2 Comparacao Estatistica das Freqiiéncias Alélicas

A tabela 10 apresenta a comparagado estatistica das freqiiéncias alélicas entre
cromossomos de individuos afetados de diferentes grupos continentais para trés
microssatélites internos do gene CFTR: IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA.

TABELA 10. COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVSSCA,
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS MUTADOS DE
DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS

continua

Cromossomos mutados g oo
MiiEaRos Alsle Euro-brasileiros  Afro-brasileiros Ao, i
IVS8CA 16 37 25
17 41 7
18 3 0
5 : ; X178 p<005
22 0 1
23 28 7
23 1 |
26 1 0
IVS17bTA 7 8 8
21 1 0
22 0 1
24 4 1
25 1 0
28 0 4
29 3 0
30 7 3
1 ;=
TR D e
33 8 5
34 5 1
35 2 1



80

conclusio

romossomos m 2 N
Marcador Alelo Cromossomos mutados /2(“) Significancia

Euro-brasileiros  Afro-brasileiros
IVS17bTA 36

38
41
42
44
45
46
47
48
IVS17bCA 11
13
14
16
17
18
19

/2(26) =16,08 p<0,02

)—ﬂcwb—im&l\)b—ii—lh—lb—l[\)ov—li—‘i—l
onvomnvnwnNoooco~or~ooo

FONTE: o autor
NOTAS: - G.L. — Graus de Liberdade
- ns — ndo significativo

Pela andlise dos trés microssatélites observou-se que apenas o IVS17bTA ndo
apresentou diferenga significativa na comparagao entre os afetados euro-brasileiros e
afro-brasileiros.

Na tabela 11 pode ser observada a comparagdo das freqiiéncias alélicas dos
marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA entre cromossomos normais para os
grupos euro-brasileiro e afro-brasileiro. Nesta comparagdo apenas o marcador
IVS17bCA apresentou diferenga significativa (p < 0,01). Para os outros dois
microssatélites a diferenga encontrada nao foi estatisticamente significante.

Como tanto a analise em cromossomos mutados quanto em Ccromossomos
normais para o marcador IVS17bTA ndo apresentou diferenca significativa, as
amostras de cromossomos normais € cromossomos mutados foram unidas e fez-se a

analise entre eles (tab. 12). Esta analise se apresentou significativa com p < 0,01.
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TABELA 11. COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVSSCA,
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS DE
DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS

avegd Alel Cromossomos normais 2
arcador €0 Euro-brasileiros  Afro-brasileiros Ay

Significancia

IVS8CA 14 5
15 3
16 62
17 20
18

21
23
24
IVS17bTA 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
SibEA
13
14
16
17
18
20
.

/2(37)=4,80 ns

/2%2“ =27,74 ns

2

/2{7) =22,52 p<0,01

—mmoRowdurvornwar—~rwror~rwwonnoe BTwoow—N—~—~NNowN
CONN A~ ROO~O0O000CO—~RO—~ON~R AAN—~NN~—~O~OoNOohA—o oo

FONTE: o autor
NOTAS: - G.L. — Graus de Liberdade
- ns — ndo significativo



82

TABELA 12. COMPARAGAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVS17bTA
ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E MUTADOS

2 . . A .
Marcador  Alelo mutado normal y A Significancia

(73]
o

IVSI7bTA 7 16
8 0
19 0
21 1
22 1
24 5
25 1
27 0
28 4
29 3
30 10
31 63
32 15
33 13
34
35
36
38
41
42
43
44
45
46
47
48
49
55

A, =5452  p<0,01

Mv—-om\lr—ur—-—-—-o-nu-nu:;ﬁ:,‘u.—-m-nmmow—-

QO = = NNOMPMEM==WR

FONTE: o autor
NOTA: - G.L. — Graus de Liberdade

Na tabela 13 esta apresentada a comparagao estatistica das freqiiéncias alélicas
entre cromossomos mutados € normais entre euro-brasileiros para os microssatélites
internos IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA.

Esta analise mostrou diferenca significativa para os trés marcadores (p<0,001 -
IVS8CA; p<0,01 - IVS17bTA; e p<0,02 IVS17bCA).
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TABELA 13. COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVSSCA,
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E
MUTADOS EM EURO-BRASILEIROS

Euro-brasileiros

Marcador Alelo Mutado e—

2 e e A
/2/ Significancia
(G.L.)

IVS8CA 14 0
15 0

16

17

18

21

23
24
25
26
IVS17bTA 7
8
19
21
22
24
25
29
30
31
32
33
34
35
36
38
41
43
44
45
46
47
48
85
IVS17bCA 11
13
14
16
17
19
20
2

W
~)

,2(39 =3636  p<0001

/gfm =46,63  p<0,0l

2

/L’ =16,80 p=<0,02
7)

SCoRr®~rUMERNO~~,—~—~NO—~~—~NUL TLaw—~hro—~cox—~—~,oR~ wh
~—~oRowdumovmar~rwrrowwnoBTww—Ro—~—~BNoovow DERwn

FONTE: o autor
NOTA: - G.L. — Graus de Liberdade
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A tabela 14 apresenta os resultados obtidos da comparagdo estatistica entre

cromossomos normais € mutados no grupo afro-brasileiro para os microssatélites
IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA.

TABELA 14. COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVS8CA,
IVS17bTA E IVS17bCA ENTRE CROMOSSOMOS NORMAIS E
MUTADOS EM AFRO-BRASILEIROS

Afro-brasileiros 2 ) e
Marcador  Alelo Mutado Np— A Significancia

IVS8CA 16 23 23
17 5
19

21

2

23

25

IVS17bTA 7
19

22

24

25

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

42

45

49

IVS176CA 13
14

10

17

18

X, =422 ns

2
/%7)=22,11 ns

2

/% = 1 ns

Mo No~—~o~r U WOoOROO R~ O XM U= O =
RMI AR~ I~ O~ —~ON—~RARRRANRPN—R, RO~ NO RO —~O

FONTE: o autor
NOTAS: - G.L. — Graus de Liberdade
- ns — ndo significativo
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A andlise destes trés marcadores dentro de um mesmo grupo continental ndo
se mostrou significativa para nenhum deles.

Analisando-se as freqiiéncias dos alelos do marcador IVS8-T(n) entre
individuos euro-brasileiros pode-se observar que o alelo 5 esta presente apenas nos
cromossomos normais, € que o alelo 9 é o mais freqiiente entre os cromossomos

mutados. Fazendo-se uma analise estatistica para este marcador dentro do grupo euro-

brasileiro (confrontando-se mutados e normais) observa-se um /2{21) =30,62, sendo que
o valor de p fica inferior a 0,001 (tab.15).

TABELA 15. COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE IVS8-T(n),
ENTRE CROMOSSOMOS MUTADOS E NORMAIS NO GRUPO
EURO-BRASILEIRO

Euro-brasileiros s -
Marcador Alelo Miatados Normais ZG'L) Significancia
5 0 3 5
IVS8-T(n) 7 30 63 Ao™ 30,62 p<0,001
9 61 11

FONTE: o autor
NOTA: - G.L. — Graus de Liberdade

A tabela 16 apresenta a comparagao estatistica das freqii€ncias alélicas entre
cromossomos de individuos afetados de diferentes grupos continentais para trés
microssatélites internos do gene CFTR: IVS6aGATT, IVS8-T(n), T854/Ava I1.

TABELA 16 COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE
IVS6aGATT, IVS8-T(n), T854/Ava 1II ENTRE CROMOSSOMOS
MUTADOS DE DIFERENTES GRUPOS CONTINENTAIS

Cromossomos mutados 2 il
Marcad Alel Signifi
" . Euro-brasileiros Afro-brasileiros ’ZG-“ i
IVS6aGATT 6 35 5 ' 2
=726 <0,
7 55 0 Ao s
IVS8-T(n) 7 30 6 2 _
9 61 4 Ao =287 =
T854/Ava 11 1 70 . 12 2
| 1119 :
2 16 13 A - 0.001

FONTE: o autor
NOTAS: - G.L. — Graus de Liberdade
- ns — ndo significativo



86

Observando-se a comparagio entre os afetados dos dois grupos foi encontrada
diferenca estatisticamente significante entre os marcadores IVS6aGATT (p < 0,01) e
T854/Ava 11 (p < 0,001).

4.2 Haplétipos de CFTR

No apéndice 4 podem ser observado os haplétipos formados pelos marcadores
IVS6aGATT, IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava II, IVS17bTA, e IVS17bCA entre os
cromossomos mutados encontrados em cada grupo continental, bem como suas
respectivas freqiiéncias. Nos apéndices 5 € 6 podem ser observados os haplétipos
formados apenas pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA, assim como
suas freqiiéncias, sendo separados por grupo continental € em cromossomos mutados
(apéndice 5) e cromossomos normais (apéndice 6).

O grupo euro-brasileiro teve identificado, no total, 37 haplétipos distintos
formados pelos seis marcadores internos do gene CFTR, presentes em 63
cromossomos. O haplétipo mais freqiiente foi o 6-23-9-1-31-13 (respectivamente:
IVS6aGATT, IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava 1I, IVS1TbTA, e IVS17bCA), estando
presente em 25,40% (16/63) dos cromossomos. O segundo mais freqiiente 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 haplétipo
completo (tipados para os seis marcadores internos do gene CFTR) concluido. Nestes
quatro cromossomos estavam presentes apenas dois haplotipos, o 6-23-9-1-31-13
presente em 3 cromossomos € 0 6-25-9-1-31-13 presente em um.

Na analise do haplétipo formado por apenas trés dos marcadores internos do
gene CFTR (IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA), foram identificados entre os
cromossomos mutados do grupo continental euro-brasileiro 39 haplétipos distintos,

sendo que, destes, dois tiveram o alelo IVS17bTA nio definido ou ndo
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identificado® Entre os outros 37 haplétipos, o mais freqiiente foi o 17-31-13 (IVS8CA,
IVS17bTA E IVSI17bCA, respectivamente), presente em 21,43% (24/112) dos
cromossomos. O segundo mais freqiiente foi o 23-31-13, presente em 16,07% (18/112)
dos cromossomos. De todos os haplétipos encontrados, apenas mais um tinha
freqiiéncia superior a 5%, que foi o haplétipo 17-32-13, com uma freqiiéncia de 6,25%
(7/112).

Entre os cromossomos mutados afro-brasileiros estavam presentes 27
haplétipos distintos. Destes, apenas 20 haplétipos foram perfeitamente identificados,
os outros sete (21,70%) apresentaram algum tipo de problema na tipagem (vide
apéndice 5). Ndo foram tipados dois individuos (8,70% dos haplétipos), sendo que os
hapl6tipos presentes em seus cromossomos nido foram analisados. Neste grupo, o
hapl6tipo mais freqiente foi o 23-31-13 (IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA,
respectivamente), com uma freqiiéncia de 10,87% (5/46). O segundo mais freqiiente
foi o haplétipo 17-7-17, com uma fregiiéncia de 8,70% (4/46).

A analise dos haplétipos presentes nos cromossomos normais para oOS
marcadores IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA do grupo euro-brasileiro permitiu a
identificacdo de 49 haplétipos distintos, sendo que destes apenas dois apresentaram a
tipagem para o marcador IVS17bTA ndo definida. Entre os 106 cromossomos
analisados, o hapldtipo mais freqiiente foi o 16-7-17 (12,26%) sendo seguido de perto
pelos haplétipos 16-30-13 (11,32%) e 16-31-13 (10,38%). Entre todos os outros
haplétipos, apenas o hapldtipo 16-32-13 (6,60%) apresentou uma freqiiéncia superior a
5%.

Para os cromossomos normais no grupo afro-brasileiro, dos 24 haplétipos
identificados entre os 32 cromossomos analisados, cinco (15,65%) apresentaram
problemas na tipagem de um dos marcadores (vide apéndice 6). Trés haplétipos (16-7-
17, 16-30-13 e 16-32-13) apresentaram a freqiiéncia de 9,38%, que foi a mais alta,

estando presentes em trés cromossomos cada um deles.

? Para melhor compreensdo da definigio destes dois termos usados neste trabalho vide nota do apéndice 2
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4.3 Mutacoes Identificadas em CFTR

4.3.1 Freqiiéncias alélicas em individuos afetados

Na tabela 17 é apresentada a freqiiéncia das mutagGes identificadas na analise

dos individuos afetados.
4.3.1.1 Fregqiiéncias alélicas em afetados euro-brasileiros

Entre os afetados euro-brasileiros, seis das muta¢Ges detectadas (AF508,
G542X, N1303K, R334W, R1162X e G85E) tinham uma freqiiéncia individual
superior a 3,5%, sendo que foram detectadas em 66,7% dos cromossomos. Além
destas mutagdes outras trés (W1282X, 2183AA:G e R553X) tiveram freqiiéncia
superior a 1%, estando presentes em outros 7,14% dos cromossomos analisados.

Foram detectadas no total 25 muta¢Ges que corresponderam a 87,5% dos
alelos presentes na amostra. A mutacdo mais freqgiiente foi a AF508, com uma
freqiiéncia de 45,54%, e 16 mutagdes (AS61E, Y1092X, 3849+10kb 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) estavam presentes em apenas um
cromossomo, com uma freqiiéncia individual de 0,89% e correspondendo a 14,29% do

total de alelos presentes na amostra.
4.3.1.2 Fregiiéncias alélicas em afetados afro-brasileiros
Entre os afro-brasileiros, seis das mutages detectadas (AF508, 3120+1A:G,

AS61E, G1247R, R1066C, Q552K) apresentaram uma freqiiéncia superior a 3%,

sendo que estas mutagdes foram detectadas em 39,13% dos alelos. A mutagdo AF508
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TABELA 17. FREQUENCIA DAS MUTACOES CFTR DETECTADAS EM

INDIVIDUOS AFETADOS
Euro-brasileiros .
mutagio PR SC Totl Afro-brasileiros 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
G8SE 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
A5S61E 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
RS53X 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+10kb 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 del 18 0 1 1 0,89 0 0,00 1 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 del C 0 0 0 0,00 1 2,17 1 0,633
1148N 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
MutagGes ndo 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
Detecgio (%) 80,30 97,83 87,50 54,35 77,85

FONTE: o autor

apresentou uma freqii€ncia de 15,22%. Sete mutagées (N1303K, Y1092X, PSL, 565

del C, 1148N, V232D, E504X) estavam presentes em apenas um Cromossomo,
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correspondendo a 15,22% dos cromossomos analisados. A taxa de detecgdo no grupo
de afro-brasileiros foi de 54,35%.

4.3.2 Freqiiéncias genotipicas em individuos afetados

Na tabela 18 € apresentada a freqiiéncia dos genétipos identificados na andlise
dos individuos afetados.

Foram encontrados 42 gendtipos diferentes entre os 595 gendtipos
teoricamente possiveis (levando-se em conta as 34 mutagdes encontradas).

Entre os individuos euro-brasileiros, o genétipo mais freqiiente foi o
AF508/AF508, estando presente em 13 dos 56 gendtipos (23,21%). O segundo
gendtipo mais freqiiente foi o AF508/G542X, presente em 4 dos 56 genoétipos (7,14%).
O gendtipo formado por duas mutagdes ndo identificadas também foi encontrado em 4
individuos (7,14%). Nesta amostra foram identificados 30 individuos heterozigotos
compostos por duas muta¢des identificadas e diferentes (53,57%), sendo que destes,
22 (39,29%) eram heterozigotos compostos com AF508 e, ainda, 10 genoétipos
(17,86%) apresentavam uma ou ambas as mutagoes nao identificadas (“outra™).

Entre os 31 gendtipos identificados, quatro estavam presentes em homozigose
em 13 afetados (28,57%), sendo que nenhum dos pacientes informou consangiiinidade
entre os seus ascendentes. Quarenta e seis individuos apresentaram as duas mutagdes
identificadas (82,14%), seis individuos tiveram apenas uma mutagdo identificada
(10,71%) e quatro individuos ndo apresentaram nenhuma das mutagdes definidas
(7,14%).

Para os afetados afro-brasileiros, o gendtipo mais freqiiente foi o
“outra”/“outra”, estando presente em 7 dos 23 gendtipos (30,43%). O segundo
gendétipo mais freqiiente foi o AF508/“outra”, presente em 3 individuos (13,04%) e o
terceiro mais freqiiente foi o 3120+1G:A/*outra”, presente em dois individuos (8,7%).

Todos os outros 11 gendtipos estavam presentes em apenas um individuo, incluindo-se
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TABELA 18. FREQUENCIA DOS GENOTIPOS CFTR DETECTADOS EM

INDIVIDUOS AFETADOS
Euro-brasileiros .
Genétipo PR SC Total Afro-brasileiros Total
n n n % n % 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+10kb 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 / AS61E 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 del 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 0,00 1 4,35 1 1,27
AF508 /3120+1G:A 0 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 / G8SE 1 0 1 1,79 0 0,00 1 1,27
G8SE /R1162X 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
AS61E/V232D 0 0 0 0,00 1 435 1 1,27
AS61E / R1066C 0 0 0 0,00 1 4,35 1 1,27
1148N / Y1092X 0 0 0 0,00 1 435 1 1,27
P5L /565del 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 1 435 1 1,27
AF508 / outra 2 1 3 5,36 3 13,04 6 7,59
3120+1G:A / outra . 0 0 0 0,00 2 8,70 2 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 gendtipo AF508/AF508. Entre os 14 gendtipos identificados, trés estavam presentes

em homozigose em 3 pacientes (13,04%), sendo que apenas um deles relatou

consangiiinidade em sua ascendéncia (pais primos em 3° grau).

Entre os 23 afro-brasileiros analisados, 9 (39,13%) apresentara as duas

mutagdes identificadas; 7 (30,43%) apresentaram o genétipo parcialmente definido; e

em 7 (30,43%) nenhuma das duas mutagGes foi identificada.

4.4 Correlagao entre Mutacoes em CFTR e Haplédtipos dos

Marcadores Intra-Génicos de CFTR

4.4.1 Freqiiéncia dos haplétipos formados pelos marcadores

IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA

A tabela 19 mostra a freqiiéncia e a distribuicdo dos marcadores IVSS8CA,

IVS17bTA, e IVS17bCA em cromossomos de afetados dos grupos euro-brasileiro e

afro-brasileiro.

TABELA 19. DISTRIBUICAO DOS HAPLOTIPOS FORMADOS PELOS

MARCADORES [IVS8CA, IVSI7PTA E IVSI7bCA EM
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DOS GRUPOS EURO-
BRASILEIRO E AFRO-BRASILEIRO

continua
o Alelo euro-brasileiros afro-brasileiros Lo

Mutaga0  oee A TVSITOTA IVSI7bCA ) (n) total Frequéncia (%)
AF508 16 7 17 1 0 1 0,83
AF508 16 29 14 1 0 1 0,83
AF508 16 31 13 i 0 1 0,83
AF508 17 31/34 13 1 0 1 0,83
AF508 17 30 i3 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 i5 3 i8 15,00
AF508 23 32 14 1 0 1 0,83
AF508 23 46 13 1 0 1 0,83
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conclusdo
. Alelo euro-brasileiros  afro-brasileiros A o
Mutagd0  USRCA TVSIToTA IVSITBCA @ @) total Freqiéncia (%)
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 5 4,17
G542X 23 34 13 1 0 1 0,83
NI1303K 23 30 13 1 0 1 0,83
N1303K 23 31 13 3 1 4 3,33
G8SE 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 43 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 2 1,67
2183 AAG 16 31 14 1 0 1 0,83
AS61E 16 42 13 0 1 1 0,83
AS61E 16 44 13 1 0 1 0,83
AS61E 16 45 13 0 1 1 0,83
Q552K 16 28 16 0 2 2 1,67
R1066C 16 33 13 0 2 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 0 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
232del 18 21 36 13 1 0 1 0,83
3849+10kb 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 del C 16 31 13 0 1 1 0,83
E504X 16 31 14 0 1 1 0,83
1148N 17 7 17 0 1 1 0,83
PSL 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 - nio definido (ndo foi possivel estabelecer o alelo)

“/” - ndo foi possivel identificar o alelo (indica “ou”)
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4.4.2 Freqiiéncia dos haplotipos formados pelos marcadores
IVS6aGATT, IVS8CA, [1IVS8-T(n), T854/Ava II,
IVS17bTA, e IVS17bCA

O apéndice 7 mostra a distribuicdo dos haplétipos formados pelos seis

marcadores internos do gene CFTR em cromossomos de afetados.

4.4.3 Analise de Desequilibrio de Ligacdo

A tabela 20 apresenta a analise de desequilibrio de ligagdo entre as mutagGes
encontradas no grupo euro-brasileiro e os hapldtipos dos marcadores IVS8CA,
IVS17bTA E IVS17bCA. Valores ndo significativos foram encontrados apenas em
alguns haplétipos associados a mutagao AF508.

TABELA 20. ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE AS MUTACOES
CFTR E OS MARCADORES IVS8CA, IVSI7bTA E IVS17bCA EM
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DO GRUPO EURO-BRASILEIRO

continua

Mutagdo CFTR \ Microssatélites n Fho Fhe Apgy A AR

AF508 \ 16-7-17 0,0099 0,0200 -0,0200 -0,0101 -0,5050
AF508 \ 16-29-14 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000
AF508 \ 16-31-13 0,0099 0,0150 -0,0150 -0,0051 -0,3400
AF508 \ 17-31/34-13 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000
AF508 \ 17-30-13 0,0099 0,0100 -0,0100 -0,0001 -0,0100
AF5081\17-31-13 0,1980 0,1200 0,1176 0,0780 0,6630 <Ix 10
AF508 \ 17-32-13 0,0693 0,0350 0,0343 0,0343 1,0000 <1x10*
AF508 \ 23-31-13 0,1485 0,0900 0,0882 0,0585 0,6630 <2x10°
AF508 \ 23-32-14 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508 \ 23-46-13 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508 \ 25-30-13 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
AF508 \ 26-31-13 0,0099 0,0050 0,0049 0,0049 1,0000 Ns
G542X\ 23-32-13 0,0099 0,0007 0,0092 0,0092 1,0000 <1x10°
G542X\ 23-33-13 0,0495 0,0034 0,0461 0,0461 1,0000 <1x 10°
G542X \ 23-34-13 0,0099 0,0007 0,0092 0,0092 1,0000 <1x10°
NI1303K \ 23-30-13 0,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1x10°
N1303K \ 23-31-13 0,0297 0,0071 0,0325 0,0226 0,6960 <2x 107
G85SE\ 16-24-13 0,0396 0,0016 0,0380 0,0380 1,0000 <1x 10°
R1162X\ 17-31-13 0,0396 0,0094 0,0302 0,0302 1,0000 <I1x10°

BB BB B
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conclusdo

Mutacido CFTR \ Microssatélites n Fho Fhe A A AR P
R334W\ 16-34-13 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1x10°
R334W\ 16-48-13 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1x 10
R334W\ 17-33-13 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <Ix10°
R334W\ 17-41-13 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <Ix 10
W1282X\ 17-7-17 30,0297 0,0018 0,0279 0,0279 1,0000 <Ix 10°

2183AA:G\ 16-31-13 20,0198 0,0009 0,0288 0,0189 0,6560 <1x 10°
2183AA:G\ 16-31-14 10,0099 0,0006 0,0192 0,0093 0,4850 <1x 10°
AS61E\ 16-44-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <Ix 10°
R553X\ 17-44-11 10,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <Ix10°
R553X\ 17-47-11 10,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1x 10°
Y1092X \ 16-30-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x 10°
1717-1G:A\ 16-7-17 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <Ix 10°
1717-8G:A \ 16-33-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <Ix 10°
1812-1G:A \ 16-31-14 10,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1x10°
1898-1G:A \ 16-45-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x10°
232del18 \ 21-36-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x 10°
3849+10kbC:T \ 16-7-17 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1x10°
621+1G:T\ 18-34-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x 10°
711+5G:A \ 16-7-17 10,0099 0,0004 0,0095 0,0095 1,0000 <1x10°
711+1G:T\ 16-25-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x10°
E585X\ 16-21-19 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x10°
G1069R \ 17-30-13 10,0099 0,0002 0,0097 0,0097 1,0000 <1x 10
R347P\ 16-32-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x 10
S4X\ 16-nd-13 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <1x 10
W1282G\ 16-32-14 10,0099 0,0001 0,0098 0,0098 1,0000 <Ix 10

FONTE: o autor

NOTA: n=nimero de cromossomos; Fho=freqiiéncia haplotipica observada; Fhe= freqiiéncia
haplotipica esperada; Ann=desequilibrio de ligagdo maximo; A= desequilibrio de ligagdo; AR=

desequilibrio de ligaco relativo; ns=ndo significativo; “/” -

‘Eou,’)

n3o foi possivel identificar o alelo (indica

A tabela 21 apresenta a analise de desequilibrio de ligagdo entre as mutagdes

encontradas no grupo afro-brasileiro e os haplétipos dos marcadores IVS8CA,
IVS17bTA E IVS17bCA. Todos os valos encontrados foram estatisticamente

significantes.
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TABELA 21. ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE AS
MUTACOES CFTR E OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E
IVS17bCA EM CROMOSSOMOS DE AFETADOS DO GRUPO
AFRO-BRASILEIRO

Mutacio CFTR \ Microssatélites n Fho Fhe Apg A AR P

AF508\ 17-31-13 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1x 10°
AF508 \ 16/23-33-13 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1x10°
AF508 \ 23-31-13 0,1364 0,0496 0,1322 0,0868 0,6560 <1x 10°
AF508 \ 25-31-13 0,0455 0,0124 0,0331 0,0331 1,0000 <1x10°
N1303K \ 23-31-13 0,0455 0,0083 0,0372 0,0372 1,0000 <Ix 10°
3120+1G:A\ 17-7-17 0,1364 0,0248 0,1116 0,1116 1,0000 <1x 10°
AS561E\ 16-42-13 0,0455 0,0041 0,0413 0,0413 1,0000 <1x 10°
AS61E\ 16-45-13 0,0455 0,0041 0,0413 0,0413 1,0000 <1x 10°
Q552K \ 16-28-16 0,0909 0,0083 0,0826 0,0826 1,0000 <1x 10°
R1066C \ 16-33-13 0,0909 0,0083 0,0826 0,0826 1,0000 <Ix 10°
Y1092X\ 16-31-13 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <Ix 10°
565del C\ 16-31-13 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <Ix10°
E504X\ 16-31-14 0,0455 0,0021 0,0434 0,0434 1,0000 <1x10°
I148N\ 17-7-17 0,0455 0,0083 0,0372 0,0372 1,0000 <1x10°
P5L\ 16-31-13 0,0455 0,0062 0,0393 0,0393 1,0000 <1x10°
V232D \ 23-35-13 0,0455 0,0021 0,0434 0,0434 1,0000 <1x10°

— e et et e et N RD e U0 et e D e

FONTE: o autor

NOTA: n=niimero de cromossomos; Fho=freqiiéncia haplotipica observada, Fhe= freqiiéncia
haplotipica esperada; Anx=desequilibrio de ligagdo maximo; A= desequilibrio de ligagdo; AR=
desequilibrio de ligagdo relativo; “/” - ndo foi possivel identificar o alelo (indica “ou”)

4.5 Identificacao de Mutacao Meidtica no Microssatélite
IVS17bTA.

Foi identificado em um individuo, pertencente ao grupo euro-brasileiro, nascidc
no estado do Paran4, uma mutagdo de origem paterna no marcador IVS17bTA’ O pa
apresenta para este marcador os alelos 31/44, a mde apresenta os alelos 32/55 e ¢

crianga os alelos 32/46. O gameta paterno, que fecundou o gameta materno, apresentot

* A confimmagdo de patemnidade da amostra foi gentilmente realizada pelo Centro de Aconselhamento
¢ laboratério de Genética — GENETIKA, sendo que foi comprovada a patemidade com confiabilidade superior a
99,9999%
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uma alteragdo de ganho de repetiges. Neste caso foi o ganho de duas repetigbes no

microssatélite IVS17bTA, passando de 44 repetigdes para 46.
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5 DISCUSSAO

Desde a identificagdo do gene responsavel pela FC e a identificagdo da AF508,
sua mutagdo mais freqiiente, mais de 1150 variagdes na seqiiéncia do gene CFTR
foram detectadas e mais de 894 destas alteragdes sdo provaveis mutagdes causadoras
do fenétipo FC (CFGAC, 1999). Incluindo a mutagdo AF508, a qual corresponde a
66,80% de todos os cromossomos FC identificados (ESTIVILL e cols., 1997),
variando de 87,50% na Dinamarca at€¢ 24,50% na Turquia, as freqiiéncias para
mutagdes FC especificas apresentam ampla variagdo geografica, étnica e entre
diferentes populagées (CFGAC, 1994; ESTIVILL e cols., 1997; ONAY e cols., 2001;
BOBADILLA e cols., 2002).

No Brasil, pais que recebeu grande nimero de imigrantes europeus e, portanto
conta com grande contingente de seus descendentes, pouco se sabe sobre a real
incidéncia dessa doenga, suas caracteristicas epidemioldgicas e peculiaridades do
ponto de vista da genética de nossa populacdo. A isto se soma o contingente de
descendentes africanos, grupo continental com uma quantidade bastante reduzida de
trabalhos relacionados as bases moleculares da fibrose cistica, sendo esta uma
populacio importante na formagdo da base genética da populagdo brasileira.

Cada vez mais urge a necessidade de um melhor conhecimento das bases
moleculares desta doenga, que em outros paises ja esta em fase bastante avangada, a
fim de que possamos melhorar a qualidade de vida de nossos pacientes, objetivo que ja
foi alcangado em paises do primeiro mundo.

Com esta finalidade este trabalho procurou fornecer mais subsidios para que a
populagdo brasileira fique um pouco mais bem conhecida com relagdo as bases

moleculares do gene CFTR.
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5.1 Freqiéncias Alélicas e Haplotipicas dos
Marcadores Intra-Génicos de CFTR

Os seis polimorfismos na regido do gene CFTR considerados no presente
trabalho, tém sido amplamente descritos em cromossomos FC. Porém, a maioria dos
estudos existentes sobre marcadores e haplétipos em genética clinica sdo baseados em
populagdes européias (por exemplo HUGHES e cols., 1995; 1996; MORRAL e cols.,
1996; CLAUSTRES e cols., 1996). O estudo em nossa populagdo apresentou
importantes diferencas com relacao as freqii€ncias alélicas e haplotipicas, quando os

dois grupos continentais foram analisados.

5.1.1 Marcadores IVS6aGATT, IVS8-T(n), T854/Ava 11

Observou-se que, com relagcdo aos marcadores IVS6aGATT, IVS8-T(n),
T854/A4va 1I havia uma diferenga bastante acentuada entre as freqiiéncias observadas
quando os dois grupos de afetados eram comparados. Esta diferenga foi comprovada
estatisticamente para os marcadores IVS6aGATT e T854/Ava 1I, com valores de p
menores que 0,01 e 0,001, respectivamente. Porém para estes marcadores o niimero
total de cromossomos analisados entre o grupo afro-brasileiro foi bastante reduzido,
principalmente para o marcador IVS6aGATT, onde foram analisados apenas cinco
individuos. Isto se deveu ao fato de que a quantidade de amostra existente era pequena,
sendo que foi dada prioridade para outras andlises. Apesar do nimero pequeno
analisado no grupo afro-brasileiro, o0 marcador IVS6aGATT parece dar indicio de que
ha uma diferenga bastante acentuada com relag@o a freqiiéncia relativa de seus alelos,
quando comparada com o grupo euro-brasileiro. Isto pode ser identificado pela
observagdo de que a freqiiéncia do alelo 6, tanto no grupo euro-brasileiro -afetado
(38,89%), quanto na populagio geral de descendéncia 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 numero, apenas o alelo 6 foi encontrado, indicando que a
sua freqiiéncia deve ser maior do que a do alelo 7.

Com relagdo ao marcador IVS8-T(n) uma observacdo interessante é de que o
alelo IVS8-5T estd ausente na amostra de afetados analisada, estando presente na
amostra de cromossomos normais de origem euro-brasileira com uma freqiiéncia de
3,90% (vide tabela 9). A freqiiéncia encontrada em individuos normais esta de acordo
com o descrito para outras populagdes de origem européia (KIESEWETTER e cols.,
1993; CHILLON e cols., 1995; JARVI e cols., 1995 ; PIGNATTI e cols., 1996)

5.1.2 Marcadores IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA

As freqiiéncias alélicas encontradas para os microssatélites IVS8CA,
IVS17bTA e IVS17bCA em cromossomos normais, para 0 grupo continental euro-
brasileiro, ficaram dentro do observado em outras populagdes (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 freqiiéncias destes STRs em cromossomos afetados ndo deve ser
comparada com a descrita para outras populagdes, pois estas freqiiéncias estdo sujeitas
a freqiiéncias especificas das mutagdes nas populagées. Dado o fato de que as
mutagOes apresentam desequilibrio de ligagdo com alelos especificos de
microssatélites especificos e que a freqiiéncia das mutagdes existentes em diferentes
populagdes varia bastante, estaria sendo inserido um erro de averiguagao importante se
esta comparagio fosse realizada, comprometendo os resultados.

Analises que podem nos fomecer informagdes importantes sdo comparagdes
entre cromossomos mutados € cromossomos normais dentro de um mesmo grupo
continental e, também, comparagées entre cromossomos mutados € entre
cromossomos normais dentro de grupos continentais distintos.

Quando os cromossomos mutados de diferentes grupos continentais foram
analisados (tab. 10) as freqii€ncias alélicas dos marcadores IVS8CA e IVS17bCA

mostraram diferencas significativas, enquanto que quando os cromossomos normais de



101

diferentes grupos continentais foram analisados (tab. 11), pdde-se observar que apenas
as freqiiéncias alélicas do marcador IVSI7bCA se mostraram estatisticamente
significante, com um valor de p menor que 0,01. Como o marcador IVS17bTA nio
apresentou diferenga estatistica entre os cromossomos mutados e entre os
cromossomos normais de diferentes grupos continentais, indicando que podem ser
unidos em uma unica amostra, fez-se uma analise conjunta, unindo-se cromossomos
mutados e normais dos dois grupos. O resultado obtido a partir desta analise foi
estatisticamente significante, mostrando que ha diferenga entre cromossomos afetados
e normais quando o marcador IVS17bTA € 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 trés marcadores quando o grupo euro-brasileiro foi analisado (vide
tab. 13), porém ndo se mostrou significante para nenhum dos alelos dos STRs do
grupo afro-brasileiro quando estes mesmos pardmetros foram avaliados (tab. 14), o
que pode refletir apenas um problema do tamanho amostral deste segundo grupo.

A anilise de microssatélites intra-génicos de CFTR mostrou-se bastante
informativa na identificagdo de mutagdes presentes em cromossomos mutados.
Excetuando-se a mutagdo AF508 (que por ser a mais freqiiente, merece analise direta),
a simples caracterizagdo destes dois microssatélites nos cromossomos mutados
permitiria a inferéncia direta de outras mutagdes. Por exemplo, a identificagdo da
presenca do alelo 23 em IVS8CA sugere a andlise direta das mutagdes G542X e
N1303K por estar associado apenas a elas, sendo que, na amostra analisada, 23,40%
das mutagdes ndo-AF508 seriam caracterizadas com este procedimento. Outros
exemplos podem ser observados, como a presenca do alelo 24 em IVSI17bTA,
sugerindo analise direta da mutagdo G8S5SE (apresentando associagdo absoluta e
presente em 8,51% dos cromossomos ndo portadores da mutagdo AF508); alelo 11 em
IVS17bCA, em associagdo absoluta com a mutagdo R553X, presente em 4,26% dos
cromossomos nio portadores da mutagdo AF508; alelo 31 em IVS17bTA, sugerindo
analise direta das mutagdes R1162X e 2183 AA:G (representando 14,89% das
mutagdes ndo-AF508) ou da mutagdo 1812-1G:A; alelos 41 a 48 em IVS17bTA,
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presente em cromossomos que continham as mutagdes R334W, AS61E, R553X e
1898-1G:A, sendo que estas mutagdes correspondiam a 12,77% das muta¢Ges ndo-

AF508. Com a observag@o dos exemplos supra-citados, a caracterizagio de 61,70% das

mutagdes nd0-AF508 presentes na amostra seria bastante facilitada, demosntrando que
a analise haplotipica destes marcadores pode ser usada como método de rastreamento

de mutagdes, visto a heterogeneidade alélica e o tamanho do gene CFTR.

5.1.3 Haplotipos dos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e
IVS17bCA

Em anélise dos haplétipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA e
IVS17bCA verificamos que a somatdria dos trés haplétipos mais freqiientes entre os
cromossomos afetados do grupo euro-brasileiro totaliza 43,75%, enquanto que a
somatéria dos mesmos haplétipos entre os cromossomos normais deste mesmo grupo
perfaz um total de apenas 3,77%, mostrando a alta associagdo existente entre estes
haplétipos e mutagdes geradoras do fenétipo FC.

Andlise com os microssatélites IVS8CA, IVS17bTA e IVS17bCA no grupo
euro-brasileiro (quando sdo comparados os haplétipos encontrados em cromossomos
normais com os haplétipos associados a mutagdes nos cromossomos mutados) mostrou
que os haplétipos mais comuns tém também o maior numero de mutagdes associadas.
Por exemplo o hapldtipo 16-7-17 (12,26% entre os cromossomos normais) apresentou
quatro mutagGes associadas, que foi o maior numero encontrado. Outros hapldtipos
que eram menos comuns em cromossomos normais (16-34-13, 17-32-13, 17-47-11,
23-30-13) estavam associados a apenas uma mutagdo FC. Isto também pode ser
observado para o grupo afro-brasileiro, onde o haplétipo 23-31-13 (6,25% entre os
cromossomos normais) apresentou duas mutagdes associadas.

Muitas mutagdes estavam associadas com mais de um haplétipo, levando-se

em conta os dois grupos analisados, aparentemente como resultado de um
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deslizamento* em um dos microssatélites IVS8CA, IVS17bTA ou IVS17bCA: AF508,
G542X, 2183 AA:G, AS561E, R553X e R334W (tab. 17).0 deslizamento em um
microssatélite pode ser relacionado a uma idade mais antiga desta mutagdo quando
comparada com aquelas associadas a hapldtipos unicos. Entretanto, deve ser levado
em conta que alguns alelos podem ser mais estaveis que outros, dependendo do
comprimento da regido de repeti¢do. Por exemplo, a mutagdo R553X estava associada
a dois hapldtipos (17-44-11 e 17-47-11), originados por deslizamento do loco
IVS17bTA com ganho de trés repeticdes. A mutagdo ocorreu em um Cromossomo
carregando o alelo 44, o qual é, provavelmente, mais instavel e pode sofrer mutagdo
mais facilmente que alelos com um nimero menor de repetigoes.

As mutagdes AF508, G542X, e R334W estavam associadas com varios
haplétipos de microssatélites, como resultado de deslizamento em um dos trés
microssatélites, dando um suporte adicional para uma origem mais antiga destas
mutagdes (MORRAL e cols., 1993a; 1994). Uma outra observagéo € que a diversidade
de haplétipos associados a mutagdo AF508 ndo pode ser explicada apenas por
deslizamento de microssatélites. No caso desta mutagdo, uma origem independente
deve ser postulada, como ja sugerido por MORRAL e cols. (1993a).

Como foi observado na analise de alelos especificos presentes nos
microssatélites (vide item 5.1.2), a analise dos haplétipos formados pelos trés STRs
também auxiliam na caracteriza¢do de mutagdes. Por exemplo, a presenga do alelo 23
em IVS8CA e do alelo 31 em IVS17bTA em um mesmo cromossomo formando o
haplétipo 23-31 (presente no haplétipo 23-31-13, quando os STRs IVSSCA,
IVS17bTA e IVS17bCA sdo considerados) sugerem a analise direta apenas da
mutagdo N1303K, pois este haplotipo apresenta associagdo absoluta com esta mutagao.
O mesmo € observado em outras situagdes como a associagdo do haplétipo 17-31, para
IVS8CA e IVS17bTA respectivamente (presente no haplétipo 17-31-13), com a
mutagdo R1162X; a associagdo do haplétipo 17-11, para IVS8CA e IVSI7bCA

* O termo deslizamento seré utilizado para indicar uma falha durante o processo de replicagdo. Esta

falha normalmente gera um aumento no numero de repeticdes em um dado microssatélite.
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respectivamente (presente nos haplétipos 17-44-11 e 17-47-11), com a mutagio

R553X; entre outras.

5.2 Identificagcao de Mutagdoes em CFTR

A complexidade do gene CFTR (27 éxons que codificam para um RNAm de
6,1 kb) e o grande nimero de cromossomos analisados (474 cromossomos dos
individuos de 79 familias) dificultou a caracterizacdo de todas as mutagbes na
populagio, pois houve a necessidade de uma utilizagdo bastante criteriosa de recursos
e de tempo. Por exemplo, para a caracterizagdo da variabilidade existente nos
cromossomos dos 56 afetados do grupo euro-brasileiro foram realizadas mais de 2.300
PCRs.

A metodologia de analise de mutagdes evoluiu consideravelmente, permitindo
atualmente a detecgdo de 80 a 99% das mutagdes presentes em um fragmento de DNA.
Quando foi iniciada a analise do gene CFTR para a realizagdo deste trabalho as
técnicas que apresentavam uma maior porcentagem de detec¢do de muta¢6eé eram
DGGE e SSCA. O principal sistema usado foi o SSCA, devido a sua simplicidade e ao
fato de ndo necessitar nenhum equipamento especial. Desde que foi iniciada a
utilizagdo desta metodologia algumas alteragGes foram realizadas, principalmente com
relagdo as condigdes de eletroforese, o que permitiu aumentar o seu nivel de detecgdo
para mais de 90%, e com relagio a sua visualizacao, cuja metodologia padronizada era
a marcagdo radioativa e visualizagdo com chapa de raios-X, que foi alterada para
coloragdo com prata. Mesmo tendo-se descrito numerosas condigdes de eletroforese
para se conseguir detectar o maior nimero de altera¢Ges por SSCA, o grande nimero
de experimentos realizados durante a presente tese, indicou que as melhores condigdes
foram as de eletroforese em géis de acrilamida a 12% (relagdo
acrilamida:bisacrilamida de 39:1), realizadas a 4°C, com a voltagem limitada a 1500V
e sem a adicdo de nenhuma substincia (glicerol, sacarose ou dimetilsulf6xido). Nas

condigdes anteriormente descritas, o tempo de migragdo, em horas, de um determinado
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fragmento seguiu a relagdo: n° de nucleotideos / 10. Com relagdo a técnica DGGE ndo

foi possivel realizar grandes alteragGes na metodologia ja padronizada.

5.2.1 Mutag¢des em Pacientes Euro-Brasileiros

A amostra mais freqiiente encontrada neste grupo foi a AF508 com uma
freqiiéncia de 45,54% entre os 112 cromossomos analisados. Este valor estd bastante
proximo do valor estimado a partir de recentes trabalhos publicados na literatura
(RASKIN e cols., 1997b; CABELLO e cols., 1999; BERNARDINO e cols., 2000;
BOBADILLA e cols., 2002), que colocam a freqiiéncia da mutacdo AFS508 na
populagdo brasileira em 47,70%. Porém, é muito importante ressaltar que esta
freqiiéncia foi levantada a partir de afetados de descendéncia predominantemente
européia, pois estes trabalhos tiveram como area de estudo principalmente a regido Sul
e Sudeste do Brasil, regides onde a influéncia européia ¢ maior. Como o componente
africano € bastante importante na composi¢do do perfil genético da populagdo
brasileira, em uma analise mais ampla a freqiiéncia desta mutagdo deve diminuir.

Por outro lado, o Brasil é um pais extremamente heterogéneo, apresentando
um gradiente crescente de componente genético de origem africana no sentido Sul -
Norte do pais (SALZANO; FREIRE-MAIA, 1967), o que coloca em xeque a
eficiéncia de se estimar uma freqiiéncia geral na populagdo brasileira. Como existe
uma diferenga grande na composi¢do genética de grupos populacionais (por exemplo,
regido Sul predominantemente formada por ascendéncia européia e regido Nordeste
formada por ascendéncia predominantemente africana) o ideal € que sejam construidos
painéis de mutagdes no gene CFTR regionalizados, a fim de que se possa ter uma real
nogao de quais mutagdes estdo presentes em determinado estado.

A freqiiéncia encontrada no presente trabalho para a mutagdo AF508 esta
bastante proxima daquela identificada em paises 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 Itdlia, com 50,90%
(ESTIVILL e cols., 1997), corroborando a hipdétese de a populagdo Européia
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(principalmente paises mediterrdneos) ser importante na composi¢do genética da
populagao brasileira.

A segunda mutagdo mais freqiiente foi a G542X, com uma freqiiéncia de
6,25%. Esta mutagdo € considerada como a segunda mais freqiiente na populagio
européia com uma freqiiéncia estimada de 2,40% (ESTIVILL e cols., 1997). Ela
também apresentou uma freqii€ncia bastante proxima a encontrada para a populagio
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 populagdo de
alguns paises da América Latina como Colombia (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 freqiiéncia semelhante
em alguns paises do sul da Europa, como Espanha, com 8,00% (CASALS e cols.,
1997; ESTIVILL e cols., 1997), sul da Itilia, com 5,70% (CASTALDO e cols., 1999),
e sul da Franga, com 6,40% (CLAUSTRES e cols., 1993). |

Entre o grupo euro-brasileiro, quatro mutagdes apresentaram freqiiéncia de
3,57%. Estas foram: N1303K, R334W, R1162X e G85E. Na analise das freqiiéncias
destas mutagdes levantadas por outros autores, vemos que as freqiiéncias nao se
distanciam muito. Segundo RASKIN e cols. (1999); CABELLO e cols., (1999);
BERNARDINO e cols., (2000); e BOBADILLA e cols. (2002), as freqiiéncias destas
mutagdes na populagdo Brasileira seriam de 2,40%, 2,50%, 2,50%, e 1,30%,
respectivamente, ficando bastante proximas das freqiiéncias estimadas na amostra

analisada.
5.2.1.1 Outras Mutacoes em CFTR

Excetuando-se as mutagles ja apresentadas foram identificadas mais 19
mutagdes no grupo euro-brasileiro (vide tab. 18). Destas a mutagdo R553X apresenta
uma caracteristica especial. Diferentemente das mutagdes anteriormente descritas, esta
mutagdo (que neste estudo apresentou uma freqiiéncia de 1,79%) apresenta-se em
baixas freqiiéncias tanto na Europa como um todo (0,75% - ESTIVILL e cols., 1997)
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quanto nos paises do sul da Europa [Sul da Italia — 0,80% (CASTALDO e cols., 1999);
Portugal — ndo detectada (ESTIVILL e cols., 1997); Espanha — 0,35% (ESTIVILL e
cols., 1997)], porém esta mutagdo apresenta uma freqiiéncia de 2,00% na Alemanha,
que ¢ um dos grandes paises doadores de material genético para a composigdo da
populagdo brasileira, comprovando a grande heterogeneidade existente em nossa
populagio.

A identificagdo das distintas mutagGes responsaveis por FC permitiu concluir a
analise direta da doenga em 92,86% das familias do grupo continental euro-brasileiro e
em 69,57% das familias do grupo continental afro-brasileiro. No primeiro grupo
apenas em 7,14% dos afetados ndo se pOde identificar nenhuma mutagdo, ja no
segundo grupo este nimero chegou a 30,43%. Apesar deste alto indice de detecg@o no
grupo euro-brasileiro, a heterogeneidade genética existente na populagdo brasileira, o
elevado namero de mutagées (34 entre os dois grupos continentais) € a sua distribui¢do
em 16 éxons do gene CFTR (fig. 11), dificultam o diagnéstico molecular da doenga,
devido ao elevado numero de analises necessarias para caracterizar cada caso de FC.

O numero das mutagdes caracterizadas depende diretamente do grau de
heterogeneidade genética de cada populagdo em particular. Esta heterogeneidade esta
diretamente relacionada ao grau de isolamento desta populagio (isto €, do intercambio
genético com outras populagdes, de modo que as caracteristicas genéticas proprias se
diluam em um maior ou menor grau). Gragas ao intercambio genético que a populagdo
brasileira sofreu nos tltimos 150 anos (estima-se que neste periodo o Brasil tenha
recebido mais de 5 milhdes de imigrantes de diferentes nacionalidades, que se
assentaram principalmente nos estados de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina ¢ Rio
Grande do Sul), ela apresenta uma elevada heterogeneidade genética. Esta alta
heterogeneidade ja havia sido observada por RASKIN e cols. (1999) e foi corroborada
pela identificagdo, neste trabalho, de um grande nmimero de mutagdes (25) conferindo

uma taxa de detec¢do 87,50%, em contraste com outras populagdes, onde um nimero
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FIGURA 11. DISTRIBUICAO DAS MUTACOES DETECTADAS NO GENE CFTR

NA POPULACAO BRASILEIRA
1 -« 54X, P5L
2 ~«—J 232 del 18
— 3 ~—J G8SE
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menor de mutagdes conferem uma taxa bem mais elevada de detecgdo [Judeus
Ashkenazi — Israel, com cinco mutagdes correspondendo a 97% de detecgdo
(ABELIOVICH e cols., 1992), Pais de Gales, com 17 mutagdes correspondendo a 99%
de detecgdo (CHADLE e cols., 1993), Bélgica, com 17 mutagdes correspondendo a
97% de detecgdo (CUPPENS e cols., 1993)].
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5.2.1.2 Identificacdo de Duas Mutag¢ées Novas ¢ Um

Polimorfismo

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram identificadas duas novas
mutagles € um novo polimorfismo no grupo euro-brasileiro:

e 232 del 18: Mutagio localizada no éxon 2. E resultante de uma delegio
de 18 pb com a conseqiiente perda de seis aminoacidos. Estende-se
desde a Leucina na posicdo 34 até a Glicina na posicdo 39. Esta
mutacdo foi identificada em um individuo com insuficiéncia
pancredtica e problema pulmonar moderado. Um padrao anémalo de
banda foi identificado pela técnica SSCA e entio foi feito o
sequenciamento do produto de PCR que gerou o padrio anémalo,
sendo entdo identificada a mutacdo. Ela foi publicada no Newsletter 69
do CFGAC’ (2003).

e W1282G: Mutagdo localizada no éxon 20. E formada a partir de uma
altera¢do no nucleotideo 3976 onde uma timina € substituida por uma
guanina, fazendo com que haja uma alteragdo do aminoacido
Triptofano para uma Glicina no cédon 1282. Esta mutagdo foi
identificada em um individuo com insuficiéncia pancreatica e problema
pulmonar moderado. Um padrdo anémalo de banda foi identificado
pela técnica DGGE e entdo foi feito o sequenciamento do produto de
PCR que gerou o padrdo anémalo, sendo entdo identificada a mutagdo.
Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

e 1716+85C/T: Polimorfismo localizado no intron 10. E uma alteragdo de
uma citosina por uma timina 85 pb apds o término do éxon 10. Em
principio ndo deve ser responsavel por nenhuma alterag@o fenotipica no

individuo, pois n3ao esta localizada em regido codificadora. Foi

° Newsletter 69: Jomal eletronico presente no site do Consércio de Analise Genética da Fibrose
Cistica (CFGAC - http://www.genet.sickkids.on.ca/cfir/) utilizado para simples relato das mutagdes 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 padrdo andmalo, sendo entdo identificado

o polimorfismo. Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

5.2.2 Mutag¢des em Afro-Brasileiros

Na amostra afro-brasileira, como ja era esperado, o resultado obtido foi
bastante distinto daquele observado entre os euro-brasileiros. A mutagdo mais
freqiiente foi, igualmente, a AF508, porém com uma freqiiéncia de 15,22%, bastante
inferior aquela encontrada em euro-brasileiros (45,54%). Os trabalhos existentes em
populacGes de origem africana sdo bastante escassos e, em média, mostram
freqiiéncias bem maiores desta mutagdo nas populagdes analisadas. Em quatro regides
geograficas 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 area de Chicago (PHILLIPS e cols., 1995) e 48% de 164 cromossomos
em afro-americanos de diversas regides dos EUA (MACEK e cols., 1997). De posse
destes dados, algumas hipdteses podem ser levantadas para explicar a baixa freqii€ncia
encontrada.

A primeira hip6tese que poderia explicar esta diferenca poderia ser uma alta
taxa de miscigenagio nas analises de afro-americanos. Outra hip6tese poderia ser uma
origem distinta dos ascendentes que migraram para os EUA com relagdo aos que
migraram para o Brasil. Uma terceira hipétese seria um viés de investigagao no critério
de inclusdo dos afro-brasileiros na amostra, pois se os afetados mais graves de FC
tivessem ido a bito antes de serem averiguados, isto poderia gerar um decréscimo de
homozigotos para a mutagdo AF508 (gendtipo associado aos fenétipos graves), com
conseqiente redugdo da freqiiéncia desta mutacdo (RASKIN, 2001). Uma quarta
hipétese poderia ser uma falha na averiguagdo, onde pacientes com doencas diferentes
da FC estariam entrando na amostra (visto a taxa de 30,43% de individuos que ndo

apresentaram nenhuma mutagio identificada). Uma quinta hipdtese pode ser a
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presenca de uma mutagdo nova, e ndo identificada no presente estudo, e que por deriva
genética na populagdo de afro-brasileiros do estado de MG atingiu uma freqiiéncia
bastante alta, diminuindo a freqiiéncia da AF508. Uma sexta hipdtese pode ser a
presenga de varias mutacGes novas € ndo identificadas neste trabalho, o que também
diminuiria a freqiiéncia da AF508.

Para explicar as diferengcas encontradas entre afro-brasileiros e afro-
americanos todas as hipéteses podem ser levadas em conta, sendo que a presenca de
uma mutagdo nova, acompanhada de deriva genética na amostra analisada € a que se
mostra menos plausivel, visto que os haplotipos existentes nos cromossomos que ndo
tiveram mutagdo identificada sdo bastante distintos. Em contrapartida a terceira
hipotese de falha na averiguagdo pode ser mais plausivel, visto a alta taxa de
individuos que nio apresentaram nenhuma mutagao identificada (30,43%). Neste caso,
os critérios de inclusdo de individuos de ascendéncia africana deveriam ser revistos
pelos médicos brasileiros.

A segunda mutagdo mais freqgiiente entre os afro-brasileiros foi a 3120+1G:A,
com uma freqiiéncia de 6,52%. Esta mutagdo ja foi identificada em outras populagoes
de origem africana (CARLES e cols., 1996; MACEK e cols., 1997; PADOA, e cols.,
1999), se apresentando com freqiiéncias bastante elevadas. PADOA e cols. (1999),
estimaram que esta mutacdo estaria presente entre 15 e 65% dos cromossomos FC na

populagdo negra Sul Africana.

5.2.2.1 Outras Mutac¢ées em CFTR

Além das mutagdes AF508 e 3120+1G:A foram encontradas outras 11
mutagdes no grupo afro-brasileiro. Destas, duas estavam em homozigose [G1247R -
presente em um individuo com consangiiinidade relatada (pais primos em terceiro
grau) - € Q552K - presente em um individuo sem consangiiinidade relatada] e outras
duas (A561E e R1066C) estavam, cada uma, presentes em dois individuos ndo
aparentados, sendo que estas quatro mutagdes se apresentaram com freqii€ncia de

4,35%. Nenhuma destas quatro mutagGes havia sido previamente descrita em
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populagdes de ascendéncia africana. Outras sete mutagdes foram identificadas, estando
presentes em apenas um cromossomos cada uma. Eram elas: N1303K, Y1092X, P5L,
565 del C, 1148N, V232D, E504X. Este tipo de distribui¢do de mutagdes sé ocorre em
paises como o Brasil, com altas taxas de miscigenagio, tendo alelos tipicos de

descendentes europeus presentes em afro-brasileiros, como é o caso da mutagio
N1303K.

5.2.2.2 Identificag¢do de Cinco Mutacdoes Novas

Cinco mutagdes novas foram identificadas na amostra de afro-brasileiros,
sendo que estas mutagdes apresentaram-se com freqiiéncia de 31,82%, quando apenas
cromossomos mutados s3o observados. Isto mostra o quao desconhecido € o aspecto
molecular do gene CFTR em populagdes de origem africana.

As mutagdes encontradas foram:

e 565 del C: Mutago localizada no éxon 4. E resultante de uma delegdo
de uma citosina na posigdo 565. Esta alteragdo causa uma alteragdo no
quadro de leitura a partir do par de nucleotideo deletado, sendo
conhecida por frameshift. De maneira geral, este tipo de mutagdo tem
um efeito fenotipico mais severo quanto maior for a proximidade da
mutagdo do inicio do gene. Isto foi identificado no paciente, que
apresenta insuficiéncia pancredtica e insuficiéncia pulmonar. Ela foi
identificada pela técnica SSCA e entdo foi feito o sequenciamento do
produto de PCR que gerou o padrdo andmalo, sendo entdo identificada
a mutagdo Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

o [148N: Mutagdo localizada no éxon 4. E formada a partir de uma
alteragdo no nucleotideo 575 onde uma timina € substituida por uma
adenina, fazendo com que haja uma alteragdo do aminoéacido Isoleucina
para uma Asparagina no codon 148. Esta mutacdo foi identificada em
um individuo com suficiéncia pancreatica e problema pulmonar

moderado. Um padrido anomalo de banda foi identificado pela técnica
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SSCA e entdo foi feito o sequenciamento do produto de PCR que gerou
0 padrio anOémalo, sendo entdo identificada a mutagdo. Ela foi
publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

E504X: Mutagdo localizada no éxon 10. E formada a partir de uma
alteracdo no nucleotideo 1642 onde uma guanina é substituida por uma
timina, fazendo com que haja uma altera¢do do aminoacido Triptofano
para um cddon de terminagdo na posigdo 504. Esta mutagdo foi
identificada em um individuo com insuficiéncia pancreatica e problema
pulmonar moderado. Um padrio andémalo de banda foi identificado
pela técnica SSCA e entdo foi feito o sequenciamento do produto de
PCR que gerou o padrido an6malo, sendo entdo identificada a mutagdo.
Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

Q552K: Mutagdo localizada no éxon 11. E formada a partir de uma
alteracdo no nucleotideo 1786 onde uma citosina € substituida por uma
adenina, fazendo com que haja uma alteragdo do aminoacido Glicina
para uma Lisina no cddon 552. Esta mutacdo foi identificada em
homozigose em um individuo com insuficiéncia pancreatica e problema
pulmonar moderado. Um padrdo andémalo de banda foi identificado
pela técnica DGGE e entdo foi feito o sequenciamento do produto de
PCR que gerou o padrdo andmalo, sendo entdo identificada a mutag@o.
Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).

G1247R: Mutaggio localizada no éxon 20. E formada a partir de uma
alteragdo no nucleotideo 3871 onde uma guanina € substituida por uma
adenina, fazendo com que haja uma alteragdo do aminoacido Glicina
para uma argenina no cédon 1247. Esta mutagdo foi identificada em
homozigose em um individuo com insuficiéncia pancreatica e problema
pulmonar moderado. Um padrdo andémalo de banda foi identificado
pela técnica DGGE e entdo foi feito o sequenciamento do produto de
PCR que gerou o padrao andmalo, sendo entdo identificada a mutagao.
Ela foi publicada no Newsletter 69 do CFGAC (2003).
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5.3 Consideragbes gerais sobre mutagées néo
identificadas

O fato de nio se ter conseguido caracterizar todas as mutagdes do gene CFTR,
apesar de se ter feito o rastreamento de todos os éxons, pode ser devido ao fato de que
podem existir mutagdes na regido promotora ou dentro de introns (criando sitios de
splicing alternativo), regides do gene CFTR que nio foram analisadas no presente
trabalho. Uma outra possibilidade é a existéncia de grandes delegdes, que nio seriam
detectadas nem por DGGE e nem por SSCA. Também se deve levar em conta o fato
de que a capacidade de identificacdo destas duas técnicas de analise molecular ndo é
de 100%. Deve-se também levar em conta o fato da possibilidade de existirem
individuos erroneamente caracterizados como afetados por fibrose cistica, devido a
uma falha no diagndstico (vide item 5.2.2). Isto seria plausivel principalmente no

grupo continental afro-brasileiro.

5.3.1 Freqiiéncias e haplotipos de mutacdes nio identificadas

neste estudo

Analisando-se os haplétipos formados pelos STRs IVS8CA, IVS17bTA e
IVS17bCA (apéndice 8), pode-se observar que no grupo continental euro-brasileiro 14
haplétipos estavam presentes em cromossomos que nao tiveram a mutagdo
identificada. Para o grupo continental afro-brasileiro se dividiram em 21 haplétipos.
Pela observagdo dos haplétipos pode ser notado que existe uma variabilidade bastante
acentuada entre eles quando alelos de um mesmo microssatélite sdo observados, sendo
que nio existem haplétipos com uma alta freqiiéncia. Estas duas observagGes sugerem

que n3o haja, entre estes hapldtipos, apenas uma unica mutagao associada.
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5.4 Anaélise de Desequilibrio de Ligacéo

As analises do desequilibrio de ligagdo existente entre as mutagdes em CFTR
e os haplétipos formados pelos marcadores IVS8CA, IVS17bTA E IVS17bCA sdo
dificultadas devido ao elevado grau de desequilibrio de ligagdo e ao pequeno tamanho
amostral. Esta analise foi realizada simplesmente como um refor¢o de um fendmeno
facilmente observavel nos dados apresentados: pouca diversidade nos haplétipos com
alelo mutado. Este fendmeno também foi observado em trabalhos que focaram a
relacdo entre mutagdes em CFTR e associagdo com haplétipos formados por estes trés
STRs. Conseguiu-se, portanto, mostrar que as mesmas associagdes apresentadas por
outros autores (MORRAL e cols., 1993a; RUSSO e cols., 1995; BRAEKELLER e
cols., 1996; MORRAL ¢ cols., 1996; VISICH e cols., 2001) foram observadas no
presente trabalho, incluindo-se ai as associagdes existentes entre mutagdes em CFTR e
haplé6tipos formados por estes trés marcadores no grupo afro-brasileiro (apesar do
pouco niimero de mutagdes presentes).

Um dado bastante interessante € o fato de que, até o momento, em populagdes
de origem européia, a mutagdo G85E apresenta associagdo absoluta com o haplétipo
16-24-13 (presente em quatro cromossomos no presente trabalho e em outros 46
cromossomos em trabalhos diversos) Em andlise de mais de 6.000 cromossomos
normais este haplétipo ainda ndo havia sido descrito (ESTIVILL, comunicagédo
pessoal), estando, portanto, a sua presenga relacionada unica e exclusivamente a
mutacdo G85E. Neste trabalho um cromossomo normal, presente no grupo euro-
brasileiro, apresentou este haplétipo, refor¢cando, ainda mais, a diferenga existente

entre os dois grupos continentais.
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5.5 Detecgao de Mutagcao no Microssatélite IVS17bTA

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foi identificada uma mutagio
do tipo deslizamento (mutagdo que gera alteragdo no nimero de repeticdes em um
dado microssatélite). Esta muta¢do ocorre durante o processo de divisdo meidtica e
acaba por gerar um aumento ou diminuigdo no numero de repetigcdes. Até 0 momento
nao foi descrita a verificagio de nenhuma mutagdo deste tipo nos microssatélites
existentes no gene CFTR (ESTIVILL, comunicagdo pessoal). MORRAL e cols. (1994)
calcularam a idade aproximada da mutag¢dao AF508 tendo como base a identificagdo do
provavel haplétipo original, onde surgiu esta mutagdo. A partir dai, estimaram o
namero de mutagdes existentes para a formagdo dos 46 hapldtipos derivados do
haplé6tipo ancestral 23-31-13 (sendo que foram desconsiderados para estes calculos
aqueles haplétipos cujos quais resultavam de eventos recombinatdrios). Para esta
analise foi estimado que a idade de surgimento da mutagdo AF508 era de 52.000 anos,
tomando como base para este calculo o fato de que ndo havia sido observado nenhum
alelo novo em nenhuma das 3.000 meioses observadas para os trés microssatélites. Na
analise das amostras desta tese foram observados 237 eventos meidticos para os
microssatélites € um alelo novo foi encontrado. Isto sugere que o calculo realizado
para estimativa da idade da origem da mutagdo AF508 deve ser revisto, tomando-se

como base um maior numero amostral.
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6 CONCLUSOES

Em relagdo as mutagdes em CFTR no grupo continental euro-brasileiro,
a mutagdo mais freqiiente encontrada foi a AF508 com uma freqiiéncia
de 45,54% entre os 112 cromossomos analisados. A segunda mutagdo
mais freqiiente foi a G542X, com uma freqiiéncia de 6,25%. Outras
quatro mutagGes apresentaram freqiiéncia de 3,57% (N1303K, R334W,
R1162X e G85E) e outras 19 mutagdes (2183 AA:G, W1282X, A561E,
R553X, Y1092X, 3849+10kb 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) foram encontradas no grupo euro-
brasileiro com freqiiéncias variando entre 0,89 e 2,65%;

Na caracterizagdo das mutagdes existentes entre os afetados do grupo
continental afro-brasileiro a mutagdo mais freqiiente foi a AF508 com
uma freqiiéncia de 15,22%, bastante inferior aquela encontrada em euro-
brasileiros (45,54%). A segunda mutacdo mais freqiiente entre os afro-
brasileiros foi a 3120+1G:A, com uma freqiiéncia de 6,52%. Quatro
mutagdes (ainda ndo descritas em populagdo de origem africana) se
apresentaram com freqiiéncia de 4,35% (G1247R, Q552K, A561E e
R1066C). Outras sete mutagGes (N1303K, Y1092X, PSL, 565 del C,
[148N, V232D, E504X) foram identificadas, estando presentes em
apenas um cromossomo cada uma;

A identificagdo das distintas mutagdes responsaveis por FC permitiu
concluir a analise molecular da doenga em 92,86% das familias do grupo
continental euro-brasileiro e em 69,57% das familias do grupo

continental afro-brasileiro. No primeiro grupo apenas em 7,14% dos
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afetados ndo se pdde identificar nenhuma mutagio, ja no segundo grupo
este numero chegou a 30,43%;

Em relagio aos marcadores IVS6aGATT, IVS8CA, IVS8-T(n),
T854/Ava II, IVS17bTA, e IVS17bCA, os alelos mais freqiientes foram
7, 17, 9, 1, 31, 13 respectivamente para os cromossomos mutados no
grupo continental euro-brasileiro € 6, 16, 7, 2, 31, 13 respectivamente
para os cromossomos mutados no grupo continental afro-brasileiro. Entre
os cromossomos normais os marcadores IVS8CA, IVSS8-T(n),
IVS17bTA, e IVS17bCA apresentaram, respectivamente, como alelos
mais freqiientes, os alelos 16, 7, 7, 13 entre o grupo continental euro-
brasileiro e 16, 7, 7, 13 entre o grupo continental afro-brasileiro;

Na analise dos haplétipos formados pelos marcadores IVS6aGATT,
IVS8CA, IVS8-T(n), T854/Ava II, TVS17bTA, e IVSI7bCA em
cromossomos mutados observou-se que o haplétipo mais freqiiente nos
dois grupos analisados foi o 6-23-9-1-31-13, com uma freqiiéncia de
25,40% no grupo euro-brasileiro e uma freqiiéncia de 75% no grupo
afro-brasileiro;

Em relagdo aos hapldtipos formados pelos marcadores IVSSCA,
IVS17bTA, e IVS17bCA, entre o grupo euro-brasileiro, os mais
freqilentes foram o 17-31-13 (cromossomos mutados) € o 16-7-17
(cromossomos mnormais). Entre o grupo afro-brasileiro, os mais
freqiientes foram o 23-31-13 (cromossomos mutados) € os 16-7-17, 16-
30-13 e 16-32-13 (cromossomos normais);

Até o momento ndo se conhece nenhum trabalho que apresente uma
analise de marcadores intemos do gene CFTR em populagdo de
ascendéncia africana. Pelos dados fornecidos por este trabalho percebe-
se€ que, em um primeiro momento, podemos caracterizar o grupo de
origem africana analisado como apresentando diferengas importantes
com relagio a estes marcadores, sendo que maiores analises sdo

necessarias;
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O conjunto de mutagdes FC no grupo continental euro-brasileiro e os
haplétipos associados a estas mutagdes, indicam a presenga de um
componente Mediterrdneo na formagdo da populagdo brasileira de
origem européia;

Em relagdo ao grupo continental afro-brasileiro observou-se, pela grande
porcentagem de mutagdes novas, que ha muita informagdo ainda
desconhecida sobre este grupo populacional. Devido a isto, maiores
pesquisas sdo necessarias para que se conhega o real perfil deste conjunto
na populagao brasileira;

Foram identificadas duas novas mutagdes (232 del 18 e W1282G) € um
novo polimorfismo (1716+85C/T) no grupo continental euro-brasileiro.
No grupo continental afro-brasileiro foram identificadas cinco novas
mutagdes (565 del C, I1148N, E504X, Q552K, e G1247R);

A anélise de associa¢do entre os alelos dos marcadores intra-génicos
IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA (e haplétipos formados por estes)
mostrou-se importante facilitador na identificagdo de mutagdes;

A caracterizagdo das freqiiéncias alélicas e haplotipicas dos marcadores
IVS8CA, IVS17bTA, e IVS17bCA permitem que o Aconselhamento
Genético para familias brasileiras com um afetado ou com histdria
familiar de FC seja realizado de maneira bem mais precisa;

Foi identificada uma mutagdo no microssatélite IVS17bTA, dando nova
informagdo para inferéncias sobre idade de surgimento de mutagdes no
gene CFTR.
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APENDICE 1 - TERMO DE ANUENCIA

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PESQUISA

Titulo do Projeto: Anilise da variabilidade genética do gene CFTR na populacio
brasileira: screening completo dos 27 éxons do gene CFTR com
identificacdo de muta¢Oes e suas associacoes com marcadores
intra-génicos em euro-brasileiros e afro-brasileiros.

Investigadores: Lodércio Culpi (041) 366-3144 (r. 254)
Universidade Federal do Parana

Fabio Rueda Faucz (041) 366-3144 (r. 254)
Universidade Federal do Parana

Propdsito da Pesquisa

Atualmente ja é conhecido que determinadas mutagdes no gene CFTR predispde a
quadros clinicos mais graves e outras a quadros clinicos mais leves. No Brasil
existem dois grandes problemas com relagdo aos pacientes de fibrose cistica: o
primeiro é a demora no diagndstico, o que dificulta o tratamento € que seria
facilitado se técnicas de screening fossem mais rapidas e menos custosas, sendo que,
se em todos os individuos que tivessem algum sintoma de fibrose cistica fosse feito
um rapido screening, provavelmente uma porcentagem relativa destes ja teriam
algum indicio de se sdo ou ndo afetados FC, fazendo com que, em caso positivo, ja
fosse iniciado um tratamento mais especifico; o segundo € que muitas vezes, nao se
sabem as mutagles que determinados individuos afetados apresentam, o que impede
um progndstico futuro de como a doenga vai se desenvolver e, conseqiientemente, de
como este individuo deve ser tratado a fim de melhorar a sua qualidade vida. Este
estudo pode facilitar o diagnostico de FC e o screening de portadores. Também, a
longo prazo, espera-se ser possivel aplicar as informagdes obtidas nesta pesquisa
para estudar o desenvolvimento de novas estratégias para melhorar o tratamento da
FC
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Descriciio da Pesquisa

Seus filhos serdo questionados a respeito de doar uma amostra de sangue
(aproximadamente 5ml). A amostra de sangue serd coletada de acordo com os
padroes clinicos, os quais raramente tém algum risco. Pode ocorrer algum pequeno
desconforto quando a agulha € inserida na veia. O material genético (DNA) usado
em nossa pesquisa sera extraido a partir da amostra de sangue coletada, usando
técnicas moleculares padrao em nosso laboratério. O DNA sera usado para a analise
molecular do gene CFTR.

Possiveis desconfortos ou inconveniéncias:

Nio existe nenhum problema associado com a participacdo neste estudo. Existe
somente um pequeno desconforto quando a agulha ¢ inserida na veia. Pode ocorrer a
formagdo de um pequeno hematoma na regido da coleta, o qual desaparece em
poucos dias.

Beneficios:

A informagdo obtida a partir desta pesquisa pode ndo beneficiar vocé ou os seus
filhos diretamente, mas serd utilizada para desenvolver um aprendizado geral da
gravidade da FC e o relacionamento com outros problemas clinicos que ocorrem na
doencga. A longo prazo os resultados da pesquisa podem levar a novos métodos de
cura para a FC.

Confidencialidade:

Confidencialidade sera a respeito de ndo ocorrer divulgagido de nenhuma informagao
sobre a identidade dos pacientes, ndo ocorrendo nenhuma publicagdo com
identificacdo sem o consentimento do paciente. Para a informac¢do do paciente, se
este consentir, os novos dados serdo inseridos nas suas fichas médicas. O material
genético isolado como resultado desta pesquisa sera estocado anonimamente.

Participacao:

A participagio na pesquisa € voluntaria. Se vocé ndo quiser que seu filho participe da
pesquisa neste momento € depois mudar de idéia. Podera 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 questdo que eu tenha tido me foi respondida de forma satisfatéria. Eu fui
informado das alternativas da participagdo neste estudo, incluindo o direito de nao
participar. Também me foram explicados sobre os possiveis desconfortos, € também
declaro ter entendido os beneficios se por acaso eu participar da pesquisa. Eu sei que
obterei resposta a qualquer questao que eu tiver agora ou no futuro. Eu entendo que os
dados obtidos a meu respeito serdo mantidos em sigilo e que nenhuma informagao sobre
minha identidade pessoal sera publicada sem minha prévia permissdo, 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 €:

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 participantes com idade inferior a 18 anos uma
forma de consentimento separada deve ser incluida.



150

Consentimento :

Eu confirmo que os processos da pesquisa, descritos acima, foram explicativos para mim
e que qualquer questdo que eu tenha tido me foi respondida de forma satisfatoria. Eu fui
informado das alternativas da participagdo neste estudo, incluindo o direito de nio
participar. Também me foram explicados sobre os possiveis desconfortos, ¢ também
declaro ter entendido os beneficios se por acaso eu participar da pesquisa. Eu sei que
obterei resposta a qualquer questdo que eu tiver agora ou no futuro. Eu entendo que os
dados obtidos a meu respeito serdo mantidos em sigilo e que nenhuma informagao sobre
minha identidade pessoal sera publicada sem minha prévia permissdo, a menos que seja
requerido por lei.

Eu consinto que meu filho (a) participe.

A pessoa que pode ser contatada
Nome do Pai / Mde sobre a pesquisa €:

quem pode ser contatado ao telefone #:

Assinatura
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APENDICE 2 - PROTOCOLO CLINICO

Data:

Nome completo do paciente:

Endereco atual:

Idade atual:

Data de nascimento:

Sexo:

Grupo étnico:

Estado de nascimento:

Consangiiinidade:

Parentes com FC:

Irméo com FC:

Idade aos primeiros sintomas:

Idade ao diagndstico:

Ano do diagnéstico:

Ileo meconial:

Insuficiéncia pancreética:

Doenga pulmonar:

Escore de Schwachman:

Cloro no suor:

Sédio no suor:

Data de 6bito:

Médico responsavel:
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APENDICE 3 - PROTOCOLO DE ETNIAS DA FIBROSE CISTICA

DATA DE HOJE:
INVESTIGADOR PRINCIPAL:
NOME DO PACIENTE:
SOBRENOME:
ENDERECO ATUAL: Rua:

Cidade: Estado: CEP:

Telefone para contato:

LOCAL DE NASCIMENTO:
Cidade:
Estado:

Regido:

Pais:

MAE DO PACIENTE:

Nome:

Sobrenome de solteira:

Descendéncia por parte de mae:

Descendéncia por parte de pai:

PAIDO PACIENTE:

Nome:

Sobrenome:

Descendéncia por parte de mie:

Descendéncia por parte de pai:
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APENDICE 4 - HAPLOTIPOS PARA OS MARCADORES IVS6aGATT, IVS8CA,
IVS8-T(n), T854/Ava 11, IVS1TbTA, E IVS17bCA PRESENTES EM
CROMOSSOMOS AFETADOS DE EURO-BRASILEIROS E AFRO-

BRASILEIROS.
Grupo Alelos n Freqiiéncia
IVS6aGATT IVS8CA 1VS8-T(n) T854/Avall IVSI7bTA IVS17bCA (%)
6 16 7 1 30 13 1 1,59
6 17 7 2 47 11 | 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 2 7 17 2 3,17
Euro- 7 16 7 1 24 13 3 4,76
brasileiro 7 16 7 I 25 13 1 1,59
7 16 7 1 31 13 2 3,17
7 16 7 1 31 14 | 1,59
7 16 7 1 32 13 | 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 2 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 2 7 17 1 1,59
7 17 9 1 31 13 3 4,76
7 17 9 2 7 17 2 3,17
7 17 9 2 31 13 1 1,59
7 23 9 1 31 13 1 1,59
Total 63 100,00
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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APENDICE 5 - HAPLOTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E
IVS176CA PRESENTES EM CROMOSSOMOS AFETADOS DE
EURO-BRASILEIROS E AFRO-BRASILEIROS?

Alelos Freqiiéncia Alelos Freqiiéncia
PO "1US8CA IVSIZbTA IVSITHCA (%) BP0 TUS8CA IVSI7bTA IVSIZbCA (%)
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 2 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 1° 217
16 33 13 2 1,79 16 30/32 13 1 217
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 1 089 g 16 45 13 1 217
E 17 7 17 3 2,68 = 16 7/34 17 1° 217
£ 1 30 B3 2 1 || 16 nd 13 2 435
S 17 31 13 24 21,43 g 16/17  30/33 13/14  1° 2,17
,5 17 32 13 7 6,25 b 16/17  30/33 1314 14 217
17 33 13 1 0,89 16/23 33 13 1© 217
17 31/34 13 1 0,89 16/23 31 13 1 217
17 41 13 1 0,89 17 7 17 4 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 19 734 13 1° 217
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: : - iglclui haplétipos presentes no apéndice 1

- sdo dois cromossomos do mesmo individuo, sendo que estes individuos
apresentam apenas dois haplétipos e estes sdo distintos (por exemplo, no ® um dos
haplétipos tem o alelo 30 e o outro o alelo 32

nd - ndo definido (por algum problema técnico ndo foi possivel estabelecer o alelo)

“/” - ndo foi possivel identificar o alelo (indica “ou™)

nt - ndo tipado
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APENDICE 6 - HAPLOTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E
IVS17bCA PRESENTES EM CROMOSSOMOS NORMAIS DE

EURO-BRASILEIROS E AFRO-BRASILEIROS.

Alelos Freqiiéncia Alelos Freqiiéncia
8TUPO "/S8CA IVSIZbTA IVSIZThCA (%) ETUPO "7S8CA IVSIZbTA IVSIZToCA - (%)
14 7 17 I 09 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 2 1 0,94
14 46 13 1 0,94 B. 02 22 17 1 0,94
15 7 17 2 189 G § 23 30 13 1 0,94
15 31 13 1 094 £ 2 31 13 1 0,94
16 7 13 1 094 lE 23 33 13 1 0,94
16 7 17 13 12,26 5 23 35 13 2 1,89
16 8 17 1 094 &3 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 1038
16 31 14 1 094 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
g 16 34 13 1 0,94 16 25 13 1 3,13
2 16 35 13 1 0,94 16 29 13 1 3,13
g 16 44 13 2 1,89 16 29 14 1 3,13
B 16 45 13 1 094 16 30 13 3 9,38
o 16 46 13 3 2,83 16 31 13 1 3,13
ol 16 47 14 1 0% o 16 32 13 3 938
16 nd 13 2 1,89 -8 16 34 13 1 3,13
17 7 11 1 0,94 ?'é 16 42 13 1 3,13
17 7 17 5 472 £ 16 49 16 1 3,13
17 24 20 1 094 : 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 1 094 17 7 17 1 3,13
17 41 13 1 094 17 19 13 1 3,13
17 44 13 1 094 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 1 094 23 7 17 1 3,13
17 55 11 2 1,89 23 31 13 2 6,25
18 32 13 1 094 16/23 28 16 1 3,13
18 36 13 1 094 Total 32 100,00

FONTE: o autor
nd - n3o definido (ndo foi possivel estabelecer o alelo)

NOTA:

“/” - ndo foi possivel identificar o alelo (indica “ou”)
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APENDICE 7 - DISTRIBUICAO DOS HAPLOTIPOS FORMADOS PELOS SEIS
MARCADORES INTERNOS DO GENE CFTR EM
CROMOSSOMOS DE AFETADOS DOS GRUPOS EURO-
BRASILEIRO E AFRO-BRASILEIRO

mutagdo Alelo , Fregiiéncia

IVS6aGATT IVS8CA IVS8-T(n) T854/Ava II TVSI7TbTA 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 | 1,49
G542X 6 23 7 1 33 13 1 1,49
AF508 6 23 9 1 31 13 13 19,40
AF508° 6 2 9 1 31 13 3 448
G542X 6 23 9 i 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 i 30 13 1 1,49
AF508 6 25 9 1 30 13 | 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 3 4,48
711+1G:T 7 16 7 1 25 13 1 1,49
2183 AA:G 7 16 7 1 31 13 2 2,99
2183 AAG 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 | 1,49
R334W 7 16 7 1 48 13 1 1,49
17117-1G:A 7 16 7 2 7 17 1 1,49
3849+10kb C.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 4 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 3 448
W1282X 7 17 9 2 7 17 2 2,99
AF508 7 17 9 2 31 13 1 1,49
AF508 7 23 9 1 31 13 1 1,49

Total 67 100,00

FONTE: o autor
NOTA:" - muta¢Ges com haplétipos completos identificados na amostra afro-brasileira



157

APENDICE 8 - HAPLOTIPOS PARA OS MARCADORES IVS8CA, IVS17bTA E
IVS17bCA, SEM MUTACAO ASSOCIADA, PRESENTES EM
CROMOSSOMOS AFETADOS, DE EURO-BRASILEIROS E AFRO-

BRASILEIROS®
grupo Alelos n Freqiiéncia' Freqiiéncia’
IVSS8CA IVS17bTA IVS17bCA (%) (%)
14 7 17 1 7,14 0,89
o 16 29 13 2 14,29 1,79
8 16 30 13 2 14,29 1,79
fg 16 31 13 1 7,14 0,89
5 16 32 13 3 21,43 2,68
o 16 33 13 1 7,14 0,89
a 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
S 16 nd 13 2 9,52 4,35
5 16 30/32 13 1° 4,76 2,17
3 16 30/32 13 1° 4,76 2,17
8 16 34/7 17 1 4,76 2,17
& 16/17 30/33 13/14 ¢ 4,76 2,17
< 16/17 30/33 13/14 1 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 1° 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: ' Frequencia relativa apenas aos haplotipos presentes em cromossomos sem mutagdes
identificadas.
? Frequencia relativa a todos os haplétipos presentes em cromossomos de individuos
afetados.

a

- inclui haplétipos presentes no apéndice 1

b-c-d _ s30 dois cromossomos do mesmo individuo, sendo que estes individuos
apresentam apenas dois hapl6tipos e estes sdo distintos (por exemplo, no ° um dos
haplétipos tem o alelo 30 e o outro o alelo 32

nd - ndo definido (por algum problema técnico ndo foi possivel estabelecer o alelo)

“/” - ndo foi possivel identificar o alelo (indica “ou”)

nt - ndo tipado



