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Resumo 
 
 A Fibrose Cística (FC) é uma doença autossômica recessiva letal com alta 

incidência na região sudeste brasileira. É causada por mutações no gene CFTR que 

codifica uma proteína que se localiza na membrana apical das células epiteliais das 

vias aeríferas, pâncreas, glândulas salivares e sudoríparas, intestino e aparelho 

reprodutor, constituindo um canal de cloro. O aumento da viscosidade do muco 

extracelular é responsável pela maioria das complicações clínicas relacionadas à 

FC, sendo o acometimento respiratório a principal causa de morbidade e 

mortalidade. Mais de 1500 mutações foram associadas à FC, divididas em seis 

classes de acordo com o efeito que causam na produção e atividade da proteína 

CFTR, sendo a F508del a mais frequente delas. Com o aumento do diagnóstico 

precoce e melhora da abordagem terapêutica, cada vez mais pacientes chegam à 

idade adulta. A atenção ao paciente deve acompanhar a mudança demográfica 

tendo em vista as necessidades específicas da idade sejam clínicas, psicológicas ou 

sociais. 

 O objetivo desse projeto foi caracterizar uma amostra de pacientes adultos 

com hipótese diagnóstica de FC e correlacionar os aspectos clínicos, moleculares e 

fisiológicos. A caracterização clínica foi realizada por pesquisa de dados clínicos no 

arquivo médico dos pacientes; a molecular foi realizada por métodos de 

genotipagem como DHPLC, sequenciamento do DNA e MLPA e a fisiológica foi 

realizada por medidas de corrente intestinal por micro-câmara de Ussing.  
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 Foi observado que pacientes sem atividade da CFTR tendem a ser 

diagnosticados mais cedo. Houve associação entre as classes de mutação de CFTR 

e a atividade do canal e uma relação entre a gravidade da mutação/inatividade de 

CFTR e a idade ao diagnóstico, função pulmonar e gravidade avaliada por Escore 

de Shwachman. Houve associação entre a colonização crônica por Pseudomonas 

aeruginosa e a obstrução pulmonar avaliada por dados de espirometria.  

 As principais contribuições desse estudo foram: implementação de um 

método pioneiro no Brasil que além de servir como ferramenta diagnóstica tem 

sido muito utilizado na pesquisa de novos fármacos para tratamento mutação-

dirigidos; caracterização clínica, molecular e fisiológica dos adultos com hipótese 

diagnóstica de fibrose cística, um grupo de pacientes cada vez mais frequente no 

atendimento médico dessa doença.  
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Abstract 

 Cystic Fibrosis (CF) is a lethal autosomal recessive disease with high 

incidence in Southeast Brazil. It is caused by mutations in the CFTR gene, which 

encodes a protein that is located in the apical membrane of epithelial cells of 

airway tract, pancreas, salivary and sweat glands, intestine and reproductive 

system, forming a chloride channel. The increasing of the viscosity of extracellular 

mucus is responsible for most clinical complications related to CF, with pulmonary 

impairment as a major cause of morbidity and mortality. More than 1500 

mutations have been associated with CF, divided in six different classes according 

to the effect on CFTR protein production and activity, F508del being the most 

common type. With the increase of early diagnosis and improved therapeutic 

approach, more and more patients reach adulthood. The patient care should follow 

the demographic shift regarding the specific needs of the age are clinical, 

psychological or social.  

 The aim of this study was to characterize a sample of adult CF patients with 

diagnosis of CF and to correlate the clinical, molecular and physiological features. 

Clinical characterization was obtained from archived medical records. Molecular 

characterization was performed by genotyping methods such as DHPLC, MLPA and 

sequencing and physiological characterization was performed by intestinal current 

measurements by micro-Ussing chamber.  
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 It was observed that patients in whom the CFTR channel does not show any 

residual activity tend to be diagnosed earlier. There was an association between 

the classes of CFTR mutation and the activity of the channel and a relationship of 

mutation severity/inactivity of CFTR with the age at diagnosis, lung function and 

severity score assessed by Shwachman-Kulczycki. There was an association 

between chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa and pulmonary 

obstruction. 

 The main contributions of this study were: implementation of a method 

pioneered in Brazil that serves as a diagnostic tool and has been used in 

researching new drugs for treatment of specifics mutation and clinical, 

physiological and molecular characterization of adults with cystic fibrosis, a 

growing group in medical care. 
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1. Histórico da fibrose cística 

 “Pobre niῆo aquél al que, al besar su frente, sabe a sal. Un embrujo a caído 

sobre él y no tardará en morir”a. Essa frase do século XVI conhecida pelo meio 

popular de algumas regiões do centro e norte da Europa refere-se a uma 

característica clínica marcante da fibrose cística (FC). 

 A FC foi reconhecida como uma doença distinta em 1938 quando estudos de 

autópsia de crianças desnutridas identificaram uma doença de obstrução dos 

ductos glandulares por muco, chamada fibrose cística do pâncreas, distinta à 

síndrome celíaca (1). Essa doença foi caracterizada pela deficiência na absorção de 

gordura e proteína, esteatorréia, retardo no desenvolvimento pondero-estatural e 

infecção pulmonar (2). O muco espesso e pegajoso que leva ao entupimento dos 

ductos das glândulas mucosas de todo o corpo deu origem a denominação 

alternativa mucoviscidose (3). Em 1946 a FC começou a ser reconhecida como 

uma doença genética com padrão de herança autossômico recessivo (4). Em 

meados de 1948 o pediatra Paul di Sant’Agnese fez uma descoberta crítica: muitas 

crianças com FC apresentavam prostração sob calor e seu suor era anormal, com a 

concentração de sódio e cloreto cinco vezes maior (5). A elevada concentração de 

cloreto no suor possibilitou um teste diagnóstico conveniente. A técnica de 

iontoforese por pilocarpina descrita por Gibson e Cooke em 1959 (6) trouxe 

praticidade a esse tipo de teste e ainda hoje poucos testes têm esse poder 

discriminatório para a FC. A descoberta dessa anormalidade trouxe evidências de 

                                                           
a Pobre criança aquela que, ao ser beijada na testa, apresenta um gosto salgado. Um feitiço caiu 
sobre ela e não tardará a morrer. 
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que o defeito básico poderia não ser a produção de muco, sua modificação ou a 

secreção de macromoléculas (2). Em 1983, Paul Quinton utilizou os ductos de suor 

para explicar a falha do transporte de cloreto como o defeito básico da FC (7). 

Knowles e colaboradores e Boucher e colaboradores identificaram na mesma época 

o aumento na reabsorção de sódio como uma característica regular da FC nas vias 

aeríferas (8, 9). O gene associado à FC, chamado CFTR (do inglês, Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) foi clonado em 1989 (10, 11, 12). A figura 

1 ilustra o histórico da FC desde as primeiras descobertas até meados de 2008 (2). 

 

 

Figura 1. Histórico relevante sobre o diagnóstico, descrição clínica e tratamento da FC. Adaptado de 
Davis, 2006 (2). 
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2. Epidemiologia 

 A Fibrose Cística (FC) ou mucoviscidose é uma doença autossômica 

recessiva letal que acomete aproximadamente 70.000 indivíduos no mundo (13), 

apesar de sua incidência variar conforme o grupo étnico em que está presente, ou 

ainda, dentro de um mesmo grupo étnico (14, 15, 16).  

 Estimar a incidência da FC é muito complicado por várias razões, incluindo a 

heterogeneidade da apresentação clínica que leva a diagnósticos tardios ou mesmo 

perda do diagnóstico por morte precoce, diferenças na habilidade de identificar a 

doença por limitações de teste diagnóstico, triagem neonatal em apenas parte da 

população e casos não comunicados ou mal classificados (17). As principais 

análises relacionadas à estimativa da incidência da FC consideram os registros 

canadenses (18, 19), equatorianos (20), franceses (21, 22), irlandeses (23), 

italianos (24, 25), suecos (26), ingleses (27) e americanos (28, 29) e estão 

resumidos na tabela 1. 
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Tabela 1. Incidência mundial da FC, adaptado de Salvatore et al., 2011 (17). 

Ano País Nº de pacientes Período Incidência Ref. 

2007 Equador 62 Não consta 1:11.252 20 
2007 França 4104 1994-2003 1:4.600 21 
2007 Irlanda 649 2001-2003 1:1.353 23 

2005 Canadá Não consta 1971-2000 
1:2.714 (1971-87) 

1:3.608 (1988-2000) 19 

2004 Itália 1742 1988-2001 1:4.238 25 
2002 França 543 1960-1999 1:1.787 a 1:3.482 22 

1999 Itália 3617 1988-1997 
1:4.700 e 1:3.000 

(em Veneto) 24 

1998 EUA -CFF 17755 (caucasianos) 

601 (afroamericanos) 
1994 

1:3.200 
(caucasianos) e 
1:15.000 (não 
caucasianos 

29 

1997 Inglaterra 6657 1968-1995 1:2.415 27 

1996 Canadá 3795 1970-1989 1:2.500 e 1:891 (em 
Quebec) 

18 

1996 EUA-CFF 19781 1989-1991 

1:2.906 
(caucasianos) e 
1:12.163 (não 
caucasianos) 

28 

1982 Suécia 116 1968-1977 1:2.200 a 1:4.500 26 

 

 Trata-se de uma doença rara nos países africanos e asiáticos (14) (Tabela 

2), com uma incidência estimada de 1/350.000 no Japão (30).  

 

Tabela 2. Incidência da FC em diferentes grupos étnicos, adaptado de 
Fitzsimmons, 1993 (14). 

População Incidência 
Europeus 1:2.500 

Povos Hispânicos 1:9.500 
Índio norte-americano 1:10.000 

Negros americanos 1:15.000 
Africanos 1:40.000 
Asiáticos 1:50.000 

Aborígenes do Hawaí 1:90.000 

 

 No Brasil, a incidência na região sul assemelha-se à da população 

caucasiana centro-européia que é de um em cada 2.500 nascimentos (31). 
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Portanto, a incidência de portadores de mutações no gene associado à FC nessa 

região é de aproximadamente um em cada 25 a 26 pessoas. Em outras regiões, a 

incidência da doença pode diminuir até quatro vezes (31).  Porém, os dados sobre 

incidência da FC no Brasil são controversos. Uma revisão de estudos de triagem 

neonatal realizados no Brasil feita por Rodrigues e colaboradores (2008) (32) 

mostrou que a incidência da FC nos estados de Paraná, Santa Catarina, Minas 

Gerais e São Paulo é de 1:9.520, 1:8.779, 1:9.115 e 1:8.403, respectivamente (33, 

34, 35, 36).  

 

3. Biologia molecular da FC 

A) Gene CFTR e mutações 

 A FC é uma doença genética com padrão de herança autossômico recessivo, 

o que significa que, para desenvolver FC, uma pessoa deve possuir os dois alelos 

alterados. É causada por mutações em um único gene localizado no braço longo 

do cromossomo 7, região 7q3.1, constituído por 27 exons (Figura 2). Esse gene 

codifica uma proteína transmembrânica reguladora da condutância iônica (CFTR) 

que age como canal de cloreto (11). 
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Figura 2. Esquema do gene CFTR, retirado de Correia, 2005 (37). 
  

 A mutação mais frequente responsável pela FC é a deleção de uma 

fenilalanina no resíduo 508 da proteína (F508del), que leva a deficiência no 

dobramento da CFTR e, posteriormente, sua degradação no retículo 

endoplasmático rugoso (38). Tal alteração está presente em 70 a 95% dos alelos 

responsáveis pela FC em países do leste europeu. No Brasil essa alteração 

contribui com cerca de 50% dos alelos responsáveis pela doença nas regiões sul e 

sudeste (31, 37). A porcentagem baixa quando comparada aos países europeus 

que colonizaram o Brasil e que contribuíram de forma importante na composição 

genética dessas regiões brasileiras, reflete o alto índice de miscigenação racial 

característico de nosso país (39). Além da F508del, mais de 1800 alterações 

moleculares já foram descritas no gene CFTR, mais de 1500 associadas ao 

fenótipo (40). 
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 As mutações da FC foram divididas em seis diferentes classes (Figura 3) de 

acordo com o efeito que causam no processo de formação da proteína CFTR 

madura. As classes I a III apresentam fenótipo mais grave, já que englobam 

mutações que levam à não produção da proteína CFTR ou à produção de proteína 

inativa (41, 42).  

 

Figura 3. As seis classes de mutações que causam FC, suas consequências e exemplos, onde 
MP=membrana plasmática. Adaptado de Zielenski e Tsui, 1995 (41) e Haardt et al., 1999 (42). 
  

 As mutações de classe I resultam na ausência de produção da CFTR, 

causada pelas mutações que alteram sinais de encadeamento (splicing), mudanças 

de fase de leitura ou sem sentido, que geram proteínas truncadas que são 

degradadas (41). As relacionadas à formação de códon de parada prematuro 

levam ainda a degradação do RNA mensageiro através do mecanismo de 

decaimento de RNA mediado pela falta de sentido (38). As mutações de classe II 
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alteram os eventos de processamento e maturação da proteína, com consequente 

retenção no retículo endoplasmático rugoso e degradação. A mutação mais 

frequente, a F508del, pertence a essa classe (43). As mutações da classe III 

afetam o domínio regulatório do canal, incapacitando o processo de abertura (44).  

 As mutações agrupadas nas três últimas classes (IV, V e VI) estão 

associadas com alguma secreção de cloreto, embora em geral esta não chegue a 

atingir 10% do normal. Um estudo mostrou que níveis de expressão de pelo 

menos 5% do RNA mensageiro normal estão ligados ao prognóstico melhor da 

doença (45).  

 As mutações de classe IV produzem uma proteína que chega corretamente 

na membrana e responde à estimulação por ATP, porém com redução da 

condutância de íons cloreto (38). As mutações de classe V produzem quantidade 

diminuída da proteína normal de forma a reduzir os níveis de atividade de CFTR 

(46). Mutações de erro de encadeamento que produzem pequena porcentagem de 

RNAm normais estão dentro dessa categoria. As mutações de classe VI são 

aquelas que levam a produção de proteínas que possuem tempo de permanência 

reduzido na membrana apical das células (42). 

 O conhecimento da genética da FC possibilitou o desenvolvimento de 

pesquisas que visam a identificação de substâncias que atuam corrigindo o efeito 

que determinadas mutações causam na produção e atividade da CFTR. Em 

mutações de classe I, antibióticos aminoglicosilados como a gentamicina têm sido 

descritos como supressores do códon de parada prematuro levando a incorporação 
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de um aminoácido, permitindo que a tradução prossiga até o final do transcrito 

(47). Nas mutações de classe II, chaperonas estabilizam a estrutura protéica e 

promovem o dobramento adequado possibilitando o transporte à superfície celular 

da proteína resultante (48). Em mutações de classe III, a regulação do canal é 

beneficiada por potenciadores da CFTR como as alquilxantinas e o flavonóide 

genisteína (49). Em mutações de classe IV, a compensação pela redução de 

condutância pode ser alcançada pelo aumento de CFTR na superfície celular 

através de melhora no transporte ou ainda pelo aumento no estímulo dos canais 

existentes com o uso de potenciadores (38). Em mutações de classe V, os 

potenciadores também podem ser utilizados, uma vez que a produção baixa de 

CFTR, consequente do tipo de mutação, pode ser compensada pelo aumento da 

atividade das proteínas normais que já estão na superfície celular (38).  

 Apesar de existir a relação entre gravidade clínica e classe de mutação de 

CFTR, a FC apresenta expressividade variável, ou seja, mesmo apresentando a 

mesma mutação, o fenótipo ou a gravidade pode variar.  Mekus e colaboradores 

(2000) (50), em seus estudos com gêmeos, sugeriram outro componente genético, 

que somado às mutações do gene CFTR e ao ambiente, atua na modulação da 

gravidade clínica da FC.  De fato, cada vez mais genes moduladores da gravidade 

clínica estão sendo descritos (51). 

 

B) Proteína CFTR: produção, transporte e funcionamento 

 A proteína CFTR constitui um canal de cloreto que é ancorado na membrana 
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apical das células epiteliais das vias aeríferas, pâncreas, glândulas salivares e 

sudoríparas, intestino e aparelho reprodutor (52). Essa proteína é membro da 

superfamília dos transportadores ABC (do inglês, ATP binding cassette) e consiste 

em 1480 aminoácidos arranjados em dois domínios transmembrânicos, TMD-1 e 

TMD-2 (do inglês, transmembranic domains), dois domínios de ligação ao ATP, 

NBD-1 e NBD-2 (do inglês, nucleotide binding domain) e um único domínio 

regulatório RD (do inglês, regulator domain), com muitos sítios possíveis de 

fosforilação, que auxiliam na regulação da atividade do canal (53) (Figura 4). Além 

de exercer a função como canal de cloreto dependente de AMP cíclico e/ou de 

proteína quinase A (PKA), atua na regulação de outros canais iônicos, como o 

ENaC (do inglês, epithelial Na+ channel). 

 

Figura 4. Representação esquemática da proteína CFTR, adaptado de Riordan, 2005 (53). 
 

 A tradução do RNAm acontece no retículo endoplasmático rugoso (RER) e 

durante esse processo o polipeptídeo CFTR é integrado em sua membrana e é N- 
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glicosilado pela adição de dois grupos de glicosilação em sua alça extracelular. 

Nesse ponto, o peso molecular da proteína CFTR aumenta de 130 para 150KDa 

(54). Com a adição de chaperonas moleculares, tais como a calnexina e Hsp 70, a 

CFTR é dobrada corretamente, fica resistente a proteases e é transportada para o 

complexo de Golgi, onde os grupos glicosilados são posteriormente modificados 

para formar a proteína madura de 170KDa. Essa última forma é então 

transportada para a membrana plasmática de células que expressam a proteína 

CFTR, onde funciona como um canal de cloreto (55).  Uma vez presente na 

membrana celular, a CFTR submete-se a ciclos de endocitose e reciclagem de volta 

a membrana (56). A extremidade C-terminal da CFTR contém um sinal de 

internalização (nas proximidades da tirosina na posição 1424). A troca do resíduo 

de tirosina por alanina leva a redução de 40% no processo de endocitose (57) e 

previne a ligação do complexo adaptador AP-2 (58). Esse processo de reciclagem é 

regulado por AMPc e um aumento de AMPc resulta em um aumento considerável 

de CFTR presente na membrana celular (59). A proteína madura tem meia-vida de 

16 horas e é degradada por lisossomos (55). 

 A proteína CFTR funciona como um canal de cloreto e sua regulação é 

muito complexa. Múltiplas quinases podem ativar o canal de cloreto CFTR, porém 

apenas a ativação dependente de PKA é descrita em detalhes. Um modelo 

simplificado está ilustrado na figura 5 (54).  
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Figura 5. Modelo de transporte através do canal CFTR, onde azul evidencia a ligação a 
nucleotídeos, PKA=fosfoquinase A, PP=fosfatase alcalina, ATP= adenosina trifosfato, 
ADP=adenosina difosfato, Pi= fósforo inorgânico, P= fosforilado, NBD=domínio de ligação a 
nucleotídeo e RD=domínio regulatório. Adaptado de Vankeerberghen, 2002 (54). 
 

 Primeiramente, o RD é fosforilado por PKA dependente de AMPc. Isso 

permite a ligação de um ATP ao NBD1. Quando o ATP é hidrolizado pelo NBD1, o 

canal abre e ânions podem fluir de acordo com o gradiente eletroquímico através 

do poro formado pelo domínio transmembrânico. Quando o RD está totalmente 

fosforilado, o NBD2 pode se ligar ao ATP. Esse evento estabiliza a abertura do 

canal de cloreto e resulta em aberturas mais longas. Quando, num passo seguinte, 
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o ATP é hidrolizado no NDB2 e ADP e Pi são liberados de ambos NBDs, o canal se 

fecha novamente (60). Enquanto o RD está fosforilado, os ciclos de ligação e 

hidrólise do ATP em ambos os NBDs podem continuar e, como consequência,  há 

abertura e fechamento do canal. Entretanto, quando o RD é desfosforilado por 

fosfatases, por exemplo a PP2A e a PP2C (61, 62), os NBDs não são capazes de se 

ligar ao ATP e o canal vai ficar no estado fechado até o RD ser refosforilado pela 

PKA. 

 

4. Fisiopatologia 

 A CFTR é mais do que um canal de cloreto. Ela atua inibindo o ENaC, ativa 

canais de cloreto que não o CFTR (ORCC- do inglês, outwardly rectifying chloride 

channel), ativa canais de ATP a ela associados, sensibiliza canais de potássio a 

determinados compostos, inibe canais aniônicos regulados por volume e correntes 

de cloreto ativadas por cálcio endógeno e alteram a composição iônica de 

compartimentos intracelulares como complexo de Golgi e lisossomos (processo 

esse importante na glicosilação), além de regular o transporte intracelular de 

vesículas (54).   

 A fisiopatologia da fibrose cística pode ser entendida, de uma maneira 

simplificada, da seguinte forma: como a CFTR age como canal que além de 

transportar ânions de cloreto inibe a absorção de cátions de sódio pelo ENaC, a 

falta ou o mau funcionamento da CFTR na membrana apical de células onde 

deveria ser expressa, faz com que os ânions cloreto permaneçam contidos dentro 



 16 

da célula e a absorção de sódio seja exacerbada, aumentando a pressão osmótica 

intracelular, o transporte de água para o interior da célula e, como consequência, 

levando ao aumento da viscosidade do muco extracelular. É esse muco viscoso, 

que deu origem ao outro nome da doença (mucoviscidose), que é responsável pela 

maioria das complicações clínicas relacionadas à FC.  

 

5. Apresentação clínica e tratamento 

 Os sintomas relacionados à FC aparecem ao longo da vida com grande 

sobreposição e variabilidade, de paciente para paciente, tanto dos sintomas como 

da idade em que eles acontecem. A figura 6 mostra a idade aproximada do 

surgimento de algumas das maiores complicações clínicas da doença (63).  

 
Figura 6. Idade aproximada de surgimento das manifestações clínicas da FC, adaptado de 
O’Sullivan e Freedman, 2009 (63). 
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A) Manifestações gastrointestinais 

 Cerca de 15% dos bebês com FC nascem com íleo meconial, uma condição 

obstrutiva secundária à presença do muco espesso no intestino. De 85 a 90% dos 

nascidos com FC desenvolvem insuficiência pancreática (IP), por causa da 

obstrução dos canalículos pancreáticos por tampões de muco espesso. Isso impede 

a liberação das enzimas para o duodeno e as consequências da IP são 

esteatorréia, deficiência de vitaminas lipossolúveis e desnutrição com baixo ganho 

pondero-estatural. Os pacientes que não desenvolvem a IP tem melhor 

prognóstico, pois conseguem manter melhor estado nutricional (64). As secreções 

intestinais espessas, a má absorção e a baixa motilidade do intestino podem levar 

a obstrução intestinal distal em pacientes mais velhos. A baixa absorção de 

vitaminas lipossolúveis pode levar a acrodermatite, anemia, neuropatia, cegueira 

noturna, osteoporose, entre outras. Os pacientes com FC estão sob maior risco de 

desenvolver cirrose biliar por obstrução dos ductos biliares (63). 

 O uso de enzimas pancreáticas exógenas melhorou o quadro de desnutrição 

apresentado pelos pacientes com FC (65). As formulações e dosagens de enzimas 

têm mudado ao longo dos anos (66), porém o princípio permanece o mesmo: 

fornecimento das amilases, lipases e proteases, enzimas que o pâncreas do 

paciente com FC é incapaz de produzir adequadamente (67). 

 

B) Manifestações pulmonares 

 A sobrevivência, consequente da melhora da desnutrição causada pela IP 
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em FC, resultou no aparecimento das afecções pulmonares, sendo hoje o status do 

trato respiratório a principal causa de morbidade e mortalidade da doença (68). 

Tipicamente, a doença pulmonar é descrita como um ciclo vicioso de retenção de 

muco, infecção, inflamação e dano ao tecido pulmonar (Figura 7), existindo, 

contudo, abordagens terapêuticas direcionadas a cada parte desse ciclo (67). 

 

 

Figura 7. Causas e consequências das manifestações pulmonares presentes na FC, adaptado de 
Kreindler, 2010 (67). 
  

 Os pulmões são anatômica e funcionalmente normais no período intra-útero 

e nos primeiros meses de vida. Porém ao longo da vida o muco viscoso propicia a 

infecção e inflamação. A manifestação respiratória mais comum é a tosse crônica 
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persistente, que pode ocorrer desde as primeiras semanas de vida, perturbando o 

sono e a alimentação do lactente. Muitas crianças apresentam história de 

bronquiolite de repetição, síndrome do lactente chiador e infecções recorrentes do 

trato respiratório, bem como pneumonias de repetição [revisado por Ribeiro et al., 

2002 (64)]. A colonização bacteriana secundária à retenção de secreção favorece 

metaplasia do epitélio brônquico e desorganização da estrutura ciliar. Formam-se 

rolhas purulentas nos brônquios e bronquíolos, com infiltração linfocitária aguda e 

crônica. Com a evolução da doença, formam-se bronquiectasias, geralmente após 

o segundo ano de vida, preferencialmente nos lobos superiores, decorrentes da 

incapacidade do paciente em esterilizar o trato respiratório e suprimir o processo 

inflamatório. As complicações incluem, entre outras, hemoptises recorrentes, 

atelectasias, pneumotórax e fibrose pulmonar (64). As vias aeríferas superiores são 

comprometidas na totalidade dos pacientes, na forma de pansinusite crônica. A 

polipose nasal ocorre em cerca de 20% dos pacientes (64). 

 Para melhorar o transporte mucociliar são utilizadas técnicas de fisioterapia 

para eliminação do muco das vias aeríferas e uso de mucolíticos. Inalações com 

solução hipertônica têm mostrado bons resultados na melhora do quadro osmótico 

do microambiente das vias aeríferas [revisado por Kreindler, 2010 (67)].  

 Os anti-inflamatórios podem ser usados para a melhora do quadro 

inflamatório, porém seus efeitos colaterais tornam o uso frequente inadequado 

[revisado por Kreindler, 2010 (67)]. A azitromicina tem sido usada como 

medicamento anti-inflamatório e tem mostrado bons resultados na melhora da 
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função pulmonar em pacientes que são cronicamente infectados por Pseudomonas 

aeruginosa (69). 

 A antibioticoterapia tem sido um tratamento que aumenta a sobrevivência 

na FC. Os antibióticos podem ser administrados oralmente, via intravenosa ou por 

inalação e são geralmente direcionados ao tipo de microrganismo que está 

presente no escarro do paciente e sua resistência. A administração do antibiótico 

pode ser feita na fase aguda de exacerbação pulmonar ou de forma crônica para 

pacientes cronicamente infectados por P. aeruginosa [revisado por Kreindler, 2010 

(67)]. 

 

C) Outras manifestações clínicas 

 A proteína CFTR tem a função de reabsorver o cloro da luz das glândulas 

sudoríparas. O mau funcionamento ou sua ausência causa o aumento da 

concentração de cloreto no suor e a hiperatividade do ENaC, com consequente 

aumento de sódio (70). O teste de cloreto no suor é o mais utilizado para fazer o 

diagnóstico de FC (63) e é realizado por uma técnica bem estabelecida de 

iontoforese sob estimulação de pilocarpina e determinação quantitativa de 

concentrações de sódio e cloreto no suor (6). A figura 8 mostra os valores 

utilizados para o diagnóstico, bem como as possíveis causas para testes falso-

positivos ou falso-negativos. 
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Figura 8. Valores de concentração de cloreto no suor para diagnóstico de FC e as possíveis causas 
de resultados falsos, adaptado de Davis, 2006 (2) e O´Sullivan e  Freedman, 2009 (63). 
  

 Pacientes com FC do sexo masculino, em sua maioria, apresentam 

comprometimento reprodutivo, devido à agenesia bilateral do vaso deferente 

(CBAVD, do inglês Congenital bilateral absence of the vas deferens). Bem no 

começo da vida, o vaso deferente torna-se entupido por secreções viscosas e é 

reabsorvido, deixando o paciente sem essa estrutura. Mulheres com FC 

apresentam muco cervical espesso, fato que também pode prejudicar a fertilidade 

(2).  

 Outras complicações comuns aos pacientes são o desenvolvimento de 

diabetes, cuja incidência aumenta com o aumento da idade, e a perda excessiva 

de sais pelo suor que pode levar a alcalose metabólica e prostração no calor (2). 

Um resumo dos fenótipos mais prováveis relacionados ao nível de expressão da 

CFTR funcional está ilustrado na figura 9. 
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Figura 9. Relação entre a expressão de CFTR funcional e os fenótipos prováveis, adaptado de 
Davis, 2006 (2). 
 

6. FC: a mudança no panorama demográfico 

A) Importância da atenção à transição da pediatria ao atendimento ao adulto  

 Quando a FC foi descrita, a vida dos pacientes era curta e dolorosa. 

Contudo, à medida que casos menos graves foram sendo reconhecidos, os 

antibióticos começaram a ser amplamente usados, os suplementos pancreáticos se 

tornaram disponíveis e se iniciou um tratamento agressivo dos sintomas, tanto a 

duração como a qualidade de vida dos pacientes, melhoraram (figura 10) (2). 

 

Figura 10. Idade média de sobrevivência de pacientes com FC ao longo dos anos desde a descrição 
da FC, adaptado de Davis, 2006 (2). 
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 Atualmente, embora as crianças com FC tomem muitos medicamentos, 

tenham que se submeter a uma dieta hipercalórica e utilizar suplementos 

alimentares, fazer exercícios e fisioterapia, elas geralmente ficam fora do hospital, 

vão à escola e vivem, até certo ponto, vidas normais. Em 2005, mais de 35% dos 

pacientes com FC apresentavam idade maior que 18 anos (2) e há perspectiva que 

pacientes com FC nascidos na década de 90 viverão até os seus 40 anos e os que 

estão nascendo agora com a doença tenham expectativa de vida de 50 anos (71, 

72). Assim, muitos fibrocísticos vão precisar de atenção médica orientada a adultos 

durante a sua vida (73), pois esse processo de transição coincide com a época da 

adolescência ou primeira fase da idade adulta, quando a função pulmonar deve 

estar piorando e a carga de tratamento bem como as complicações da doença 

multissistêmica, aumentando (71, 74, 75). Os desafios psicossociais comuns aos 

adolescentes, incluindo o desenvolvimento de habilidades individuais, são 

ampliados no cenário de uma doença crônica e podem levar a dificuldades como a 

aderência ao tratamento e o autocuidado. Portanto, manter a qualidade de vida e 

aumentar o tempo de vida são desafios contínuos para os pacientes, seus 

familiares e médicos. Com o diagnóstico precoce cada vez mais comum após 

implantação ampla de testes de triagem neonatal da FC pelo mundo, o surgimento 

de terapias mais eficientes, a atenção multiprofissional e a aderência ao 

tratamento pelos pacientes, o número de adultos com FC tem aumentado 

continuamente (Figura 11) e, certamente, a visão de como fazer a transição do 

atendimento da pediatria ao cuidado com o adulto, bem como quais os novos 
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aspectos clínicos e psicossociais surgem dessa mudança demográfica, precisarão 

acompanhar esse novo cenário.   

 

Figura 11. Prevalência de pacientes com FC, pediátricos e adultos, entre 1986 e 2009. Adaptado de 
Patient Registry Annual Report, CFF, 2009 (71). 
 

B) Adultos com FC  

 A maioria dos adultos com FC é diagnosticada ao nascimento ou na primeira 

infância, com quadros sugestivos, como sintomas respiratórios persistentes, 

desnutrição ou pouco ganho de peso, esteatorréia, entre outros. Contudo, em 

aproximadamente 5% dos casos, o diagnóstico não é realizado até a idade adulta, 

quando exames de radiografia de tórax mostram alterações difusas e mudanças no 

parênquima pulmonar (76). Evidências da disfunção da CFTR e um cenário clínico 

apropriado são a base do diagnóstico nesses casos. O teste de cloreto no suor 

superior a 60mEq/L geralmente indica funcionamento anormal de CFTR. 

Alternativamente, diferenças no potencial nasal e retal podem acessar a atividade 
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de CFTR. A genotipagem das mutações em CFTR podem também levar ao 

diagnóstico de casos mais atípicos. Porém, apesar dos testes disponíveis, alguns 

pacientes ainda permanecem sem diagnóstico definitivo, evidenciando os 

problemas em se considerar a FC como uma doença “tudo-ou-nada” (76). Os 

pacientes cujos testes diagnósticos são pouco convincentes e que ainda assim têm 

quadros clínicos que se assemelham a FC, devem ser tratados como FC. Nos casos 

nos quais há apresentações clínicas atípicas, por outro lado, os pacientes podem 

nunca precisar do tratamento padrão para FC (76).  

 

7. Justificativa 

 A mudança demográfica dos pacientes com FC suscitou novos desafios já 

que o grupo de adultos, cada vez mais numeroso, apresenta necessidades 

diferentes, sejam elas psicológicas, sociais ou médicas. O levantamento de 

informações sobre a doença nesse grupo pode trazer um melhor entendimento das 

necessidades do paciente e uma melhor formação dos profissionais que prestam 

assistência.  

 O avanço de pesquisas que visam identificar fármacos mutação-dirigidos 

que aumentam a produção de CFTR ativa ou melhoram a sua atividade, mostra a 

importância cada vez maior de se ter um método de genotipagem eficiente e um 

algoritmo de execução adequado. A caracterização genética de pacientes adultos 

pode levar, por exemplo, ao diagnóstico molecular mais direcionado, começando 

pela pesquisa de mutações que se mostraram mais frequentes, ou associadas a 
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determinado quadro clínico. 

 O levantamento de informações clínicas e moleculares pode ajudar a 

entender a grande variabilidade de expressão na FC e diminuir a dificuldade de 

diagnóstico, principalmente de casos atípicos de FC. 

 A caracterização clínica, fisiológica e molecular de pacientes adultos com 

hipótese diagnóstica de FC é, portanto, de grande relevância, uma vez que pode 

trazer informações valiosas tanto para os pacientes, como para os profissionais 

que atuam em sua assistência.  
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 A pesquisa teve como objetivo a caracterização dos aspectos clínicos, 

fisiológicos e moleculares de pacientes adultos com hipótese diagnóstica de fibrose 

cística e a correlação entre eles.  

 

 Para tanto, os objetivos específicos foram: em pacientes adultos com 

hipótese diagnóstica de fibrose cística: 

- identificar as relações entre os marcadores clínicos de gravidade, como função 

pulmonar, índice de massa corporal, idade ao diagnóstico, insuficiência 

pancreática, entre outros; 

- genotipar o gene CFTR e relacionar as classes de mutações encontradas aos 

marcadores de gravidade; 

- avaliar as medidas da corrente intestinal através da micro-câmara de Ussing 

como método diagnóstico da FC; 

- determinar a atividade da proteina CFTR e relacionar com as classes de mutação 

no gene CFTR; 

- relacionar a atividade da proteina CFTR a marcadores de gravidade clínica. 
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As etapas de ação desse estudo do tipo corte transversal, estão ilustradas na 

figura 12 e serão apresentados detalhadamente nas sessões seguintes.  

 

Figura 12. Fluxograma das atividades desenvolvidas na pesquisa. 
 

1. Seleção e caracterização clínica dos pacientes: 

A) Seleção de pacientes 

 Participaram da pesquisa trinta pacientes com hipótese diagnóstica de 

fibrose cística (Quadro 1) realizada pelos profissionais responsáveis pelo 

atendimento no HC/UNICAMP e que obedeciam aos seguintes critérios: 

- idade superior a 18 anos 

- fornecer o consentimento livre e esclarecido, conforme prevê resolução 196/96 

que regula a ética em pesquisa em seres humanos.  
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 O grupo de pacientes convocados foi indicado por profissionais do 

Ambulatório de Mucoviscidose ou pelo Ambulatório de Pneumonologia de Adultos e 

não corresponde ao total de pacientes maiores de 18 com hipótese diagnóstica de 

FC. Todos os pacientes que concordaram em participar da pesquisa foram 

incluídos na amostra. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 

Campinas (CEP Nº 503/2007, Anexo 1). 

 

Quadro 1. Aspectos clínicos dos pacientes com hipótese diagnóstica de FC. 

Código Iniciais Data 
nascimento 

Idade em 
30/08/2011 

S
e
x
o 

Aspectos clínicos sugestivos de 
FC 

113/00 L. F. A. 19/01/1993 18 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Tosse produtiva desde 
três anos de idade.  

694/00 E. H. L. 05/12/1992 18 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Chiado no peito desde o 
nascimento. 

236/01 L.H.F. 18/01/1987 29 M 

Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Esteatorréia e dificuldade 
de ganho de peso. Pneumonias de 

repetição. 

411/01 P.D.R. 19/03/1982 29 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Tosse produtiva desde 
um ano e pneumonias na infância. 

535/01 V.A.M. 15/02/1974 37 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Diagnóstico realizado com 
dois anos de idade. 

582/01 R.A.S. 30/01/1973 38 M 

Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Diarréia de repetição até 
os quatro anos e pneumonias de 

repetição. 

589/01 L. H. P. 09/09/1986 24 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. 

644/01 L.S.M. 23/10/1989 21 F 
Um teste de cloreto no suor alterado 
e outro limítrofe. Quadro pulmonar 
e digestivo desde os onze meses. 

775/01 E.G.A. 06/07/1982 29 M 
Um teste de cloreto no suor alterado 

e outro limítrofe. Pneumonia de 
repetição desde os onze meses. 
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Código Iniciais Data 
nascimento 

Idade em 
30/08/2011 

S
e
x
o 

Aspectos clínicos sugestivos de 
FC 

813/01 D. S. C. 08/05/1991 20 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Diagnóstico realizado com 
um ano e três meses de idade. 

973/01 A. O. 19/11/1990 20 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Diagnóstico realizado com 
quatro anos de idade. 

715/02 R.F.L. 20/10/1973 37 M 
Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Diagnosticado aos 7 

meses. 

719/02 T. V. P. 21/12/1983 27 M 
Um teste de cloreto alterado no 
suor. Pneumonias de repetição a 

partir de um mês. 

198/03 M.A.M. 04/09/1981 29 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Tosse crônica desde os 
quatro meses. 

2459/04 R.C. 22/12/1982 28 M 

Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Atendido desde dois 

meses por história familiar sugestiva 
de FC. 

501/05 J.V.R.A. 15/06/1985 19 F 

Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Desde dois meses 

apresentou vários episódios de 
chiado no peito com atraso em 

ganho de peso e altura. 

790/05 A.A.P. 12/01/1974 37 F 
Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Bronquiectasias e 

insuficiência respiratória. 

1322/05 A.P.B. 08/01/1986 25 F Diagnosticada com dois anos e meio 
de idade. 

404/06 C.S. 15/05/1979 32 M Diagnóstico de FC desde os doze 
anos, insuficiência pancreática. 

856/06 M.R.I. 30/01/1991 20 M 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Hipótese diagnostica com 
dez anos de idade. 

456/07 K.K.S.B.M. 08/12/1987 23 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Tosse produtiva desde a 
infância. 

484/07 O. R. F. 07/05/1975 36 M 
Sintomas respiratórios desde os 

doze anos. Bronquiectasias. 

173/08 B. S. C. 04/03/1986 25 M 
Teste de cloreto no suor alterado. 

Apresentou sintomas respiratórios e 
digestivos desde o nascimento. 

175/08 L.S. 04/10/1976 34 F Dois testes de cloreto no suor 
alterados. Tosse produtiva. 
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Código Iniciais Data 
nascimento 

Idade em 
30/08/2011 

S
e
x
o 

Aspectos clínicos sugestivos de 
FC 

331/08 J.S.V. 12/06/1990 21 M 
Um teste de cloreto no suor alterado 

e outro normal. Crise intensa de 
bronquioespasmo. 

260/09 D.R. 05/05/1976 35 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados, tosse produtiva desde o 
primeiro mês de vida. 

554/09 C.S.S. 08/03/1976 35 F Dois testes de cloreto no suor 
alterados, polipose nasal. 

616/10 A. C. B. 13/06/1960 51 M 
Teste de cloreto no suor alterado. 

Filha com FC concebida por 
fertilização in vitro. 

841/10 A. G. 30/09/1975 35 F 
Dois testes de cloreto no suor de 

valor alterado. 

68/11 B. B. R. J. 01/05/1968 43 F 
Dois testes de cloreto no suor 

alterados. Diagnóstico realizado com 
oito anos de idade. 

Foram considerados alterados os valores de cloreto no suor superiores a 60mEq/L. 

  

 A fim de obter valores de secreção de cloro a partir das medidas de corrente 

intestinal em indivíduos sem FC, ou seja, que apresentam atividade de CFTR 

normal, foram convidados a participar da pesquisa indivíduos controles sadios. 

Esses dados têm a finalidade de ilustrar o padrão de normalidade de secreção de 

cloreto pela CFTR, não sendo usados nas correlações posteriores, uma vez que as 

correlações serão realizadas entre os pacientes com FC.  

 O grupo de referência foi constituído de pessoas submetidas à colonoscopia 

para avaliação de outras condições que, assim como os pacientes, consentiram em 

participar da pesquisa, com assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE). Foram excluídos como controle aqueles que apresentaram 

como resultado da colonoscopia doenças inflamatórias intestinais, como a doença 

de Crohn. Os dados dos indivíduos estão resumidos no Quadro 2. 
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Quadro 2. Caracterização do grupo de referência. 

Iniciais Data 
nascimento 

Idade em 
30/08/2011 

Sexo 

C. M. A. 21/03/1991 20 F 
C. S. O 29/03/1996 15 M 

M. A. D. P. 02/10/1956 54 F 
N. C. S. 06/05/1958 53 F 
B. H. B. 29/07/1991 20 M 

J. B. 08/09/1999 11 M 

 

B) Caracterização clínica 

 A caracterização clínica foi obtida pela análise dos prontuários arquivados no 

Serviço de Arquivo Médico (SAME) do Hospital das Clínicas da Universidade 

Estadual de Campinas (HC/UNICAMP). Os dados de função pulmonar foram 

obtidos com auxílio da Dra. Maria Ângela Gonçalves de Oliveira Ribeiro, 

fisioterapeuta responsável pelo Laboratório de Fisiologia Pulmonar (LAFIP) do 

Centro de Investigação em Pediatria (CIPED), ou de sua equipe.   

 Conforme revisado por Dentini (2010) (77), a intensidade da lesão pulmonar 

pode ser avaliada sob os aspectos clínicos e morfológicos por análise de 

tomografia computadorizada de tórax, ou aspectos funcionais por meio de testes 

de avaliação da função pulmonar, como a espirometria.  

 Escores de avaliação da gravidade da FC foram desenvolvidos com a 

finalidade de caracterizar e avaliar o curso da doença. O escore clínico mais 

utilizado é o Escore de Shwachman e Kulczycki (1958) (78), que avalia a gravidade 

por quatro diferentes critérios: a atividade geral, nutrição, exame radiológico e 

avaliação física. Esse escore é graduado em excelente (86 a 100), bom (71 a 85), 
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médio (56 a 70), moderado (41 a 55) e grave (40 ou menos) e foi realizado por 

três diferentes profissionais do Ambulatório de Mucoviscidose do Departamento de 

Pediatria da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP.  

 A morfologia da lesão pulmonar pode ser avaliada pela tomografia 

computadorizada e alguns estudos têm sugerido que esse exame seja inserido 

como rotina no acompanhamento de pacientes com FC (79, 80). O escore mais 

frequentemente utilizado é o de Bhalla (1991), que avalia a presença de 

anormalidades como espessamento peribrônquico, bronquiectasias, bolhas, pluggs 

de secreções, colapsos e consolidações, enfisema, entre outros (81).  

 A deterioração pulmonar leva ao declínio progressivo e irreversível da 

função pulmonar que resulta na mudança dos volumes pulmonares e da 

capacidade pulmonar total. As medidas de capacidade vital forçada (CVF), volume 

expiratório forçado no primeiro segundo da CVF (VEF1) e o fluxo expiratório entre 

25 e 75% (FEF25%-75%) podem estar dentro da normalidade no início da doença. A 

alteração mais precoce é a diminuição de FEF25%-75%, como resultado do 

comprometimento das pequenas vias aéreas. Com a evolução da doença, as 

grandes vias aéreas podem ser acometidas, o que resulta em diminuição do VEF1 e 

da relação entre VEF1 e CVF (Índice de Tiffeneau). O Índice de Tiffeneau menor 

que 80% evidencia distúrbio ventilatório obstrutivo e abaixo de 60%, distúrbio 

ventilatório obstrutivo de maior gravidade (77, 80, 82, 83). O parâmetro mais 

utilizado para avaliar o declínio da função pulmonar é o VEF1 (84, 85), já que 

quanto maior a obstrução, menor a capacidade de liberar o ar dos pulmões no 
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primeiro segundo. 

 A saturação transcutânea de oxigênio (SpO2) reflete a oxigenação do 

sangue e tem como finalidade avaliar a necessidade de prescrição de oxigênio 

suplementar. Indivíduos que apresentam níveis de saturação maiores de 95% são 

considerados com suprimento adequado de O2. Valores de SpO2 menores que 95 

são sinal de hipoxemia: leve (entre 91 e 95%), moderada (entre 85 e 90%) e 

grave (menor que 85%). De forma indireta, a baixa saturação indica a progressão 

do acometimento pulmonar. 

 Outro marcador de gravidade da FC é a desnutrição, que pode ser avaliada 

por meio da determinação do índice de massa corporal (IMC) dado pela razão 

entre o peso do paciente (em Kg) e o quadrado da altura (em m). 

 

2. Material biológico: 

 Os materiais biológicos utilizados na pesquisa consistiram de DNA, extraído 

a partir de sangue periférico, para a caracterização das alterações moleculares e 

de espécimes da superfície da mucosa retal para avaliação da secreção de íons 

cloreto.  

 A coleta de sangue foi realizada pela punção venosa, por profissionais 

treinados, em tubo contendo 54μL de EDTA a 15% para prevenir coagulação. O 

sangue foi encaminhado à temperatura ambiente para o Laboratório de Genética 

Molecular do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciências 

Médicas/UNICAMP, onde foi realizada a extração de DNA pelo método de fenol-
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clorofórmio [estabelecido no mesmo laboratório (Anexo 2)] e as análises 

moleculares subsequentes. 

 Os espécimes de tecido superficial de mucosa retal foram obtidos por 

biópsia com fórceps (2-3mm de diâmetro) realizada pela Dra. Maria de Fátima 

Servidoni do Serviço de Endoscopia Pediátrica do Hospital das Clínicas UNICAMP. 

Trata-se de um procedimento indolor e sem risco para o paciente. As amostras 

foram armazenadas em tampão PBS gelado e transportado em gelo até a sala 

experimental no Laboratório de Eletrofisiologia do Núcleo de Medicina 

Experimental da UNICAMP. 

 

3. Caracterização molecular: 

A) Pesquisa direta da mutação F508del 

 A identificação da mutação F508del no gene CFTR foi a primeira etapa a ser 

realizada para a caracterização molecular uma vez que a frequência esperada nos 

pacientes com FC da região metropolitana de Campinas é de 50% dos alelos (37). 

Como se trata de uma deleção de 3pb no exon 10 do gene CFTR (Figura 13), a 

análise molecular foi realizada apenas por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

com a finalidade de amplificar a região que contém a alteração, seguida de 

eletroforese (2 horas/200V) em gel não desnaturante de poliacrilamida a 12%. A 

PCR foi realizada utilizando como iniciadores senso e antissenso 5’- 

GGCACCATTAAAGAAAATATC-3’ e  5’-TGGCATGCTTTGATGACGC -3’, 

respectivamente. As condições da PCR foram as seguintes: 5 minutos de 
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desnaturação inicial a 94ºC, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 

minuto, anelamento a 53,5ºC por 1 minuto e extensão à 72ºC por 2 minutos, com 

extensão final à 72ºC por 10 minutos. A reação foi realizada em volume final de 

25μL, contendo 50ng de DNA do paciente, 10 picomoles de cada iniciador, 1,5U de 

Taq DNA polimerase e concentrações finais de tampão 1X com KCl [50mM de KCl; 

10mM de Tris-HCl pH8,4; 0,08% (v/v) de Nonidet P40], 50µM de cada 

desoxirribonucleotídeo trifosfato, 1mM de MgCl2. As reações sempre foram 

realizadas em paralelo com controle sem DNA (branco) com a finalidade de 

identificar possíveis contaminações.  

 

Figura 13. Fragmento amplificado para análise da mutação F508del. Sublinhado, a região de 
anelamento dos iniciadores. Em destaque, as bases deletadas características dessa alteração 
molecular. 
 

 Os resultados esperados na eletroforese para os genótipos homozigoto 

F508del, heterozigoto ou sem essa alteração molecular são respectivamente 

aqueles que apresentaram somente bandas de 74pb, bandas de 77 e 74pb, e 

somente bandas de 77pb, como mostra a figura 14. Em pacientes heterozigotos, é 

esperado ainda que apareça uma banda com padrão de migração mais lento na 

eletroforese. Essa banda é constituída por heteroduplex, estrutura formada de 

fragmentos compostos pela fita simples senso de 77pb e antissenso de 74pb, ou 

vice-versa, durante os processos de aumento e diminuição da temperatura 

característicos da reação em cadeia da polimerase. No caso desse fragmento, o 

heteroduplex tem estrutura secundária diferente da estrutura α-hélice clássica do 
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DNA dupla-fita, o que resulta em padrão de eletroforese diferenciado.  

 

Figura 14. Padrões esperados na análise da mutação F508del. Onde HE=heterozigoto, 
HO=homozigoto e seta indica fragmento heteroduplex. 
 

B) Amplificação dos fragmentos contendo as regiões codificantes do gene CFTR e 

as junções intron/exon 

 A segunda etapa da caracterização molecular foi realizada em pacientes que 

não apresentaram a alteração F508del em homozigose e consistiu na amplificação 

de toda a porção codificadora do gene CFTR, bem como das junções intron/exon 

importantes no processamento do RNA mensageiro. Essa reação precede tanto a 

análise por DHPLC, como por sequenciamento de DNA. Como descrito na sessão 

de introdução, o gene CFTR é composto por 27 exons, porém como o exon 13 

possui grande dimensão, ele foi amplificado em dois fragmentos (13.1 e 13.2), 

com sobreposição entre os fragmentos. As condições ideais para a amplificação de 

cada um dos 28 fragmentos foram otimizadas para o volume final de 50μL de 

reação contendo 50ng de DNA do paciente, 10 picomoles de cada iniciador, 1,5U 

de Taq e concentrações finais de 1,5mM de MgCl2, 80µM de cada 

desoxirribonucleotídeo e tampão 1X com KCl [50mM de KCl; 10mM de Tris-HCl 
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pH8,4; 0,08% (v/v) de Nonidet P40] ou  1X tampão com (NH4)2SO4 [20mM de 

(NH4)2SO4; 75mM de Tris-HCl pH8,4; 0,01% (v/v) de Tween 20] quando mais 

apropriado. As reações sempre foram realizadas em paralelo com o controle 

branco. Dois métodos de ciclagem de temperatura foram utilizados e estão 

esquematizados na figura 15. 

 

 

Figura 15. Métodos utilizados nas diferentes reações de amplificação realizadas para a análise do 
gene CFTR.  
 

 A sequência dos iniciadores, temperaturas de anelamento, o tampão, 

métodos utilizados e o tamanho dos fragmentos gerados pela PCR estão resumidos 

no Quadro 3. 

Quadro 3. Especificações das condições para amplificação dos fragmentos para a 
caracterização molecular. 

Fragmentos 

contendo os 

exons 

Iniciadores 

(5’-3’) 

Programa 

CFTR 
Tampão 

T. de 

anelamento 

Tamanho 

(pb) 

1 S: CGT AGT GGG TGG AGA AAG C 
AS: CCT TTA CCC CAA ACC CAA CC  

1 (NH4)2SO4*  64,6 392 

2 S: ATT CCA AAT CTG TAT GGA GAC C 
AS: GTT GGG ATT ACA GGC ATT AGC 

2 KCl 60,5 315 

3 S: AGA TAT CTG GCT GAG TGT TT 
AS: TGT GAT ACA TAA TGA ATG TAC 

1 KCl 56 318 
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Fragmentos 

contendo os 

exons 

Iniciadores 

(5’-3’) 

Programa 

CFTR 
Tampão 

T. de 

anelamento 

Tamanho 

(pb) 

4 S: TGT GTT GAA ATT CTC AGG GT 
AS: TTG TAC CAG CTC ACT ACC T 

2 KCl 61 376 

5 S: ATT TCT GCC TAG ATG CTG GG 
AS: AAC TCC GCC TTT CCA GTT GT 

2 KCl 64 395 

6a S: TTA GTG TGC TCA GAA CCA CG 
AS: CTA TGC ATA GAG CAG TCC TG 

2 KCl 56 386 

6b S: TGG AAT GAG TCT GTA CAG CG 
AS: GAG GTG GAA GTC TAC CAT GA 

2 KCl 63 415 

7 S: AGA CCA TGC TCA GAT CTT CCA T 
AS: GCA AAG TTC ATT AGA ACT GAT C 

2 KCl 60,5 410 

8 S: TGA ATC CTA GTG CTT GGC AA 
AS: TCG CCA TTA GGA TGA AAT CC 

1 KCl 55 359 

9 S: GTC CTC TAG AAA CCG TAT GC  
AS: ACT ACA CCC ATA CAT TCT CC 

2 (NH4)2SO4 65 500 

10 S: GCA GAG TAC CTG AAA CAG GA 
AS: CAT TCA CAG TAG CTT ACC CA 

2 KCl 61 491 

11 S: CAA CTG TGG TTA AAG CAA TAG TGT 
AS: GCA CAG ATT CTG AGT AAC CAT AAT 

2 KCl 60 425 

12 S: GTG AAT CGA TGT GGT GAC CA 
AS: CTG GTT TAG CAT GAG GCG GT 

2 KCl 61 426 

13.1 S: TGC TAA AAT ACG AGA CAT ATT GC 
AS: ATC TGG TAC TAA GGA CAG 

2 KCl 60,5 528 

13.2 S: TCA ATC CAA TCA ACT CTA TAC G 
AS : TAC ACC TTA TCC TAA TCC TAT GAT 

2 KCl 58 498 

14a S: AAA AGG TAT GCC ACT GTT AAG 
AS: GTA TAC ATC CCC AAA CTA TCT 

2 KCl 56 512 

14b S: GAC CCA GGA ACA CAA AGC A  
AS: GTC ACC TCA CCC AAC TAA TG 

2 KCl 59,5 365 

15 S: CGA TTT TGA GGT TAA GGG TGC 
AS: AAG GCA CAT GCC TCT GTG CA 

1 KCl 63 483 

16 S: AAT GCG TCT ACT GTG ATC CA 
AS: TGT GGG ATT GCC TCA GGT TT 

2 KCl 61 401 

17a S: ATC ACT GAC ACA CTT TGT CC 
AS: CCA AAA TGA AGT CAC ATG GT 

2 KCl 61 440 

17b S: ATT CAA AGA ATG GCA CCA GT  
AS: GAT AAC CTA TAG AAT GCA GC 

2 (NH4)2SO4 51 464 

18 S: AAT GTG ATA TGT GCC CTA GG  
AS: ACA GAT ACA CAG TGA CCC TC 

2 KCl 59,5 342 

19 GCC CGA CAA ATA ACC AAG TG 
GCT AAC ACA TTG CTT CAG GCT 

2 KCl 64 454 

20 S: GGT CAG GAT TGA AAG TGT GCA 
AS: CTA TGA GAA AAC TGC ACT GGA 

2 KCl 64 401 

21 S: AAT GTT CAC AAG GGA CTC CA 
AS: CAA AAG TAC CTG TTG CTC CA 

2 KCl 59 476 

22 S: AAA CGC TGA GCC TCA CAA GA 
AS: TGT CAC CAT GAA GCA GGC AT 

2 KCl 64 565 



 45 

Fragmentos 

contendo os 

exons 

Iniciadores 

(5’-3’) 

Programa 

CFTR 
Tampão 

T. de 

anelamento 

Tamanho 

(pb) 

23 S: GTG GCT AAC GCT ATA TCA AC  
AS: ACA TGG CTC AGA TCA AAG TG 

2 KCl 59,5 436 

24 S: GGA CAC AGC AGT TAA ATG TG 
AS: CAT GTC AAC ATT TAT GCT GC 

1 KCl 63 386 

Onde T= temperatura, S= iniciador senso, AS= iniciador antissenso, pb=pares de bases e * 

significa adição de 5% de DMSO na reação. 

  

 Após a amplificação, a qualidade da reação foi avaliada através de aplicação 

de 3µL da PCR em gel de agarose a 1,5% (80V/30minutos). Os fragmentos foram 

então avaliados por DHPLC e/ou por sequenciamento automático. 

 

 C) Cromatografia líquida desnaturante de alta resolução – DHPLC (do inglês, 

Denaturing High-Performance Liquid Chromatography) 

 A cromatografia líquida desnaturante de alta resolução permite detecção de 

alterações de uma única base ou pequenas deleções e inserções de forma rápida e 

sensível (86). Ela se baseia na propriedade de formação de heteroduplex por 

fragmentos heterozigotos após desnaturação e renaturação lenta e no diferente 

padrão de retenção dentro de uma coluna cromatográfica do heteroduplex quando 

comparado ao homoduplex, utilizando a técnica de cromatografia líquida de par 

iônico e fase reversa. Ravnik-Glavac e colaboradores (2002) (87) concluíram que o 

método de DHPLC obteve sensibilidade de 100% para as alterações moleculares 

no gene CFTR e, portanto, representa uma das técnicas de triagem mais 

adequadas para a identificação de mutações em fibrose cística. Trata-se de um 
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método que identifica em qual dos fragmentos se localiza a alteração, porém sem 

identificar qual é essa alteração. Para isso, os fragmentos com padrão de retenção 

alterado devem ser submetidos à sequenciamento de DNA. 

 A análise por DHPLC foi realizada no Laboratório de Genética Humana do 

Centro de Genética Humana/Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge 

vinculado à Universidade de Lisboa sob a supervisão da Dra. Anabela Ramalho e 

os pacientes, bem como os fragmentos estudados por esse método, estão 

resumidos no Quadro 4.  

Quadro 4. Pacientes submetidos à análise por DHPLC. 

Código 
Proporção 

avaliados/total 
Exons analisados por DHPLC 

694/00 8/28 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20  
411/01 6/28 1, 3, 4, 11, 16, 20 
535/01 13/28 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 12, 13.1, 16, 18, 19, 20, 22 
644/01 8/28 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20 
775/01 8/28 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20 
198/03 7/28 1, 3, 4, 7, 11, 18, 20 
501/05 13/28 1, 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 12, 13.1, 16, 18, 19, 22 
790/05 11/28 1, 2, 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 13.1, 19, 20 
404/06 15/28 1, 2, 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 12, 13.1, 14a, 16, 18, 19, 20  
856/06 14/28 1, 2, 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 12, 13.1, 16, 19, 20, 22 
456/07 10/28 1, 3, 4, 5, 7, 11, 13.1, 16, 18, 20 

 

 A análise foi realizada da seguinte forma: após a PCR, os fragmentos foram 

submetidos à desnaturação por 5 minutos a 95ºC e deixados à temperatura 

ambiente (aproximadamente 25ºC) por 45 minutos, para propiciar formação de 

heteroduplex em fragmentos onde a heterozigose estava presente. Foram 

injetados no sistema 5µL de amostra sob vazão de 0,75mL por minuto. As análises 

foram realizadas em DHPLC modelo Transgenomics WAVE® System 4500, com a 
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coluna DNAsep® como fase estacionária.  

 Cada sequência amplificada foi submetida em análise no Software 

Navigator™ visando estabelecer as temperaturas de análise onde ocorre interação 

ideal com a coluna foram determinadas (Quadro 5). A maioria dos fragmentos 

precisou de mais de uma condição de análise pelo DHPLC para a cobertura de toda 

a sequência de bases. Isso acontece porque é preciso escolher uma temperatura 

de análise que proporciona fração helicoidal entre 0,70 e 0,97, para que o padrão 

de retenção de um fragmento que possui uma alteração em heterozigose seja 

diferente de um fragmento que possui homozigose. A figura 16 exemplifica essa 

necessidade. De acordo com a figura 16B a temperatura de análise de 56ºC 

permite a análise dos primeiros 160pb do fragmento que contém o exon 2 e as 

temperaturas de 52,5 e 54ºC, dos últimos 155pb. O gráfico da Figura 16A permite 

calcular um fator de correção para a análise cromatográfica, chamado de “time 

shift.” Esse fator leva em consideração a relação entre a fração helicoidal e a T 

melting (T fusão) em cada temperatura de análise e altera a concentração dos 

reagentes da fase móvel para dar maior sensibilidade a diferenciação entre 

heterozigose e homozigose. 

  

Quadro 5. Temperaturas de análise em DHPLC e fator de correção (Time Shift) 
para cada fragmento amplificado. 

Exon 
Condição 1 Condição 2 Condição 3 Condição 4 

T (ºC) 
Time 
Shift T (ºC) 

Time 
Shift T (ºC) 

Time 
Shift T (ºC) 

Time 
Shift 

1 62,0 1,02 62,5 2,42 - - - - 
2 53,0 0,32 54,0 1,12 56,0 1,96 - - 
3 53,0 0,21 56,0 1,37 - - - - 
4 56,0 1,12 57,0 1,54 58,0 1,96 - - 
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Exon 
Condição 1 Condição 2 Condição 3 Condição 4 

T (ºC) Time 
Shift T (ºC) Time 

Shift T (ºC) Time 
Shift T (ºC) Time 

Shift 
5 52,0 0,39 53,0 1,09 54,0 2,07 - - 
6a 54,0 0,14 56,5 1,37 60,0 2,42 - - 
6b 52,0 0,11 53,5 0,67 55,0 2,42 - - 
7 53,0 0,42 58,0 1,89 - - - - 
8 53,0 1,19 54,0 2,03 55,5 2,80 - - 
9 53,0 0,18 56,0 1,26 59,5 2,94 - - 
11 54,0 0,60 55,0 1,89 57,0 3,01 - - 
12 54,4 0,35 56,0 2,28 - - - - 

13.1 50,0 0,14 55,0 1,12 56,5 2,17 - - 
13.2 56,0 0,84 59,5 2,28 62,0 3,01 - - 
14a 52,0 0,46 55,0 2,42 - - - - 
14b 55,3 0,25 57,3 1,72 59,0 3,01 - - 
15 56,0 0,77 57,8 1,82 - - - - 
16 53,0 0,53 54,0 1,09 - - - - 
17a 52,0 0,14 52,5 0,60 55,5 1,58 57,0 2,24 
17b 51,5 0,14 53,5 0,77 55,0 1,89 58,5 2,73 
18 54,0 0,77 56,5 2,21 - - - - 
19 54,0 0,07 57,5 1,19 58,0 1,75 - - 
20 53,5 0,14 55,5 1,68 57,5 2,17 - - 
21 52,0 0,14 56,5 2,21 - - - - 
22 56,5 1,09 59,0 2,63 - - - - 
23 54,0 0,11 55,0 0,84 57,0 2,45 - - 
24 60,0 1,54 61,0 2,24 - - - - 

 

 O fragmento que contém o exon 10 não está contemplado no Quadro 5 

porque apresentou muitos padrões de retenção diferentes mesmo em indivíduos 

controles e, portanto, foi realizado o sequenciamento automático diretamente a 

partir da PCR. Esse fragmento possui um polimorfismo muito frequente, o M470V, 

o que acarretou em padrão de retenção alterado em muitas amostras.  



 49 

 

Figura 16. Padrão de fusão (melting) do exon 2. A: Fração helicoidal por T melting; B: Fração 
helicoidal pela posição da base; C: Posição da base por T melting; D: T melting por posição da 
base. 
  

 As condições ideais descritas na Quadro 5 foram testadas com mutações 

conhecidas, a fim de avaliar a sensibilidade do método para essas alterações 

(Quadro 6) (amostras gentilmente cedidas por Margarida D. Amaral, PhD, do 

Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade 

de Lisboa). 

 
Quadro 6. Acervo de mutações no gene CFTR para teste da sensibilidade do 
DHPLC. 

Fragmento que 
contém o exon 

Alterações 

1 c.125G>C, p.S4X 
2 c.211delC, c.284delA 
3 p.E60X, p.R74W, p.R75Q, p.G85E 
4 p.R117H, c.574delA 
5 c.675delA, c.711+1G>T 
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Fragmento que 
contém o exon Alterações 

6b c.1001+11C>T 
7 c.1078delT, c.1248+1G>A 
11 c.1717-1G>A, p.G542X, p.G551D 
12 p.A561E, p.G576A, c.1898+1G>C 
14a p.W846X 
16 c.3041-71G>C, p.I980K 
20 p.W1282X, c.4005+29G>C 
22 p.I1366T 

Em cDNA: A=adenina, T=timina, C=citosina e G= guanina 
Na proteína: A=alanina, C=cisteína, D=ácido aspártico, E=ácido glutâmico, F=fenilalanina, G= 
Glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, N=Asparagina, P=prolina, 
Q=glutamina, R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptofano, Y=tirosina e X=códon de 
terminação. 
 

 Como mostra o Quadro 4, nem todos os pacientes e fragmentos foram 

analisados pela técnica de DHPLC. Isso ocorreu porque o equipamento alocado no 

Laboratório de Genética Molecular apresentou problemas técnicos impossibilitando 

o seu uso. Dessa forma, o restante das análises foi realizado por sequenciamento 

automático diretamente a partir da PCR.   

 

D) Sequenciamento automático de DNA 

 As reações de sequenciamento foram realizadas no analisador genético 

MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 

(GE Healthcare). As quantidades de reagentes bem como as condições de reação 

estão descritas na figura 17. 
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Figura 17. Condições das reações de sequenciamento de DNA para a investigação de mutações no 
gene CFTR. 
 

 Todas as reações foram realizadas em duplicata. Após a reação de 

sequenciamento, as amostras foram purificadas com etanol e acetato de amônio 

7,5M a fim de eliminar didesoxirribonucleotídeos não incorporados, conforme 

instruções do fabricante. As amostras foram então submetidas à eletroforese em 

capilar no analisador genético MegaBACE 1000. 

 

E) MLPA (do inglês, Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) 

 Embora a maior parte das alterações descritas como causadoras da FC 

sejam mutações de ponto ou pequenas deleções e inserções, certo número de 

casos permanecem não caracterizados. Esses casos podem ser portadores de 

mutações patogênicas localizadas em introns ou regiões regulatórias que não são 

rotineiramente investigadas, ou podem ainda ser portadores de rearranjos como 

grandes deleções ou duplicações que não são detectados pela técnica de 

sequenciamento de DNA de Sanger (88). Até o momento, 48 grandes duplicações 

e deleções no gene CFTR foram associadas à FC (39).  

 O kit SALSA® MLPA® P091-C1 CFTR, MRC-Holland foi desenhado para 
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identificar grandes deleções e inserções no gene CFTR. A técnica se baseia em 

sondas que se ligam especificamente a diferentes loci dentro do gene, geralmente 

uma ou mais contemplando cada exon. Na presença de ligação da sonda, o sinal é 

amplificado e após eletroforese em analisador genético, identificado e quantificado. 

No gráfico gerado por software específico do analisador genético (Figura 18), a 

presença de duplicações é detectada por aumento no sinal em um determinado 

pico e a deleção, na diminuição desse sinal, quando comparado ao grupo de 

controles. A figura 19 resume as regiões analisadas e o tamanho resultante após 

amplificação do sinal.  

 
Figura 18. Padrão de eletroforese em capilar de uma amostra de aproximadamente 50ng de DNA 
humano controle analisado com o kit SALSA® MLPA® P091-C1 CFTR, retirado do Description 
version 06 (89). 
 

 Esse kit dispõe de uma sonda específica para o alelo que não tem a 

mutação F508del (alelo selvagem). Portanto, além da identificação das possíveis 
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duplicações e deleções, ele também tem a capacidade de diagnosticar a mutação 

F508del. Possui ainda controles internos de desnaturação da amostra, qualidade 

do DNA utilizado e de determinação do sexo, como mostra a figura 19. 

 
Figura 19. Localização das sondas e tamanhos dos fragmentos gerados após a amplificação do sinal 
pelo kit SALSA® MLPA® P091-C1 CFTR, retirado do Description version 06 (89). 
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 Nos casos onde a alteração molecular não foi identificada, foi realizado o 

ensaio de MLPA, conforme instruções do fabricante, seguindo os passos 

metodológicos: hibridação das sondas, ligação na presença de hibridação, 

desnaturação das sondas, amplificação com iniciadores universais, eletroforese em 

analisador genético e normalização dos dados. O ensaio foi realizado ainda em 

casos de aparente homozigose a fim de descartar a possibilidade de perda de 

heterozigose. A análise dos dados foi realizada em planilha de Excel desenvolvida 

pelo NGRL (National Genetics Reference Laboratory, Manchester, UK, 

www.ngrl.org.uk). 

 Cinco indivíduos controles sem fibrose cística foram utilizados para a 

normalização dos dados a cada ensaio, conforme a recomendação do fabricante. 

Um paciente com fibrose cística portador de duplicação no gene CFTR entre os 

exons 6b e 16, previamente diagnosticado, foi utilizado com controle positivo. A 

figura 20 exemplifica o padrão normal de MLPA obtida pela análise de um controle 

normal e o padrão alterado obtido pela análise do paciente portador da duplicação, 

ambos após normalização.  
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Figura 20. Exemplo de resultados de MLPA. Em A, controle normal e em B, paciente com duplicação 
entre exons 6b e 16. Em azul, controles genômicos; em amarelo, regiões flanqueadoras do gene 
CFTR (58 Kb); em verde, exons do gene CFTR; e em rosa, sonda responsável pela detecção da 
mutação F508del.  
 

F) Outras alterações 

 Em casos onde as duas mutações não foram encontradas por nenhum dos 

métodos descritos anteriormente, foi realizada ainda a pesquisa direta das 

mutações 1584-18672pb A>G (intron 10) e 3849+10Kb C>T (intron 19). Essas 

alterações se encontram em sequências intrônicas não contempladas nos 

fragmentos sequenciados e estão ligadas à formação de sítio de splicing alternativo 

que resulta na produção de menor quantidade da proteína CFTR funcional.   

 A detecção da mutação 1584-18672pb A>G foi realizada através de 

amplificação, seguida de sequenciamento automático (Figura 21). A PCR foi 
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realizada utilizando como iniciadores senso e antissenso 5’- 

GCCAAGTTATTGTACAGTTGACC- 3’ e 5’- TGACCAGAAGCCTTACTGATAAC -3’, 

respectivamente, descritos por Costantino e colaboradores (2010) (90). As 

condições de PCR foram as seguintes: programa CFTR2-TOUCHDOWN (Figura 17) 

com temperatura de anelamento final de 54ºC. A reação foi realizada em volume 

final de 50μL, contendo 50ng de DNA do paciente, 10 picomoles de cada iniciador, 

1,5U de Taq e concentrações finais de 1,5mM de MgCl2, 80µM de cada 

desoxirribonucleotídeo, tampão 1X com (NH4)2SO4 [20mM de (NH4)2SO4; 75mM de 

Tris-HCl pH8,4; 0,01% (v/v) de Tween 20]. As reações sempre foram realizadas 

em paralelo com o controle branco. Em seguida, foi realizado o sequenciamento 

automático de DNA, conforme descrito da seção D desse capítulo. 

 
Figura 21. Detalhamento da análise da mutação 1584-18672pb A>G ilustrando o fragmento 
amplificado (em vermelho, os possíveis alelos).  
 

 A detecção da mutação 3849+10Kb C>T foi realizada através de 

amplificação, seguida de digestão com a endonuclease de restrição Hph I. A PCR 

foi realizada utilizando como iniciadores senso e antissenso 5’- 

GAATCATTCAGTGGGTATAAGCAG- 3’ e 5’- AGGCTTCTCAGTGATCTGTTG -3’, 

respectivamente. Foi utilizado o mesmo procedimento para amplificar o fragmento 

que contém o exon 3, descrito na sessão 3B. A digestão foi realizada adicionando 
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5U da endonuclease e 10% (v/v) do tampão que acompanha a enzima a 10µL da 

reação da PCR. A digestão foi realizada a 37ºC/16 horas e os resultados avaliados 

em gel não desnaturante de poliacrilamida a 12% (200V/2 horas). A figura 22 

ilustra a sequência amplificada para a análise e os tamanhos de fragmentos 

esperados para cada um dos alelos após a digestão. 

 

Figura 22. Detalhamento da análise da mutação 3849 + 10Kb C>T. Em A, seqüência de 
nucleotídeos do fragmento amplificado (em vermelho, os possíveis alelos) e em B, o sítio 
reconhecido pela endonuclease de restrição e os fragmentos esperados para cada alelo.  

 

4. Caracterização fisiológica 

 A determinação da secreção de íons cloreto pela CFTR foi realizada através 

de medidas bioelétricas em micro-câmara de Ussing como previamente descrito 

por Mall e colaboradores (2004) (91). A micro-câmara foi montada e instalada no 

Laboratório de Eletrofisiologia do Núcleo de Medicina Experimental da UNICAMP.  

 O aparato é formado por duas metades ou por dois blocos feitos de material 

inerte (teflon), talhados de modo a formarem, quando juntos, uma estrutura que 

permite a introdução da amostra e que previne o vazamento das soluções 
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experimentais de uma metade para outra (Figura 23A). A montagem dos 

espécimes foi realizada com o auxílio de uma lupa em um disco convexo de área 

de 0,95mm2 (Figura 23B) que foi colocado entre as duas metades da câmara de 

modo a propiciar que a face luminal do tecido permanecesse sob perfusão 

contínua de soluções em uma das metades da câmara e a basolateral na outra.  

Esses procedimentos foram realizados pela Dra. Adriana Mendes Vinagre, 

biologista responsável pelo Laboratório de Eletrofisiologia do Núcleo de 

Medina/UNICAMP, ou pela aluna de doutorado Marisa Sousa do Departamento de 

Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa.  

 A micro-câmara de Ussing situa-se dentro de uma gaiola de Faraday para 

que as medidas não sofram influência do meio externo, como mostra a figura 23C. 

Nessa estrutura são montados os reservatórios que contém as soluções como o 

tampão e os diversos compostos utilizados no procedimento, bem como todo seu 

sistema de transporte até as duas metades da câmara. 
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Figura 23. Detalhamento da micro-câmara de Ussing. A. Cada metade da câmara contém um 
sistema de entrada e saída de solução, eletrodos que aplicam os pulsos e eletrodos que captam a 
resistência. B. Detalhe do disco onde as amostras são montadas. C. Estrutura onde o experimento 
é realizado. As soluções situadas nos reservatórios indicados pelas setas são levadas às duas 
metades da câmara por tubos de PVC, cuja vazão é controlada por válvulas que podem ser abertas 
ou fechadas à escolha. Em cada reservatório é colocada uma solução de uma determinada droga 
(ver texto) (Figura cedida por Marisa Sousa, Laboratório de Genética do Departamento de Química 
e Bioquímica-Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa). 
  

 Conforme descrito por Mall e colaboradores (2004) (91), a proteína CFTR 

age como um canal de cloro dependente de AMP cíclico na membrana luminal do 
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epitélio respiratório e colônico. Estudos prévios mostram que agonistas mediados 

por AMP cíclicos e dependentes de cálcio agem cooperativamente na secreção de 

cloro. A secreção de cloro estimulada por íons de cálcio se deve principalmente a 

atividade da CFTR. O Ca+2 estimula também o CaCC (canal de cloro dependente de 

cálcio) e canais de K+ na membrana basolateral, que levam ao aumento da força 

de secreção de íons cloreto mediada pela CFTR. A figura 24 mostra um modelo 

celular do epitélio colônico. 

 

Figura 24. Modelo celular de absorção de sódio e cloro em cólon de mamíferos. O sódio é retirado 
da face luminal do epitélio pelo canal epitelial de sódio (ENaC). As ATPases-Na+K+ basolaterais 
propiciam a absorção luminal de Na+, através da diminuição intracelular desse íon.  Canais de K+ 
basolaterais ativados por Ca+2 e AMPc são responsáveis pela reciclagem do K+. A absorção de Na+ 
gera assim uma voltagem transepitelial lúmen negativa que facilita a absorção de Cl- através da 
CFTR luminal. A CFTR no epitélio dessas células de absorção controla a inibição do ENaC e diminui 
a absorção de NaCl, retirado de Kunzelmann e Mall, 2001 (92). 

 Tecidos epiteliais transportam íons e, portanto, geram uma voltagem 

transepitelial. Essa voltagem tem sido denominada como "potencial de transporte 

ativo". Um pré-requisito para a geração do potencial de transporte é a distribuição 

assimétrica dos canais de íons nas membranas apical e basolateral das células 

epiteliais polarizadas (Figura 24). O movimento de cargas positivas da região apical 

(luminal) para a região basolateral gera uma medida que é igual à diferença da 

voltagem entre as duas membranas (93). O epitélio apresenta duas características 
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que o distingue de todos os outros tecidos: polaridade e estancamento (do inglês, 

tightness). A polaridade é gerada pela distribuição assimétrica de proteínas, tanto 

nas membranas apicais como nas membranas basolaterais. Um conjunto de 

proteínas chamadas "tight junctions" separa as membranas entre as duas células. 

A formação e a permeabilidade das "tight junctions" determina a resistência e a 

integridade do tecido que são parâmetros fundamentais para esse experimento 

(93). Após a montagem do experimento e verificação da resistência, pulsos curtos 

de corrente (0,5 μA - duração de 1s, período de 5s) são injetados nas câmaras, 

através de um gerador de pulsos (Figura 25). A corrente passa através do tecido e 

cria um desvio de voltagem breve, deixando a célula intacta na maior parte do 

tempo durante a medição. O sinal medido é uma corrente "traduzida" em uma 

voltagem pelo gerador de pulsos (Power Lab AD Instruments®), que é 

continuamente monitorado e gravado por um sistema de aquisição de dados 

(LabChart 7). Sob essas condições, quando Rte (resistência transepitelial) e Vte 

(voltagem transepitelial) são conhecidas, a Isc (Corrente de Curto-Circuito) pode 

ser calculada a partir da Lei de Ohm: Isc = Vte / Rte. 
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Figura 25. Circuito elétrico na micro-câmara de Ussing em condições de circuito-aberto, retirado de 
Kunzelmann e Mall, 2001 (92). 
 

 Os passos experimentais foram então realizados conforme descrito por Mall 

e colaboradores (2004) (91), na seguinte ordem: 

1. amilorida (20μMol/L) na porção luminal para inibição do canal de sódio 

(ENaC). O transporte de íons de sódio sensível a amilorida é aumentado em 

espécimes sem CFTR; 

2. carbacol (100μMol/L) na porção basolateral para ativação da secreção 

colinérgica (ativada por íons de cálcio). O carbacol tipicamente induz 

resposta de secreção de cloro, aumentando a concentração de íons 

negativos no lúmen, ao contrário do que acontece na ausência de CFTR, 

onde ocorre a resposta inversa, causada pela secreção de íons potássio 

(lúmen positivo); 

3. indometacina (10μMol/L)  na porção basolateral, para a inibição da secreção 

de cloro dependente de AMP cíclico. Em tecidos normais, a secreção basal 
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de cloro é largamente inibida por indometacina. Tecidos sem CFTR perdem 

a secreção basal de cloro; 

4. carbacol (100μMol/L) na porção basolateral para ativação da secreção 

colinérgica na presença da indometacina. Depois do pré-tratamento com 

indometacina, ou seja, da inibição da CFTR, o carbacol induz secreção de 

íons potássio em tecidos com ou sem CFTR (lúmen positivo); 

5. IBMX/forskolin (100/2μMol/L) na porção basolateral para ativação da 

secreção dependente de AMP cíclico mediado por CFTR que induz resposta 

secretória de cloro em tecidos normais, mas não em tecidos onde a CFTR 

está ausente; 

6. carbacol (100μMol/L) na porção basolateral para ativação da secreção 

colinérgica na presença da IBMX/forskolin. A coativação colinérgica aumenta 

a secreção de cloro em tecidos normais e induz uma resposta inversa de 

secreção de íons potássio em tecidos sem CFTR. 

 Obs: Todas as drogas são diluídas em solução tampão (145mM  NaCl; 

0,4mM K2HPO4; 1,6mM K2HPO4; 5mM D-glicose; 1mM MgCl2; 1,3mM Glucanato de 

cálcio; pH=7,4) e antes de perfundir o tecido tem temperatura estabilizada por 

banho-maria a 37ºC. 

 Os efeitos esperados para as etapas descritas acima estão esquematizadas 

na Figura 26. 
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Figura 26. Análise da biópsia retal em micro-câmara de Ussing. A figura mostra o comportamento 
da voltagem transepitelial (Vte) frente à ação das diferentes drogas. Em A, biópsia retal de um 
indivíduo controle e em B, biópsia retal de paciente com FC (91). 
 
 
5. Análise dos dados 

 A análise dos dados, quando apropriado, foi realizada com o programa 

BioEstat, versão 5.2. Foram escolhidos para análise estatística testes não-

paramétricos, que são testes apropriados em análises onde o tamanho amostral é 

reduzido e os valores não apresentam distribuição normal, como o caso dos dados 

utilizados nessa pesquisa. Foi realizado o teste não-paramétrico de Mann-Whitney, 

também conhecido como teste U, para a comparação de uma variável entre duas 

amostras independentes.  Foi realizado o teste não-paramétrico de correlação de 
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Spearman para a determinação da correlação entre duas variáveis quando os 

dados eram ordenativos. Para a comparação de uma variável entre três amostras 

independentes foi realizado o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, também 

conhecido como teste H. Se a estatística H resultou em valor de p significativo, o 

método de Dunn foi o escolhido para a comparação das médias, por ser mais 

conservador e considerar o tamanho amostral. Foram considerados significativos 

valores de p≤0,05. 
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1. Caracterização clínica 

 Participaram da pesquisa trinta pacientes com hipótese diagnóstica de 

fibrose cística e com idade superior a 18 anos. A proporção de homens e mulheres 

foi de 17:13, ou seja, 56,7 % de homens e 43,3% de mulheres. A média de idade 

dos participantes foi de 29,5 anos com desvio padrão de 8,40. Nenhum dos 

pacientes possuía consanguinidade na família.  

 O quadro 7 apresenta os dados de idade ao diagnóstico e concentrações de 

íons de cloro e sódio no suor. 

Quadro 7. Idade ao diagnóstico e resultados de teste de sódio e cloro no suor dos 
pacientes adultos com hipótese diagnóstica de FC. 
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113/00 7 anos 29/02/2000 82,9 107,4 02/02/2011 116,0 104,5 

694/00 1 anos e 3 
meses 20/10/1993 63,7 90,7 09/03/1994 61,5 93,1 

236/01 
7 anos e 11 

meses 20/10/1994 53,5 66,2 22/12/1994 68,1 70,3 

411/01 19 anos e 2 
meses 

31/01/2001 94 88 15/05/2001 101 123,8 

535/01 2 anos 21/03/2001 111 181 23/05/2004 114 105 

582/01 10 anos 25/09/1981 71,5 76 26/09/1983 75,8 85,8 

589/01 4 anos 1991 76,00 87,00 1991 73 91 

644/01 1 ano e 10 
meses 

06/1991 55 55 08/1991 77,4 82,2 

775/01 13 anos 10/07/1989 67,1 72,8 24/02/2011 40,89 42,53 

813/01 1 ano e 3 
meses 25/03/1993 82,2 148,1 17/12/1992 85,3 153,8 

973/01 4 anos 12/1994 76 110 02/1995 76,3 115 

715/02 8 anos 06/09/1984 101,27 139,17 16/04/1998 57 55,3 

719/02 2 anos 27/11/1985 66,2 116,5 - - - 

198/03 21 anos 06/04/03 102,0 136,2 02/04/03 93,1 112,3 
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2459/04 1 ano 08/11/2007 156,2 154,3 02/02/2011 115,3 139,5 

501/05 1 ano e 4 
meses 

04/1990 90,7 165,1 04/1998 74,3 157 

790/05 29 anos 20/05/2003 65,3 69,3 10/12/2004 51 68,9 

1322/05 2 anos e 6 
meses - - - - - - 

404/06 12 anos 20/07/1994 23,2 15 29/03/2011 29,3 30,1 

856/06 15 anos 18/05/2006 60,9 74,1 30/05/2006 69,5 83,6 

456/07 18 anos e 6 
meses 01/03/2007 74,6 72,8 21/06/2007 91 97 

484/07 16 anos - - 26 - - 15 

173/08 5 anos 15/05/1995 88,6 143,7 - - - 

175/08 12 anos 08/08/1995 81,6 112,9 13/09/1995 74,4 102,3 

331/08 18 anos 22/07/2008 62,1 60,8 16/11/2008 32,4 29,8 

260/09 31 anos 21/11/2007 91,3 95,3 11/12/2007 88,4 98,70 

554/09 28 anos 15/02/2004 92,8 125,2 25/02/2004 79,7 120,30 

616/10 49 anos 27/11/2009 - 137,5 01/03/2011 
 

105,5 130,3 

841/10 35 anos 30/09/2010 72,3 73,8 21.12.2010 69,8 70,7 

68/11 8 anos 15/03/1988 99,3 157,9 08/1995 112,6 151,8 

*Valores de referência para secreção de cloreto no teste do suor: <40 mEq/L= secreção normal; 
entre 40 e 60mEq/L=limítrofe e >60mEq/L=indicativo de FC. 
-=Dados não disponíveis no prontuário médico do paciente. 
  

 O Quadro 8 resume os dados clínicos gerais dos pacientes. Com relação ao 

status nutricional, 16,7% dos pacientes apresentam magreza, 66,7% apresentam 

peso saudável, 13,3% apresentam sobrepeso e 3,3% apresentam obesidade. Na 

cultura de rotina diagnóstica do escarro 64% dos pacientes apresentaram 

colonização crônica por Staphylococcus aureus, 56% por Pseudomonas 

aeruginosa, 12% por Burkholderia cepacia, 8% por Aspergillus sp, 4% por 
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Stenotrophomonas maltophilia, 4% por Achromobacter denitrificans. Um paciente 

(4%) apresentou flora normal. As frequências encontradas para as comorbidades 

associadas à FC foram: 57,1% de insuficiência pancreática, 34,5% de intolerância 

a glicose, 33,3% de perda óssea, 27,6% de polipose nasal e 3,4% de íleo 

meconial. 

 

Quadro 8. Características clínicas gerais dos pacientes adultos com hipótese 
diagnóstica de FC. 
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113/00 
21,16 

(07/12/2010) Sim Sim Não Não Sa Não Não fez Não tem 

694/00 21,82 
(10/02/2011) Sim Não Não Sim Sa Não Não fez Irmã com FC 

236/01 
17,92 

(18/07/2006) Sim Não Não Não Sa Não Oligospermia 

Irmão gêmeo 
faleceu 1 mês 

após 
nascimento 

411/01 
27,92 

(19/09/2010) Não Sim Não Sim Sa, Pa Não  - 
Tia faleceu 1 

semana após o 
nascimento 

535/01 24,89 
(14/06/2011) Sim Não Não Não Sm, Asp Não Não fez Não tem 

582/01 34,75 
(03/05/2011) 

Não Não Não Não - Não Não fez Não tem 

589/01 
24,22 

(28/04/2011) Não Não Não Não - Não Não fez Não tem 

644/01 15,82 
(28/04/2011) Não - - - Sa Sim - Não tem 

775/01 21,91 
(26/01/2011) Não Não Não Sim Sa, Pa Sim Normal Não tem 

813/01 23,40 
(07/10/2010) 

Não Não Não Sim Pa, Bc Não - Não tem 

973/01 
19,44 

(26/10/2010) Sim Não Sim Sim Sa, Pa Sim - Não tem 

715/02 20,27 
(15/09/2010) Sim Sim Não Não Sa, Pa Não Não fez Não tem 

719/02 22,49 
(29/09/2010) Sim Sim Não Não Bc Sim azoospemia Não tem 

198/03 
16,61 

(18/08/2009) Sim Sim Não Não Pa Sim azoospemia Não tem 
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2459/04 23,98 
(02/02/2011) Sim Sim Não Não Sa, Pa, Bc Sim Não fez 

Duas irmãs 
faleceram com 
suspeita de FC 

501/05 21,23 
(28/03/2011) 

Sim Sim Não Sim Pa, Ad Não - Irmão faleceu 
aos 4 meses 

790/05 14,29 
(26/01/2011) Não Não Não Não Sa Sim - Não tem 

1322/05 18,67 
(10/05/2011) Sim Sim Não Não Sa, Pa Não - Não tem 

404/06 23,31 
(27/05/2011) 

Sim Sim Não Não Sa Não Normal Não tem 

856/06 
20,59 

(26/03/2011) Sim Não Não Não - Não Não fez Não tem 

456/07 20,45 
(11/04/2011) Não Não Não Não As, Asp Não - Não tem 

484/07 15,85 
(28/11/2008) Não Não Não Não Pa Não Normal Não tem 

173/08 21,17 
(13/04/2010) Sim Sim Não Não Sa Sim Não fez 

Irmã morreu. 
Apresentava 
vômitos e 
cianose 

175/08 
19,72 

(20/05/2011) Não Não Não Não Pa Não - Não tem 

331/08 25,88 
(11/11/2008) Não Não Não Não normal Não Normal Não tem 

260/09 20,09 
(04/02/2011) Sim Não Não Não Sa, Pa Não - Não tem 

554/09 26,12 
(18/08/2009) 

Sim Não Não Sim Sa, Pa Sim - Não tem 

616/10 26,22 
(11/03/2011) Não Não Não Sim - Não Sim 

Filha com 
fibrose cística 
(fertilização in 

vitro) 

841/10 18,63 
(19/01/2011) - Não Não Não - Sim - Não tem 

68/11 24,92 
(01/02/2011) - Não Não Não Sa, Pa Não - Irmão com FC 

Onde Sa=Staphylococcus aureus, Pa=Pseudomonas aeruginosa, Sm= Stenotrophomonas 
maltophilia, Ad= Achromobacter denitrificans, Asp= Aspergillus sp e Bc= Burkholderia cepacia. 
*Valores de referência para IMC segundo a OMS: <18,5=magreza; 18,6 a 24,9=peso saudável; 
25,0 a 29,9= sobrepeso e acima de 30= obesidade. 
-=Dados não disponíveis no prontuário médico do paciente. 
 
  

 A prova de espirometria foi realizada em sua maioria no último ano, no 

Laboratório de Função Pulmonar (LAFIP) no Centro de Investigação em Pediatria 



 73 

(CIPED) da UNICAMP, e seguiu as normas da ATS-ERS. Com relação ao quadro 

pulmonar foi avaliado volume expiratório forçado (VEF1), capacidade vital forçada 

(CVF), a razão entre VEF1/CVF (Índice de Tiffeneau) e fluxo expiratório forçado 

entre 25-75%. A saturação de O2 transcutânea (SpO2) também foi avaliada 

(Quadro 9) bem como os dados da última tomografia computadorizada (CT) 

realizada pelo paciente (Quadro 11). 

 Houve comprometimento obstrutivo do pulmão em 75% dos pacientes   

avaliados pelo Índice de Tiffeneau. Em 66,7% dos pacientes o FEV1 foi menor que 

70% e em 79,3% dos pacientes o FEF25-75% foi menor que 70%, valores que 

indicam comprometimento pulmonar global e das pequenas vias aéreas, 

respectivamente. O teste de SpO2 mostrou que 64% dos pacientes tinham 

suprimento adequado de O2, 24% apresentavam hipoxemia leve e 12%, hipoxemia 

moderada. 

  

Quadro 9. Avaliação das manifestações pulmonares dos pacientes adultos com 
hipótese diagnóstica de FC. 
 

Código VEF1 

(%) 

CVF 
(%) 

Índice de 
Tiffeneau 

(VEF1/CVF)  

FEF 
25-75% 

(%) 

 
Data da 

coleta de 
dados 

 
SpO2  
(data) 

113/00 77 74 78 54 07/12/2010 98% 
(23/03/2011) 

694/00 116 108 89 132 10/02/2011 
98% 

(27/04/2010) 

236/01 84 70 94 84 18/07/2006 99% 
(03/07/2007) 

411/01 40 52 77 23 13/09/2010 98% 
(08/08/2009) 

535/01 33 53 62 15 13/06/2011 90% 
(14/06/2011) 

582/01 67 74 78 59 03/05/2011 
98% 

(06/01/2009) 

589/01 71 87 71 50 28/04/2011 - 
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Código VEF1 

(%) 

CVF 
(%) 

Índice de 
Tiffeneau 

(VEF1/CVF)  

FEF 
25-75% 

(%) 

 
Data da 

coleta de 
dados 

 
SpO2  
(data) 

644/01 74 70 96 77 28/04/2011 96% 
(11/02/2003) 

775/01 21 40 44 8 26/01/2011 94% 
(09/06/2009) 

813/01 37 54 62 17 07/10/2010 
90% 

(22/12/2009) 

973/01 44 63 63 18 26/10/2010 92% 
(02/09/2008) 

715/02 66 90 62 37 15/09/2010 94% 
(03/03/2009) 

719/02 72 87 73 47 29/09/2010 97% 
(30/07/2008) 

198/03 47 67 62 25 18/08/2009 
90% 

(10/03/2009) 

2459/04 41 48 74 29 02/02/2011 97% 
(21/08/2007) 

501/05 45 61 74 19 18/02/2011 98% 
(07/07/2009) 

790/05 21 27 76 14 26/01/2011 98% 
(07/07/2009) 

1322/05 50 64 71 26 17/08/2010 
96% 

(10/05/2011) 

404/06 101 102  - 89 14/09/2007 95% 
(13/01/2009) 

856/06 83 101 69 56 26/03/2011 - 

456/07 67 77 79 49 11/04/2011 95% 
(13/10/2009) 

484/07 21 22 -  -  28/11/2008 - 

173/08 58 89 59 24 13/04/2010 97% 
(10/08/2010) 

175/08 59 68 79 50 20/05/2011 99% 
(21/12/2010) 

331/08 87 103 84 60 28/01/2009 94% 
(09/03/2004) 

260/09 61 62 102 73 18/03/2011 
98% 

(26/08/2010) 

554/09 47 61 72 31 18/08/2009 97% 
(24/05/2011) 

616/10 90 82 91 123 11/03/2011 - 

841/10 60 63 87 60 19/01/2011 - 

68/11 59 86 66 30 01/02/2011 
98% 

(06/10/2010) 

Com relação aos parâmetros de espirometria avaliados (FEV1, CVF, Índice de Tiffeneau e FEF25-75%), 
quanto menor o valor, pior a função pulmonar. Índice de Tiffeneau abaixo de 80% indicam 
obstrução e abaixo de 60%, restrição. Valores de SpO2 acima de 95% são considerados com 
suprimento adequado de oxigênio, de 91 a 95% com hipoxemia leve, 85 a 90% com hipoxemia 
moderada, e menor que 85% como hipoxemia grave. 
-=Dados não disponíveis no prontuário médico do paciente. 
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 Com relação à gravidade clínica avaliada pelo escore de Shwachman-

Kulczycki, 33,3% dos pacientes apresentaram estado geral de bom a excelente, 

55,6% apresentaram gravidade moderada a média e 11,1% apresentaram estado 

geral grave (Quadro 10). Os valores de gravidade pulmonar dos pacientes, 

avaliada pelo escore de Bhalla, estão demonstrados no quadro 10. Todos esses 

valores foram obtidos no último ano. 

 

Quadro 10. Escores de gravidade dos pacientes adultos com hipótese diagnóstica 
de FC. 

Código Bhalla Shwachman-
Kulczycki 

113/00 10 65 
694/00 3 95 
236/01 4 75 
411/01 10 80 
535/01 8 50 
582/01 - - 
589/01 - 100 
644/01 - 55 
775/01 15 75 
813/01 11 50 
973/01 9 55 
715/02 - 65 
719/02 17 50 
198/03 23 40 
2459/04 12 45 
501/05 10 60 
790/05 10 40 
1322/05 13 60 
404/06 0 95 
856/06 5 80 
456/07 8 70 
484/07 - - 
173/08 8 55 
175/08 11 55 
331/08 - - 
260/09 - 40 
554/09 11 55 
616/10 - 95 
841/10 - 60 
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Os valores de referência de gravidade do escore de Shwachman-Kulczycki são: de 86 a 100 
excelente, de 71 a 85 bom, de 56 a 70 médio, de 41 a 55 moderado e menos de 40 grave. Com 
relação ao escores de Bhalla, quanto maior é o valor, maior a gravidade.  
-=Dados não disponíveis no prontuário médico do paciente. 
  

 As características clínicas relevantes obtidas por exames complementares 

estão ilustradas no quadro 11. 

 

Quadro 11. Características clínicas adicionais dos pacientes adultos com hipótese 
diagnóstica de FC, como resultado do CT de tórax. 

Código Característica clínicas adicionais 

113/00 Esteatose hepática/pancreatopatia/Bronquiectasias bilateral de impactação 
brônquica e bronquiolar. Opacidade nodular nos lobos inferiores. 

694/00 Pancreatopatia crônica. 
236/01 Balanço de gordura sempre alterado/epilepsia com crises parciais complexas. 

411/01 Bronquiectasias difusas com impactação mucóide, predominante nos lobos 
superiores, atelectasia do lobo superior direito/esteatose hepática. 

775/01 Hepatite C/ bronquiolite obliterante, bronquiectasias, bolhas subpleurais. 
973/01 Broncopatia difusa, bronquiectasias císticas e varicosas nos lobos superiores. 
715/02 Esteatose hepática. 

719/02 
Espessamento do interstício peribroncovascular, broquiectasias, 

bronquioloectasias, nódulos centro-lobulares. 
198/03 Esteatose hepática /prolapso retal. 
501/05 Bronquiesctasias. 
790/05 Bronquiesctasias. 

1322/05 Extensas bronquiectasias e atelectasias cilíndricas e algumas de configuração 
cística, que comprometem difusamente ambos os pulmões. 

404/06 Diabetes mellitus/ esteatorréia acentuada. 
856/06 Dermatomiosite/diarreia crônica/bronquiopatia e bronquiolopatia. 
456/07 Discretas bronquiectasias. 
484/07 Bronquiectasias. 
173/08 Broquiectasias e nódulos centrolobulares e árvore brotamento. 
175/08 Bronquiectasias. 
331/08 Antecedentes constantes de broncoespasmos. 
260/09 Bronquiectasias. 
554/09 Sinais de bronquiectasias. 

616/10 
A hipótese diagnóstica foi levantada a partir do diagnóstico da filha que foi 

concebida por fertilização in vitro. 
 

 Conforme exposto no capítulo de introdução, duas características marcantes 

na gravidade da FC são: o status nutricional influenciado entre outros parâmetros 
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pela suficiência pancreática e o status pulmonar. A fim de avaliar a relação dessas 

apresentações clínicas com os outros marcadores de gravidade os pacientes foram 

agrupados conforme ilustrado nas tabelas 3 e 4 e os resultados das análises estão 

ilustrados nas figuras 27 e 28. Não existiu diferença significativa entre os 

marcadores de gravidade avaliados e a insuficiência pancreática (Tabela 3). Apesar 

da diferença entre as médias de idade ao diagnóstico entre pacientes com 

suficiência e insuficiência pancreática, a distribuição de valores foi ampla de forma 

que não houve diferença estatisticamente significativa (Tabela 3, Figura 27). 

 

Tabela 3. Relação entre o acometimento pancreático e marcadores de gravidade. 
 

Acometimento  
do pâncreas Média 

Desvio  
padrão 

Z (U)* 
 Valor de p  

Idade do diagnóstico (anos) SP 15,96 13,15 
1,594 0,111 

IP 9,31 9,67 
Idade em 31/08/2011 SP 30,25 9,31 

0,708 0,479 
IP 27,13 6,80 

VEF1 (%) SP 54,58 25,56 
0,731 0,465 

IP 64,06 23,30 
FEF25-75% (%) SP 48,18 33,29 

0,023 0,981 
IP 47,44 32,60 

Onde SP= suficiência pancreática e IP= insuficiência pancreática.  
* Mann-Whitney. 
 
 
 

 

Figura 27. Relação entre insuficiência pancreática e idade ao diagnóstico. Onde SP= suficiência 
pancreática e IP=insuficiência pancreática. 
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 A associação entre a colonização crônica por P. aeruginosa e a perda de 

função pulmonar foi estatisticamente significativa (Tabela 4, Figura 28), 

evidenciados pela diminuição de valores de VEF1 e CVF em pacientes cronicamente 

colonizados por esse patógeno. 

 

Tabela 4. Relação entre função pulmonar e colonização por P. aeruginosa. 
Função pulmonar Colonização crônica  

por P. aeruginosa Média DP Z (U)* Valor de p  

VEF1 (%) Sim 71,8 27,4 2,628 0,009 Não 45,7 15,2 

CVF (%) 
Sim 78,2 23,8 

2,409 0,016 
Não 60,1 19,3 

Tiffeneau 
Sim 79,0 12,4 

1,674 0,094 
Não 68,6 15,0 

FEF25-75% (%) Sim 58,6 35,5 1,941 0,052 
Não 31,8 18,5 

Onde negrito=estatisticamente significativo.  
* Mann-Whitney. 

 
 

 
 

Figura 28. Relação entre a colonização crônica por P. aeruginosa (Pa) e a função pulmonar. A 
análise de Mann-Whitney mostrou diferença significativa entre os grupos indicados por chave, onde 
*=p≤0,05 

 

2. Caracterização molecular 

A) Pesquisa direta da mutação F508del 

 Após a análise molecular para a identificação de F508del (Figura 29), a 
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proporção de pacientes homozigotos e de heterozigotos para a mutação F508del 

nessa amostra foi de 16,67% (5/30) e 26,67% (8/30) respectivamente. Em 

56,66% (17/30) da amostra a mutação F508del não foi encontrada. Portanto, 

nessa amostra, a frequência do alelo F508del foi de 0,30.  

 

Figura 29. Gel não desnaturante de poliacrilamida a 12% demonstrando os resultados obtidos na 
análise de F508del, onde M=marcador de peso molecular de 50pb. 
 
 
 

B) Amplificação dos fragmentos contendo as regiões codificantes do gene CFTR e 

as junções intron/exon 

 As reações de amplificação pela PCR foram padronizadas com a finalidade 

de se obter uma solução contendo concentração de aproximadamente 100ng/µL 

do fragmento de interesse. O resultado da padronização das reações de 

amplificação está ilustrado na figura 30.  
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Figura 30. Gel de agarose a 1% ilustrando o resultado da amplificação dos fragmentos que contém 
todos os exons e junção exon/intron do gene CFTR, onde M=marcador de peso molecular de 
100pb. 

 

C) Cromatografia líquida desnaturante de alta resolução – DHPLC  

 Um total de 113 fragmentos foi analisado pela técnica de DHPLC, dos quais 

16 apresentaram padrão de retenção alterado (Quadro 12). Esses fragmentos 

foram encaminhados para sequenciamento automático e os resultados estão 

descritos e explicados na sessão D1 desse capítulo.  A figura 31 ilustra as 

alterações encontradas na análise em DHPLC. 
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Quadro 12. Resultados dos padrões de retenção obtidos pela técnica de DHPLC.. 

Código 
nº de 

fragmentos 
avaliados 

nº de 
fragmentos 
alterados 

Fragmentos analisados por DHPLC, 
com destaque para aqueles com padrão 

de retenção alterados 
694/00 8 0 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20 
411/01 6 3 1, 3, 4, 11*, 16*,18*, 20 
535/01 13 3 3, 4, 5, 6b*, 7, 11*, 12, 13.1*, 16, 18, 19, 20, 22 
644/01 8 0 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20 
775/01 8 0 1, 3, 4, 7, 11, 16, 18, 20 
198/03 7 1 1, 3, 4, 7, 11*, 18, 20 
501/05 13 3 1*, 3, 4, 5, 6b*, 7, 11, 12, 13.1, 16*, 18, 19, 22 
790/05 11 1 1*, 2, 3, 4, 5, 6b, 7, 11, 13.1, 19, 20 
404/06 15 1 1, 2, 3, 4, 5, 6b*, 7, 11, 12, 13.1, 14ª, 16, 18, 19, 20  
856/06 14 2 1*, 2, 3, 4, 5, 6b*, 7, 11, 12, 13.1, 16, 19, 20, 22 
456/07 10 2 1, 3, 4, 5, 7, 11*, 13.1, 16, 18, 20* 
TOTAL 113 16  

Onde * significa padrão de retenção alterado.  
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Figura 31. Resultados de pacientes que apresentaram padrão de retenção alterado. A seta 
evidencia o padrão apresentado pelo paciente e as curvas em verde, o padrão esperado para um 
indivíduo sem alteração. Em A, paciente 411/01 (P. D. R.): padrão de retenção dos fragmentos que 
contém os exons 11, 16 e 18. Em B, paciente 535/01 (V. A. M.): padrão de retenção dos 
fragmentos que contém os exons 6b, 11 e 13.1. Em C, paciente 198/03 (M. A. M.): padrão de 
retenção do fragmento que contém o exon 11. Em D, paciente 790/05 (A. A. P.): padrão de 
retenção do fragmento que contém o exon 1. Em E, paciente 404/06 (C. S.): padrão de retenção 
do fragmento que contém o exon 6b. Em F, paciente 856/06 (M. R. I.): padrão de retenção dos 
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fragmentos que contém os exons 1 e 6b. Em G, paciente 456/07 (K. K. S. B. M.): padrão de 
retenção dos fragmentos que contém os exons 11 e 20. Em H, paciente 501/05 (J. V. R. A.): 
padrão de retenção dos fragmentos que contém os exons 1, 6b e 16. 
 

 Analisando os diferentes padrões de retenção de um mesmo fragmento é 

possível notar que alguns tipos de alteração se repetem. A figura 31B ilustra o 

mesmo tipo de alteração que a figura 31E para o fragmento que contém o exon 

6b. O mesmo acontece quando se compara os padrões alterados do fragmento 

que contém o exon 1 (Figura 31D e 31F).  

 

D) Sequenciamento automático de DNA 

1. Amostras com padrão de retenção alterado no DHPLC 

 A paciente 411/01 (P.D.R.) teve os fragmentos que continham os exons 11, 

16 e 18 analisados por sequenciamento automático de DNA e foi encontrada 

alteração molecular somente no exon 11 (Figura 32). Essa alteração já foi descrita 

como uma troca da base G pela T na posição 1756 do transcrito, levando a 

formação de um códon de parada prematuro no códon 542 (p.G542X). Essa 

mesma alteração foi encontrada nos pacientes que mostraram o mesmo padrão de 

retenção: 535/01 (V.A.M), 198/03 (M.A.M.), 456/07 (K.K.S.B.M.). 
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Figura 32. Sequenciamento do fragmento que contém o exon 11 da paciente 411/01 (P.D.R.), onde 
a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado. Em A, eletroferograma do 
paciente e em B, eletroferograma de um controle sem alteração. 
 

 O paciente 535/01 (V.A.M.) teve os fragmentos que continham os exons 6b, 

11 e 13.1 analisados por sequenciamento automático e foi encontrada alteração 

molecular nos três fragmentos analisados (Figura 33). A alteração no fragmento 

que contém o exon 11, como mencionado anteriormente, foi identificada como a 

p.G542X. A alteração do fragmento que contém o exon 13 foi descrita como uma 

deleção de uma base A na posição 2184 do transcrito e pela troca da base A pela 

G na posição 2183 do transcrito, levando a alteração do tipo frameshift 

(c.2183AA>G). A alteração do fragmento que contém o exon 6b foi identificada 

como um polimorfismo de repetição em tandem de TTGA no intron 6a. Essa 

mesma alteração [c.744-31TTGA(5_7)] foi encontrada em heterozigose no 

paciente 404/06 (C.S.), o qual mostrou o mesmo padrão de retenção, e também 

na amostra 856/06 (M.R.I.), que apresentou um padrão de retenção alterado 
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diferente. 

 

Figura 33. Sequenciamento do fragmento que contém os exons 6b, 11 e 13 do paciente 535/01 
(V.A.M.), onde a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado. Em A, 
fragmento que contém o exon 11; em B, fragmento que contém o exon 13 e em C, fragmento que 
contém o exon 6b. 
 

 Os pacientes 501/05, 790/05 e 856/06 apresentaram um mesmo 

polimorfismo, uma troca de uma base G por C na posição 125 do transcrito 

(c.125G>C), ou seja, na região 5’ UTR. A figura 34 ilustra a alteração. 
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Figura 34. Sequenciamento do fragmento que contém do exon 1 da paciente 790/05 (A.A.P.), onde 
a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado.  
 

 A paciente 456/07 (K. K. S. B. M.) teve os fragmentos que continham os 

exons 11 e 20 analisados por sequenciamento automático e foi encontrada 

alteração molecular nos dois fragmentos analisados (Figura 35). A alteração no 

fragmento que contém o exon 11, como falado anteriormente, foi identificada 

como a p.G542X. A alteração do fragmento que contém o exon 20 foi identificada 

como uma alteração neutra de troca da base A pela G na posição 4002 do 

transcrito (c.4002A>G, p.P1290P). 
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Figura 35. Sequenciamento do fragmento que contém o exon 20 da paciente 456/07 (K.K.S.B.M.), 
onde a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado. Em A, eletroferograma do 
paciente e em B, eletroferograma de um controle sem alteração. 
 

 O fragmento que contém o exon 6b apresentou dois diferentes padrões de 

retenção alterados (Figura 31E e 31H). O padrão ilustrado na figura 31E, como já 

descrito no texto, se relaciona à alteração de repetição em tandem de TTGA em 

heterozigose no intron 6a. O padrão da 31H se relaciona à alteração 

c.1001+11C>T em heterozigose, no intron 6b (Figura 36).  
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Figura 36. Sequenciamento do fragmento que contém o exon 6b da paciente 501/05 (J.V.R.A), 
onde a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado.  
 

 Em resumo, pela técnica de DHPLC+sequenciamento dos fragmentos com 

padrão alterado, foram encontradas 13 alterações moleculares, sendo cinco delas 

sabidamente associadas à FC. É importante ressaltar que em três dos 16 

fragmentos que mostraram padrão de retenção alterado, a alteração molecular 

não foi detectada por sequenciamento. 

  

2. Diretamente das reações de amplificação 

 Foi realizado o sequenciamento completo das regiões codificantes gene 

CFTR em 24 dos 30 pacientes que participaram da pesquisa, não sendo necessário 

a realização desse tipo de análise em pacientes que tiveram seu diagnóstico 

molecular efetuado por pesquisa direta de F508del (113/00, 973/01, 715/02, 

719/02, 173/08) ou por análise dos fragmentos alterados como o caso do paciente 
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535/01. 

 Os resultados se encontram reunidos no quadro 13 e ilustrados na figura 

37. Foi observado um total de 13 alterações diferentes, todas elas associadas à 

fibrose cística. 

Quadro 13. Resultados de sequenciamento dos pacientes participantes da 
pesquisa.  

Código Alelo 1 
cDNA, proteína (localização) 

Alelo 2 
cDNA, proteína (localização) 

694/00 c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) - 
411/01 c.1132C>T, p.R334W (ex7) c.1756G>T, p.G542X (ex11) 
813/01 c.386G>A, p.G85E (ex3) c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) 
198/03 c. 745C>T, p.P205S (ex6a) c.1756G>T, p.G542X (ex11) 
2459/04 c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) c. 4041C>G, p. N1303K (ex21) 
501/05 c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) c.1789 C>T, p. R553X (ex11) 
1322/05 c.1814C>A, p. A561E (ex12) c.1814C>A, p. A561E (ex12) 
456/07 c.1756G>T, p.G542X (ex11) c.1985T>C, p. I618T (ex13) 
175/08 c. 745C>T, p.P205S (ex6a) c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) 
260/09 c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) c. 3272-26A>G (in17a) 
554/09 c.3120+1G>A (in16) - 
616/10 c. 3978G>A, p.W1282X (ex20) c. 4428insGA, p.S1435GfsX14 (ex24) 
841/10 c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) c. 3586G>C, p. D1152H (ex18) 
68/11 c.1132C>T, p.R334W (ex7) c.1652_1655delCTT, p.F508del (ex10) 

Em cDNA: A=adenina, T=timina, C=citosina e G= guanina 
Na proteína: A=alanina, C=cisteína, D=ácido aspártico, E=ácido glutâmico, F=fenilalanina, G= 
Glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, N=Asparagina, P=prolina, 
Q=glutamina, R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptofano, Y=tirosina e X=códon de 
terminação. 
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Figura 37. Eletroferogramas de todas as alterações encontradas na pesquisa que se associam com 

o quadro de fibrose cística. As alterações em heterozigose foram ilustradas sem o correspondente 

alelo selvagem e o local da mutação está evidenciado pela seta preta. A alteração em homozigose 

foi ilustrada juntamente com um controle selvagem, onde a seta vermelha evidencia a localização 

da alteração.  Het=sequenciamento de um heterozigoto. 

 

 Para confirmar a presença da alteração 4428insGA, o produto da reação de 

amplificação do fragmento que contém o exon 24 do paciente 616/10 foi 

submetido à clonagem em células competentes de Escherichia coli (linhagem 

DH5α) utilizando-se o vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, USA). Clones 

independentes foram sequenciados a fim de obter sequências dos dois alelos, 

normal e mutado, separadamente (Figura 38). 
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Figura 38. Sequenciamento do alelo selvagem e do alelo com a inserção 4428insGA. 

 

 Foram encontradas na pesquisa, ainda pelo método de sequenciamento, 

algumas sequências variantes já descritas como não relacionadas à clínica da FC 

(Figura 39 e Quadro 14). 

 

Figura 39. Eletroferogramas de todas as variações de sequência encontradas no gene CFTR que 
não estão associadas à clínica de fibrose cística. Onde seta preta evidencia o local da mutação. 
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Quadro 14. Variações moleculares encontradas no gene CFTR e não associadas à 
FC. 

Código Iniciais Variações na sequência 

694/00 E. H. L. p.E527E_HE, p.Q1463Q_HE 
236/01 L.H.F. p.E528E_HE, p.T854T_HE, c.3272-93T>C, p.Q1463Q_HE 
582/01 R.A.S. p.M470V_HE, p.T854T_HE 
589/01 L. H. P. p.M470V_HO, p.Y1424Y_HE 
644/01 L.S.M. p.M470V_HE 
775/01 E.G.A. p.V562I_HE, p.Q1463Q_HO 
813/01 D. S. C. p.M470V_HE 
198/03 M.A.M. p.M470V_HE 
501/05 J.V.R.A. c.125G>C_HE 
790/05 A.A.P. c.125G>C_HE, p.T854T_HE 
1322/05 A.P.B. p.M470V_HO 
404/06 C.S. p.M470V_HE 
856/06 M.R.I. c.125G>C_HE, 1001+9T>G, p.M470V_HE, p.T854T_HE 
456/07 K.K.S.B.M. p.P1290P_HE 
484/07 O. R. F. p.M470V_HO, p.T1299T_HE 
331/08 J.S.V. p.M470V_HE, p.T854T_HO, p.Q1463Q_HE 
260/09 D.R. p.M470V_HE 
554/09 C.S.S. p.T854T_HO, p.Q1463Q_HO 
841/10 A. G. p.M470V_HE 
68/11 B. B. R. J. p.T854T_HE 

Onde HE= alteração encontrada em heterozigose e HO= alteração encontrada em homozigose. 
Em cDNA: A=adenina, T=timina, C=citosina e G= guanina 
Na proteína: A=alanina, C=cisteína, D=ácido aspártico, E=ácido glutâmico, F=fenilalanina, G= 
Glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, N=Asparagina, P=prolina, 
Q=glutamina, R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptofano, Y=tirosina e X=códon de 
terminação. 
 

 

 A paciente 501/05 teve seu diagnóstico identificado por sequenciamento 

direto, uma vez que a mutação p. R553X não deu origem a padrão de retenção 

alterado na análise por DHPLC como mostra a figura 40B. Uma das possíveis 

explicações é que as temperaturas escolhidas para análise no DHPLC não 

propiciaram uma sensibilidade adequada para essa região. Note na figura 40A que 

a alteração se encontra na posição 191 do fragmento amplificado e que nessa 

posição a fração helicoidal está próxima de 1,0, como mostra o detalhe em 40C.  
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Figura 40. Detalhe da falha em detectar por DHPLC a alteração p. R553X encontrada por 
sequenciamento no exon 11 da paciente 501/05. Em A, sequência do fragmento amplificado com 
detalhe para o local da alteração (em vermelho). Em B, análise por DHPLC nas duas temperaturas 
escolhidas para o fragmento que contém exon 11 (a seta evidencia o padrão apresentado pelo 
paciente e as curvas em verde, o padrão esperado para um indivíduo sem alteração). Em C, o 
gráfico de fração helicoidal por posição da base (linha pontilhada mostra o local da alteração). 
 

E) MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) 

 As amostras que apresentaram homozigose para alteração relacionada a 

fibrose cística foram submetidas a análise de perda de heterozigose por MLPA, já 

que os pacientes alegaram não apresentar consanguinidade na família. São eles 

113/00, 973/01, 715/02, 719/02, 1322/05 e 173/08. Todos os pacientes avaliados 

não apresentaram deleções nas regiões das mutações. 

 A análise por MLPA foi realizada também nos pacientes onde a alteração 
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molecular em pelo menos um dos alelos não foi encontrada, a fim de determinar 

se essa alteração se devia a grandes deleções ou duplicações. São eles 694/00, 

236/01, 582/01, 589/01, 644/01, 775/01, 790/05, 404/06, 856/06, 484/07, 

331/08, 260/09, 554/09. Todos os pacientes avaliados não apresentaram deleções 

ou duplicações no gene CFTR. A figura 41 ilustra um resultado representativo para 

todos os pacientes analisados: todos os pacientes que não eram portadores da 

F508del apresentaram o padrão ilustrado na figura 41A; os portadores de um alelo 

com F508del apresentaram o padrão da figura 41B e os homozigotos para a 

alteração apresentaram o padrão ilustrado na figura 41C. 

 

Figura 41. Resultados da análise por MLPA. A barra rosa identifica a alteração F508del. 
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F) Outras alterações 

 Após todas as análises propostas, doze pacientes não tiveram o diagnóstico 

molecular concluído: 694/00, 236/01, 582/01, 589/01, 644/01, 775/01, 790/05, 

404/06, 856/06, 484/07, 331/08 e 554/09.  

 A mutação 1584-18672pb A>G foi encontrada em heterozigose em um 

(694/00) dos doze pacientes avaliados (Figura 42). 

 

Figura 42. Sequenciamento do fragmento que contém a alteração 1584-18672pb A>G do paciente 
694/00 (E. H. L.), onde a seta evidencia a localização da alteração no fragmento analisado. Os 
outros onze pacientes analisados apresentaram o padrão de eletroferograma ilustrado em controle. 

 

 Quanto a alteração 3849+10Kb C>T, todos os pacientes analisados 

mostraram o alelo selvagem (Figura 43). 
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Figura 43. Gel não desnaturante de poliacrilamida a 12% demonstrando os resultados obtidos na 

análise de 3849+10KbC>T, onde M= marcador de 100pb. 

 

 O quadro 15 resume a caracterização molecular da amostra de 30 

pacientes, bem como a classificação por tipo de mutação. Todas as alterações 

descritas em genótipo estão associadas a clínica de fibrose cística. Os 

polimorfismos não patogênicos encontrados não estão ilustrados nesse quadro. 

 

Quadro 15. Caracterização molecular dos pacientes participantes da pesquisa. 
Código Iniciais Genótipo de CFTR Classe de mutações 
113/00 L. F. A. F508del/F508del Classe II 
694/00 E. H. L. F508del/1584-18672pb A>G Classe II e Classe V 
236/01 L.H.F. Não identificada - 
411/01 P.D.R. R334W/G542X Classe IV/Classe I 
535/01 V.A.M. G542X/2183AA>G Classe I 
582/01 R.A.S. Não identificada - 
589/01 L. H. P. Não identificada - 
644/01 L.S.M. Não identificada - 
775/01 E.G.A. Não identificada - 
813/01 D. S. C. G85E/F508del Classe II 
973/01 A. O. F508del/F508del Classe II 
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Código Iniciais Genótipo de CFTR Classe de mutações 
715/02 R.F.L. F508del/F508del Classe II 
719/02 T. V. P. F508del/F508del Classe II 
198/03 M.A.M. P205S/G542X Classe IV e Classe I 
2459/04 R.C. F508del/N1303K Classe II 
501/05 J.V.R.A. F508del/R553X Classe II e Classe I 
790/05 A.A.P. Não identificada - 
1322/05 A.P.B. A561E/A561E Classe II 
404/06 C.S. Não identificada - 
856/06 M.R.I. Não identificada - 
456/07 K.K.S.B.M. G542X/I618T Classe I e Classe II 
484/07 O. R. F. Não identificada - 
173/08 B. S. C. F508del/F508del Classe II 
175/08 L.S. P205S/F508del Classe IV e Classe II 
331/08 J.S.V. Não identificada - 
260/09 D.R. F508del/3272-26A>G Classe II e Classe V 
554/09 C.S.S. 3120+1G>A/ não identificada Classe I 
616/10 A. C. B. W1282X/4428insGA Classe I e Classe IV ou VI 
841/10 A. G. F508del/ D1152H Classe II e Classe IV 
68/11 B. B. R. J. R334W/F508del Classe IV e Classe II 

Em cDNA: A=adenina, T=timina, C=citosina e G= guanina 
Na proteína: A=alanina, C=cisteína, D=ácido aspártico, E=ácido glutâmico, F=fenilalanina, G= 
Glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, N=Asparagina, P=prolina, 
Q=glutamina, R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptofano, Y=tirosina e X=códon de 
terminação. 
 

 

3. Caracterização fisiológica 

 Os resultados obtidos através das medidas bioelétricas dos pacientes em 

micro-câmara de Ussing estão resumidos no quadro 16 e dos controles no quadro 

17. 

Quadro 16. Resultados qualitativos e quantitativos relativos à caracterização 
fisiológica dos pacientes participantes da pesquisa. 

Código Iniciais 

Medidas eletrofisiológicas 
Qualitativo 

(atividade do 
canal) 

Isc cAMP 
(µA/cm2) 

Isc Ca+2 
(µA/cm2) 

113/00 L. F. A. Sem atividade 8,27 40,09 

694/00 E. H. L. Atividade residual -31,12 -40,7 

236/01 L.H.F. Atividade normal -46,56 -102,25 
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Código Iniciais 

Medidas eletrofisiológicas 
Qualitativo 

(atividade do 
canal) 

Isc cAMP 
(µA/cm2) 

Isc Ca+2 
(µA/cm2) 

411/01 P.D.R. Inconclusivo - - 

535/01 V.A.M. Sem atividade 5,17 23,47 

582/01 R.A.S. Atividade normal -24,91 -117,72 

589/01 L. H. P. Atividade normal -18,04 -99,11 

644/01 L.S.M. Atividade normal -33,71 -190,95 

775/01 E.G.A. Atividade normal -9,74 -17,16 

813/01 D. S. C. Atividade residual -13,8 -12,14 

973/01 A. O. Sem atividade 6,02 15,09 

715/02 R.F.L. Sem atividade 9,02 14,22 

719/02 T. V. P. Sem atividade 16,08 39,93 

198/03 M.A.M. Atividade residual -7,43 -19,91 

2459/04 R.C. Sem atividade 5,8 30,37 

501/05 J.V.R.A. Inconclusivo - - 

790/05 A.A.P. Atividade normal -30,58 -138,61 

1322/05 A.P.B. Inconclusivo - - 

404/06 C.S. Atividade normal -24,14 -155,09 

856/06 M.R.I. Atividade normal -110,05 -347,21 

456/07 K.K.S.B.M. Atividade residual -27,31 -34,55 

484/07 O. R. F. Atividade normal -9,59 -38,97 

173/08 B. S. C. Sem atividade 5,68 30,3 

175/08 L.S. Atividade residual -11,34 -10,34 

331/08 J.S.V. Atividade normal -14,33 -66,11 

260/09 D.R. Atividade residual -11,74 -9,13 

554/09 C.S.S. Atividade residual -47,31 -76,34 

616/10 A. C. B. Atividade normal -55,67 -83,55 

841/10 A. G. Atividade normal -42,68 -97,69 

68/11 B. B. R. J. Atividade residual -2,94 -9,59 

  
 Três pacientes (411/01, 501/05 e 1322/05) apresentaram exames 

inconclusivos, uma vez que a resistência dos espécimes de biópsia retal estava 

abaixo do valor recomendado para a confiabilidade do teste. 
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Quadro 17. Resultados qualitativos e quantitativos relativos à caracterização 
fisiológica dos controles. 

Iniciais 

Medidas eletrofisiológicas 
Qualitativo 
(atividade 
do canal) 

Isc cAMP 
(µA/cm2) 

Isc Ca+2 
(µA/cm2) 

C. M. A. Normal -22,57 -148,08 

C. S. O Normal -15,80 -112,39 

M. A. D. P. Normal -29,64 -184,06 

N. C. S. Normal -10,00 -119,79 

B. H. B. Normal -26,22 -81,69 

J. B. Normal -21,72 -287,19 

 

A figura 44 ilustra os resultados qualitativos obtidos pela análise em micro-

câmara de Ussing do indivíduo controle C.M.A. e dos pacientes 198/03 (M.A.M.) e 

113/00 (L.F.A.). O paciente 198/03 possui a mutação P205S que resulta em 

atividade residual de CFTR e, portanto, ilustra o comportamento do tecido quando 

há atividade residual. O paciente 113/00 é homozigoto para a mutação F508del e, 

portanto, ilustra o padrão apresentado por todos os pacientes que não apresentam 

atividade de CFTR. A resposta que se espera após estímulo por AMPc é  a abertura 

de CFTR com consequente aumento de íons cloreto na porção luminal e diminuição 

da Vte. Pacientes com atividade de CFTR, seja residual ou normal, apresentam 

esse comportamento (Figura 44A e B, primeira seta). Pacientes sem CFTR não 

apresentam resposta ao estímulo por AMPc (Figura 44C, primeira seta). 
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Figura 44. Padrões obtidos pela análise em micro-câmara de Ussing. Em A, controle C.M.A que não 
possui mutações em CFTR. Em B, paciente 198/03 que apresenta as mutações P205S e G542X e 
ilustra o comportamento de um tecido que possui atividade residual de CFTR. Em C, paciente 
113/00 (L.F.A.) que possui a mutação F508del em homozigose e ilustra um tecido que não possui 
atividade de CFTR. A primeira seta mostra o efeito do IBMX/forskolin (estímulo por AMPc) e a 
segunda o efeito do carbacol (estímulo por Ca+2). 
 

 Após estímulo por Ca+2, a resposta esperada é de abertura acentuada de 

CFTR e concomitante abertura de canais de potássio. Em pacientes com atividade 

normal de CFTR a resposta esperada é de uma queda brusca e acentuada da Vte 

que mascara a saída de íons K+ (Figura 44 A). Pacientes com atividade residual de 

CFTR tendem a ter aumento brusco da Vte consequente da secreção de K+ 

seguido da diminuição de Vte consequente da secreção de cloreto (Figura 44B). A 

resposta varia com o nível de atividade que o canal apresenta. Pacientes sem 
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atividade de CFTR apresentam aumento de Vte, após estímulo por Ca+2 

consequente somente da saída luminal de potássio (Figura 44C). 

Após a análise dos dados fisiológicos foi possível ver relação entre os dados 

qualitativos e quantitativos de secreção de cloreto pela CFTR (figura 45).  

 

Figura 45. Relação entre os dados qualitativos e quantitativos obtidos em micro-câmara de Ussing. 
Em A, valor de corrente de curto circuito (Isc) obtida por estimulação dos canais presentes na 
membrana por AMPc. Em B, Isc obtida por estimulação dos canais presentes na membrana por 
Ca+2. A análise de Kruskal-Wallis mostrou diferença significativa entre os grupos indicados por 
chave, onde o *=p≤0,05.  
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4. Correlação entre os aspectos clínicos, genéticos e fisiológicos 

 A fim de mostrar a relação entre a classe de mutação e a gravidade da 

doença os pacientes que tiveram o genótipo definido foram agrupados em 

pacientes com mutações de classe I e II, onde se espera um fenótipo mais grave e 

pacientes onde pelo menos uma das mutações eram de classe IV, V ou VI, como 

mostra o quadro 18.  

Quadro 18. Grupo dos pacientes que tiveram os alelos de CFTR genotipados e 
valores indicadores de gravidade. 

Grupos Código 
Idade ao 

diagnótico 
(anos) 

Escore de 
Shwachman VEF1 (%) 

Índice de 
Tiffeneau 

(%) 

FEF25-75% 
(%) 

Classes 
I, II e III 

501/05 1,5 60 45 74 19 
1322/05 2,5 60 50 71 26 
813/01 1 50 37 62 17 
456/07 18,5 70 67 79 49 
535/01 2 50 33 62 15 
973/01 4 55 44 63 18 
715/02 8 65 66 62 37 
719/02 2 50 72 73 47 
2459/04 1 45 41 74 29 
173/08 5 55 58 59 24 
113/00 7 65 77 78 54 

Classes 
IV, V e 

VI 

616/10 49 95 90 91 123 
841/10 35 60 60 87 60 
694/00 1 95 116 89 132 
198/03 21 40 47 62 25 
175/08 12 55 59 79 50 
260/09 31 40 61 102 73 
68/11 8 80 59 66 30 
411/01 19 80 40 77 23 

Z(U)* 2,601 0,991 1,073 2,229 2,147 
p 0,009 0,322 0,283 0,026 0,032 

Os valores de referência de gravidade do escore de Shwachman-Kulczycki são: de 86 a 100 
excelente, de 71 a 85 bom, de 56 a 70 médio, de 41 a 55 moderado e menos de 40 grave. 
Com relação aos parâmetros de espirometria avaliados (FEV1, Índice de Tiffeneau e FEF25-75%), 
quanto menor o valor, pior a função pulmonar. Índice de Tiffeneau abaixo de 80% indicam 
obstrução e abaixo de 60%, restrição.  
* Mann-Whitney. 
  

Os aspectos clínicos que apresentam associação com as classes de mutação 

são a idade ao diagnótico e os parâmetros de função pulmonar: índice de 

Tiffeneau e FEF25-75%  e estão ilustrados na figura 46. 
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Figura 46. Relação entre as classes de mutação e os marcadores de gravidade: idade do paciente 
ao diagnóstico, Índice de Tiffeneau e FEF25-75%. A análise de Mann-Whitney mostrou diferença 
significativa entre os grupos indicados por chave, onde o *=p≤0,05.  
 

 

 As análises que se seguem foram realizadas considerando principalmente o 

agrupamento pela atividade de CFTR dada pela análise qualitativa em micro-

câmara de Ussing. Essa análise detecta a atividade real do canal, mesmo em 

indivíduos onde a mutação não foi identificada aumentando o N em cada grupo, 

consequentemente melhorando o poder de análise dos resultados. O quadro 19 

mostra a relação entre a atividade de CFTR e a classe de mutações. Note a grande 
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correspondência entre a atividade de CFTR e a presença de pelo menos um alelo 

das classes IV, V ou VI de mutação de CFTR. 

 

Quadro 19. Agrupamento dos pacientes com relação a função de CFTR, genótipos 
associados e a classe da mutação de menor efeito. 

Código Iniciais Genótipo 
Classe da mutação mais 

leve 

Análise qualitativa 
em micro-câmara 

de Ussing 

113/00 L. F. A. F508del/F508del Classe II Sem atividade 

535/01 V.A.M. G542X/2183AA>G Classe I Sem atividade 

973/01 A. O. F508del/F508del Classe II Sem atividade 

715/02 R.F.L. F508del/F508del Classe II Sem atividade 

719/02 T. V. P. F508del/F508del Classe II Sem atividade 

2459/04 R.C. F508del/N1303K Classe II Sem atividade 

173/08 B. S. C. F508del/F508del Classe II Sem atividade 

694/00 E. H. L. F508del/1584-18672pb A>G Classe IV Atividade residual 

813/01 D. S. C. G85E/F508del Classe II Atividade residual 

198/03 M.A.M. P205S/G542X Classe IV Atividade residual 

456/07 K.K.S.B.M. G542X/I618T Classe II Atividade residual 

175/08 L.S. P205S/F508del Classe IV Atividade residual 

260/09 D.R. F508del/3272-26A>G Classe V Atividade residual 

554/09 C.S.S. 3120+1G>A/ não 
identificada 

- Atividade residual 

68/11 B. B. R. J. R334W/F508del Classe IV Atividade residual 

236/01 L.H.F. Não identificada - Atividade normal 

582/01 R.A.S. Não identificada - Atividade normal 

589/01 L. H. P. Não identificada - Atividade normal 

644/01 L.S.M. Não identificada - Atividade normal 

775/01 E.G.A. Não identificada - Atividade normal 

790/05 A.A.P. Não identificada - Atividade normal 

404/06 C.S. Não identificada - Atividade normal 

856/06 M.R.I. Não identificada - Atividade normal 

484/07 O. R. F. Não identificada - Atividade normal 

331/08 J.S.V. Não identificada - Atividade normal 

616/10 A. C. B. W1282X/4428insGA ? Atividade normal 

841/10 A. G. F508del/ D1152H Classe IV Atividade normal 

Onde ?= mutação não classificada, provalvemente de classe IV ou VI. 
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Em cDNA: A=adenina, T=timina, C=citosina e G= guanina 
Na proteína: A=alanina, C=cisteína, D=ácido aspártico, E=ácido glutâmico, F=fenilalanina, G= 
Glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=Lisina, L=leucina, M=metionina, N=Asparagina, P=prolina, 
Q=glutamina, R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptofano, Y=tirosina e X=códon de 
terminação. 
 
  

 A figura 47 mostra a relação da resposta dos canais presentes no tecido 

epitelial após estímulo por AMPc e Ca+2 quando as amostras são agrupadas pelo 

resultado qualitativo de função de CFTR ou por classe de mutações. A figura 48 

mostra a relação da concentração de cloreto no suor quando as amostras são 

agrupadas pelo resultado qualitativo de função de CFTR ou por classe de 

mutações. Note a correspondência entre os valores de secreção de cloreto pelo 

epitélio intestinal e pelas glândulas sudoríparas quando os pacientes são 

agrupados por atividade de CFTR ou por classes de mutação de CFTR.   
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Figura 47. Resposta quantitativa de Isc após estímulo por AMPc e Ca+2 agrupados pela atividade de 
CFTR (A) e pela classe de mutações de CFTR (B).  
 

 
 
Figura 48. Concentração de cloreto no suor. A análise de Kruskal-Wallis mostrou diferença 
significativa entre os grupos indicados por chave, onde o *=p≤0,05. 
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 A relação entre os valores de secreção de cloreto estimuladas por AMPc e 

por Ca+2 e os marcadores de gravidade (idade ao diagnóstico, VEF1, CVF, índice de 

Tiffeneau, FEF25-75%, escore de Bhalla e Shwachman-Kulczycki) está demonstrada 

na tabela 5.  

 

Tabela 5. Relação entre a atividade de CFTR e marcadores de gravidade. 

Marcador de gravidade 

Isc estimulada por AMPc Isc estimulada por Ca+2 
Coeficiente de 
correlação de 
Spearman (rs) 

p 
Coeficiente de 
correlação de 
Spearman (rs) 

p 

Idade ao diagnóstico -0,352 0,072 -0,379 0,051 
VEF1 (%) -0,338 0,085 -0,352 0,071 
CVF (%) -0,082 0,683 -0,152 0,450 
Índice de Tiffeneau -0,476 0,016 -0,384 0,058 
FEF25-75% (%) -0,484 0,012 -0,458 0,018 
Escore de Bhalla 0,479 0,051 0,473 0,055 
Escore de Shwachman-Kulczycki -0,322 0,125 -0,408 0,048 
Onde negrito=estatisticamente significativo.  
* Teste de correlação de Spearman. 
 
 
 Os marcadores de gravidade que apresentaram associação significativa com 

os valores de secreção de cloreto, seja estimulada por AMPc seja por Ca+2, estão 

ilustradas na figura 49. Em relação aos parâmetros de função pulmonar, é notável 

a associação entre a obstrução das vias aéreas e a ausência de atividade de CFTR, 

já que todos os pacientes sem atividade de CFTR apresentam índice de Tiffeneau 

abaixo de 80 enquanto que os pacientes com atividade normal de CFTR tendem a 

apresentar esse índice acima de 80 (Figura 49, Tabela 6). As pequenas vias aéreas 

tendem a ser mais comprometidas em pacientes sem atividade de CFTR, já que 

muitos desses pacientes apresentam FEF25-75% abaixo de 40% enquanto pacientes 

com atividade normal tendem a apresentar o mesmo parâmetro acima desse valor 

(Figura 49, Tabela 6). A gravidade do quadro clínico avaliado por escore de 
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Shwachman-Kulczycki tende a ser maior em pacientes sem atividade de CFTR, que 

apresentam esse escore abaixo de 70, enquanto os que possuem atividade normal 

de CFTR tendem a ter o escore acima desse valor. Em geral, pacientes com 

atividade residual de CFTR tendem a apresentar valores de marcador de gravidade 

comuns aos dois grupos.  

 

 
 
Figura 49. Resposta quantitativa de Isc após estímulo por AMPc ou por Ca+2 e relação com 
marcadores de gravidade clínica. O gráfico mostra todos os valores obtidos para cada paciente, 
identificados diferencialmente quanto à atividade de CFTR. Pacientes sem atividade (marcador 
verde), com atividade residual (marcador vermelho) e com atividade normal (marcador azul).  
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Tabela 6. Distribuição dos pacientes em faixas de gravidade da função pulmonar e 
relação com a atividade da CFTR. 

Indicador de gravidade Faixa 
Indivíduos com atividade 

normal de CFTR 
(%) 

Número de indivíduos com 
atividade residual de CFTR 

(%) 

Número de indivíduos sem 
atividade de CFTR 

(%) 
VEF1 ≤70% 41,7% (5/12) 87,5% (7/8) 71,4 % (5/7) 

>70% 58,3% (7/12) 12,5% (1/8) 28,6% (2/7) 
Índice de Tiffeneau ≤80% 50% (5/10) 75% (6/8) 100% (7/7) 

>80% 50% (5/10) 25% (2/8) 0% (0/7) 
FEF 25-75% ≤40% 18,2% (2/11) 50% (4/8) 71,4% (5/7) 

>40% 81,8% (9/11) 50% (4/8) 28,6% (2/7) 

 

 Apesar de não significativa a associação entre idade ao diagnóstico e 

secreção de cloreto após estímulo por Ca+2 e escore de Bhalla e secreção de 

cloreto após estímulo por AMPc, o valor de p encontrado sugere um tendência de 

associação (p=0,051) (Figura 50) que deveria futuramente ser confirmada, através 

do aumento do número amostral.  Note que pacientes sem atividade de CFTR 

tendem a ter um diagnóstico mais precoce e um escore de Bhalla indicando maior 

gravidade.  
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Figura 50. Relação entre idade ao diagnóstico e secreção de cloreto após estímulo por Ca+2 e entre 
o escore de Bhalla e a secreção de cloreto após estimulo por AMPc. O gráfico mostra todos os 
valores obtidos para cada paciente, identificados diferencialmente quanto à função de CFTR. 
Pacientes sem função (marcador verde), com função residual (marcador vermelho) e com função 
normal (marcador azul). 
 
 

 A tabela 7 mostra a proporção das comorbidades associadas à FC e sua 

relação com a atividade de CFTR. É possível notar uma relação entre a 

insuficiência pancreática e a atividade de CFTR, já que 100% dos pacientes sem 

função de CFTR apresentam IP, enquanto apenas 27,3% dos indivíduos com 

função normal de CFTR possuem essa comorbidade. O mesmo é possível ver em 

relação à intolerância a glicose que é encontrada em 71,4% dos pacientes sem 
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atividade de CFTR e em 9,1% de pacientes com atividade de CFTR normal 

(Tabela7). 

Tabela 7. Apresentações clínicas relacionadas à FC. 

Características avaliadas  
Atividade de CFTR (n paciente que apresentam a característica/n total de pacientes do 

grupo) 
Normal Residual Sem função 

Insuficiência pancreática 27,3 % (3/11) 57,1% (4/7) 100,0% (7/7) 

Intolerância à glicose 9,1% (1/11) 12,5% (1/8) 71,4% (5/7) 

Íleo meconial 0,0% (0/11) 0,0% (0/8) 14,3% (1/7) 

Polipose nasal 18,2% (2/11) 37,5% (3/8) 14,3% (1/7) 

Osteoporose/osteopenia 33,3% (4/12) 25,0% (2/8) 57,1% (4/7) 

Colonização crônica por 
Staphylococcus aureus 

71,4%(5/7) 62,5% (5/8) 71,4% (5/7) 

Colonização crônica por 
Pseudomonas aeruginosa 

28,6% (2/7) 75,0% (6/8) 42,9% (3/7) 
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5. Discussão 
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 A melhora no tratamento - seja por atenção multidisciplinar ao paciente, por 

aderência ao tratamento pelos pacientes ou surgimento de novas terapias - e o 

diagnóstico precoce têm mudado o cenário demográfico da fibrose cística no 

mundo. A expectativa de vida dos pacientes está aumentando e torna-se 

necessário um novo olhar para a questão, uma vez que as necessidades clínicas e 

socioeconômicas mudam de acordo com a faixa etária. Dentro dessa nova 

perspectiva, estudos que caracterizem esse grupo cada vez mais numeroso são de 

grande importância.  

 

1. Aspectos clínicos 

 Essa pesquisa teve a casuística de 30 pacientes maiores de 18 anos de 

idade cuja hipótese diagnóstica de fibrose cística foi levantada por profissionais 

responsáveis por seu seguimento no Hospital das Clínicas da UNICAMP. A média 

de idade foi de 29,5 (mediana 29 anos). Esses pacientes correspondem a 16,67% 

dos pacientes antendidos no HC com suspeita de FC. Segundo a Fundação Inglesa 

de FC (71), em 2009, a proporção de pacientes adultos no Registro de Pacientes 

com FC era de 47%, porém conclusões acerca da proporção de pacientes adultos 

nesse Centro de Referência em FC não podem ser realizadas, uma vez que para 

essa pesquisa, não foi feita uma busca ativa por todos os pacientes com clínica 

sugestiva mas sim uma indicação por médicos responsáveis, somado ao fato de 

uma proporção de pacientes com clínica sugestiva, não terem consentido participar 

da pesquisa, fazendo com que o dado de proporção se apresentasse, sob esse 
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aspecto, subestimado. Por outro lado, muitas características clínicas da FC são 

comuns a outras doenças que atingem adultos e sob esse aspecto o dado de 

proporção poderia estar superestimado.    

 O teste do suor através da iontoforese quantitativa pela pilocarpina é o 

padrão-ouro para a confirmação do diagnóstico de FC (94, 95). Não foi possível 

acessar os valores referentes a duas análises de cloreto no suor de três dos 30 

pacientes participantes da pesquisa (dois deles têm apenas valores de um teste). 

Em dois dos 27 pacientes onde foi possivel acessar os resultados do teste de 

cloreto no suor, os valores apresentados estavam dentro da normalidade e a 

hipótese diagnóstica foi levantada pelo quadro de insuficiência pancreática em um 

dos casos e de comprometimento respiratório no outro. Três pacientes 

apresentaram um teste com valor de cloreto no suor alterado e outro com valor 

limítrofe e um paciente apresentou um teste alterado e o outro normal. Em 77,8% 

dos pacientes (21 de 27) com dois testes de cloreto no suor realizados, portanto, 

os valores se apresentaram alterados, acima dos níveis considerados normais ou 

intermediários. É importante ressaltar que essas proporções estão sendo expostas 

como caracterização da amostra que compõe essa pesquisa e não refletem dados 

estatísticos de proporção esperada para adultos, uma vez que esse teste é 

utilizado como critério diagnóstico e, consequentemente, leva a um viés de 

seleção, ou seja, existe tendência dos pacientes indicados à participar da pesquisa 

apresentarem teste do suor alterado.  

 Em relação às manifestações gastrointestinais, cerca de 15% de crianças 
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com fibrose cística nascem com íleo meconial (63), com uma variação de 13-20% 

dependendo do estudo avaliado (96, 97). Entretanto, essa apresentação clínica foi 

observada em 1 dos 29 pacientes, onde foi possível o acesso a essa informação 

(3,4%). Como a frequência de íleo meconial dos pacientes FC acompanhados no 

Ambulatório de Mucoviscidose do HC/UNICAMP se assemelha a esperada de 15% 

(dados ainda não publicados), a baixa frequência na amostra de pacientes 

participantes da pesquisa poderia refletir uma maior probabilidade de casos com 

íleo meconial se associarem à progressão clínica mais grave e ao pior prognóstico 

da doença, sendo menos frequente em pacientes adultos. De fato, pacientes que 

apresentam mutações das classes I, II e III apresentam maior proporção de íleo 

meconial ao nascimento (98). Porém, Efrati e colaboradores (2010), na pesquisa 

cuja finalidade foi avaliar características clínicas e taxas de sobrevivência entre 

pacientes israelenses, chegaram a conclusão de que as apresentações clínicas 

como função pulmonar e status nutricional, bem como a taxa de sobrevivência não 

variam entre os pacientes que apresentaram ou não íleo meconial ao nascimento 

(99). Com o avanço dos estudos moleculares em FC, vários genes moduladores da 

gravidade vem sendo descritos (51). Assim, uma nova possibilidade para explicar a 

baixa frequência de íleo meconial nos pacientes que participaram da pesquisa seria 

a de a composição genômica desses indivíduos seja responsável pela ausência do 

fenótipo. De fato, essa apresentação clínica é influenciada por genes 

modificadores, tanto de efeito protetor como causador (100). A insuficiência 

pancreática está presente em aproximadamente 95% de pacientes com FC (63, 
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100) e estudos anteriores têm mostrado a correlação entre o íleo meconial e o 

status pancreático (100, 101). A frequência de insuficiência pancreática na amostra 

foi de 57,1% (16/28) pacientes, onde o acesso a essa infomação foi possível. A 

alta prevalência de pacientes com suficiência pancreática numa amostra composta 

por adultos corrobora a ideia levantada anteriormente de que pacientes que 

apresentam tanto insuficiência pancreática como íleo meconial tenham pior 

prognóstico e diminuição do tempo de vida. A disfunção pancreática é causada 

pela obstrução de ductos intrapancreáticos pelo muco viscoso (63). Com o tempo 

o pancreas sobre autólise, o que leva a perda da função das células das ilhotas de 

Langerhans ao longo do tempo, provocando assim intolerância à glicose. A 

frequência de pacientes acima dos 25 anos com intolerância a glicose varia de 30 a 

40%, dependendo do estudo avaliado (63, 102). Trinta e quatro e meio porcento 

dos pacientes participantes da pesquisa apresentaram intolerância a glicose, sendo 

que nove dos dez que apresentaram esse fenótipo apresentavam insuficiência 

pancreática como esperado. 

 A osteoporose, secundária à deficiência de vitamina D, inflamação sistêmica 

crônica e uso de corticosteroide, está sendo reconhecida como uma complicação 

da FC (63). A osteopenia começa na infância, mas se manifesta na idade adulta. A 

reabsorção óssea excede a formação dos osso mesmo em pacientes bem nutridos 

e estáveis clinicamente. Em nossa amostra a frequência de osteopenia foi de 

33,3% (10 de 30 pacientes), ou seja, dentro da esperada segundo Paccou (103). 

 A função pulmonar é um marcador de gravidade importante em pacientes 
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com FC, já que aproximadamente 90% dos pacientes morrem devido à progressão 

da doença pulmonar (104). As médias de VEF1, CVF, Tiffeneau e FEF 25-75% nos 

pacientes participantes da pesquisa foram respectivamente de  58,8±25,4%, 

69,1±23,1, 73,8±14,4 e 45,9±31,2. Os valores de VEF1 e CVF são similares aos 

encontrados num estudo realizado por Andrade e colaboradores (2001) em 

pacientes de Porto Alegre (105) nessa mesma faixa etária, porém os valores do 

índice de Tiffeneau e do FEF25-75% são superiores quando comparados aos valores 

encontrados no mesmo estudo (63% e 30%, respectivamente). Esses resultados 

sugerem que a evolução clínica pulmonar dos pacientes participantes da pesquisa 

está mais lenta, com menores índices de obstrução pulmonar e comprometimento 

das pequenas vias aéreas, quando comparada aos pacientes de Porto Alegre. 

Essas diferenças podem estar associadas a diferente conduta clínica, tipo de 

tratamento, adesão ao tratamento, ou mesmo clima, composição genômica, entre 

outras. Um resultado interessante foi o da associação entre a colonização crônica 

por P. aeruginosa e a piora no quadro pulmonar, relação essa já conhecida na 

literatura (106). Houve diferença significativa entre os valores de VEF1 e CVF nos 

pacientes não colonizados comparados aos colonizados cronicamente por essa 

bactéria. Ambos os marcadores indicam um aumento no quadro pulmonar 

obstrutivo em pacientes que são colonizados pela P. aeruginosa. 

 

2. Aspectos moleculares 

 Devido à frequência elevada da mutação F508del em pacientes com FC, a 
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pesquisa por essa mutação deve ser realizada em primeiro lugar, visando excluir 

pacientes homozigotos F508del das análises onde o método diagnóstico é mais 

caro e laborioso. Em nossa amostra, a frequência dessa mutação foi de 30% dos 

alelos analisados, sendo encontrado homozigose em 16,7% dos pacientes e 

heterozigose em 26,7%. Essas frequências são baixas quando comparada às de 

estudos brasileiros onde 50% de alelos de pacientes FC são F508del e 30% dos 

pacientes são homozigotos (31, 37). Esses estudos, entretanto, contemplam 

pacientes FC de todas as idades e não somente os adultos e é esperado que, entre 

adultos, prevaleça mutações ligadas a fenótipos mais brandos. O método de 

triagem de mutações por DHPLC mostrou-se bastante eficiente e resultou na 

detecção de apenas 16 regiões candidatas ao sequenciamento dos 113 fragmentos 

avaliados por esse método, levando a identificação de cinco dos alelos associados 

à FC e oito variações de sequências não associadas à clínica da doença. O 

sequenciamento dos três fragmentos restantes que apresentaram padrão de 

retenção alterado no DHPLC não mostrou nenhuma alteração molecular. Houve 

falha na detecção de alteração no fragmento que continha a mutação p.R553X, 

identificada posteriormente por sequenciamento. Por análises com auxílio Software 

Navigator TM, é possível melhorar as condições de análise e prever a resposta in 

silico, possibilitando dessa forma à otimização do método sem gastos de 

reagentes. Na pesquisa realizada por Ravnik-Glavak e colaboradores (2002) (87) 

foram também necessários alguns ajustes após a determinação prévia das 

condições de análise. A vantagem do método de DHPLC é a alta sensibilidade 
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quando comparada a outros métodos de triagem e a rapidez quando comparada 

ao sequenciamento, porém, em termos de custos, a técnica se equipara ao 

sequenciamente direto com a desvantagem de só indicar onde há a alteração sem 

identificá-la (86). O DHPLC é o método indicado quando há necessidade de um 

diagnóstico rápido. Com relação a aplicação dessa técnica para o gene CFTR, essa 

pesquisa mostrou que os fragmentos que contém o exons 6b e 10 devem ser 

sequenciados diretamente, uma vez que a frequência elevada de dois 

polimorfismos (TTGAn e M470V) leva à formação de muitos padrões de retenção 

alterados. 

 A técnica de sequenciamento automático direto a partir da PCR, permitiu o 

diagnóstico molecular de 12 dos 24 pacientes que ainda não haviam sido 

genotipados pelos outros métodos, além de identificar uma das mutações de um 

paciente participante da pesquisa. Uma vez que os fragmentos utilizados no 

sequenciamento contemplavam as regiões mais prováveis de mutação, segundo o 

banco Cystic Fibrosis Mutation Database (39), era esperado encontrar por essa 

técnica quase a totalidade dos alelos responsáveis pelo quadro clínico de FC nos 

pacientes. Porém, como a maior parte das regiões não codificantes ou da região 

promotora do gene CFTR não foram avaliadas nessa pesquisa, existe ainda a 

possibilidade de que justamente nestas regiões se localizem as mutações 

responsáveis pelo quadro clínico sugestivo de FC nos pacientes não genotipados. 

De fato, são conhecidas mutações no meio de introns que criam sítios alternativos 

de processamento do RNA, levando à produção de transcritos normais e alterados 
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em proporções específicas para cada mutação, como as alterações IV8-5T que leva 

à formação de um RNA mensageiro variante sem o exon 9 (107); 1584-18672pb 

A>G que resulta na inserção de um pseudo-exon de 104pb entre os exons 10 e 11 

(90) e a 3849+10Kb C>T, que cria um sítio de splicing alternativo no intron 19 

(108). Apesar de serem descritas como raras, as alterações 1584-18672pb A>G e 

3849+10Kb C>T foram avaliadas por estarem associadas a quadros clínicos mais 

leves, portanto de grande interesse nessa pesquisa, e a alteração 1584-18672pb 

A>G foi encontrada em um dos doze pacientes que ainda não tinham o 

diagnóstico molecular concluído. A alteração IV8-5T não foi avaliada por problemas 

metodológicos.  

 A técnica de MLPA foi a última análise molecular realizada na tentativa de 

identificar as mutações responsáveis pela clínica sugestiva de FC, uma vez que 

cada vez mais grandes duplicações e deleções que escapam à técnica de 

sequenciamento convencional vem sendo descritas (88). Nenhum dos onze 

pacientes que não tiveram a genotipagem concluída apresentou mutações desse 

tipo. Essa técnica também foi usada nos cinco pacientes que apresentaram 

homozigose para a alteração F508del e na paciente que apresentou homozigose 

para a alteração A561E, a fim de determinar se o resultado do sequenciamento se 

devia à homozigose ou à perda de heterozigose por grandes deleções. O resultado 

da análise foi consistente com homozigose. É importante destacar que em 

pacientes adultos, cujo fenótipo tende a ser mais brando, alterações desse tipo 

não são esperadas a não ser em heterozigotos compostos com o outro alelo de 
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gravidade menor, ou seja, apresentando mutações de classes IV, V ou VI. O 

método de MLPA foi de simples implementação, não sendo necessária nenhuma 

otimização e, realizado sob as instruções do fabricante, os resultados obedecem ao 

padrão de qualidade necessários para a confiabilidade. Entretanto, como se trata 

de um método de alto custo, para testar a perda de heterozigose o mais indicado é 

a convocação dos genitores e pesquisa direta da mutação do paciente, quando for 

possível, já que a presença da mesma mutação em heterozigose nos pais leva a 

maior confiabilidade sobre o genótipo do filho. 

 Em resumo, em 39 dos 60 alelos analisados (30 pacientes), a mutação foi 

identificada e 59% (23/39) dos alelos apresentaram mutações de classe II, 20,5% 

(8/39) de classe I, 12,8% (5/39) de classe IV, 5,1% (2/39) de classe V e 2,6% 

(1/39) de provável classe VI. Não existem estudos de frequência das classes de 

mutações no Brasil. Koch e colaboradores (2001) (109) determinaram que 1,9% 

dos alelos de pacientes com o diagnóstico de FC possuem mutações de classe IV 

ou V, uma baixa frequência quando comparada à de nossa amostra (17,6%). 

Participaram da pesquisa de Koch e colaboradores 5020 pacientes registrados no 

Registro Europeu de Epidemiologia da FC (109). Entretanto, no continente Europeu 

a frequência da F508del é muito superior à frequência descrita no Brasil e, em 

estudos de frequências de mutações, a composição étnica da população avaliada é 

extremamente importante. Além disso, é preciso ressaltar que pacientes de classe 

IV e V tem fenótipo mais brandos e podem ou escapar ao diagnóstico ou 

apresentar diagnóstico mais tardio. Portanto, era esperado encontrar uma 
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frequência alta desse tipo de mutação em nossa amostra, que é composta de 

pacientes adultos. 

 

3. Aspectos fisiológicos 

 Como foi possível perceber nos resultados discutidos até o momento, é 

muito difícil chegar ao diagnóstico conclusivo de FC em casos onde a clínica é 

controversa, mesmo quando se utiliza técnicas como as de biologia molecular. 

Dentro dessa realidade, estudos que acessam diretamente a proteína CFTR e sua 

atividade podem contribuir muito com o diagnóstico. Dois métodos têm sido 

utilizados para identificar a atividade do canal CFTR: medidas da diferença de 

potencial nasal (NDP, do inglês nasal potential difference) (110, 111, 112) e 

medidas da corrente intestinal (ICM, do inglês intestinal current measurement) 

(95, 112, 113). No primeiro caso, dois valores de NDP anormais obtidos em dias 

diferentes podem ser usados como evidência de disfunção da CFTR. Entretanto, 

para a realização desse procedimento, é necessária a imobilização do paciente por 

muito tempo, o que é difícil de ser realizado em indivíduos com menos de seis 

anos de idade (faixa etária comum aos pacientes com FC), sendo necessários 

profissionais altamente qualificados e padronização do procedimento para 

minimizar as variações (110). Outra limitação do método é a sobreposição de 

alguns valores entre pacientes com FC, portadores de mutações e indivíduos 

normais (114, 115, 116), o que diminui a especificidade do método. O método de 

medidas bioelétricas da corrente intestinal tem se mostrado bastante 
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discriminatório no que diz respeito ao acesso da atividade de CFTR (113), com a 

vantagem de ser um método de fácil implementação e alta reprodutibilidade, 

principalmente no que diz respeito à caracterização qualitativa da atividade de 

CFTR. A micro-câmara de Ussing montada nessa pesquisa está sendo a primeira 

utilizada no Brasil para efeito de pesquisa e diagnóstico em pacientes com FC. Em 

três dos 30 pacientes participantes da pesquisa, não foi possível a obtenção dos 

dados porque a resistência dos tecidos analisados não atingiu o valor de qualidade 

necessário para a confiabilidade dos resultados. Os resultados qualitativos foram: 

30% (7/27) dos pacientes não apresentaram atividade de CFTR, 29,6% (8/27) dos 

pacientes apresentaram atividade residual de CFTR e 44,4% (12/27) dos pacientes 

apresentaram atividade normal de CFTR. Com relação aos dados quantitativos, a 

resposta de secreção de íons cloreto, após estimulação por AMPc, se mostrou mais 

adequada na discriminação de pacientes sem atividade de CFTR daqueles que 

possuíam atividade, seja residual, seja normal. A reposta à estimulação por Ca+2 

foi adequada para discriminar os pacientes que possuíam atividade residual de 

CFTR dos controles sem FC. Existe, porém, sobreposição de valores de secreção de 

cloreto após ambos os estímulos (AMPc e Ca+2) nos pacientes com atividade de 

CFTR residual e normal. Assim como nessa pesquisa, Hirtz e colaboradores (2004) 

(113) conseguiram resultados discriminatórios após indução por AMPc. Entretanto, 

apesar de a distribuição encontrada pelos autores ser significativamente diferente, 

ainda houve sobreposição de valores quando comparados pacientes residuais, 

portadores de uma mutação no gene CFTR e controles normais. Esses resultados 



 126 

sugerem que as medidas bioelétricas da corrente intestinal não são adequadas, 

isoladamente, para o diagnóstico de FC e sim uma ferramenta que somada a 

outras, pode contribuir para a realização do mesmo. 

 A respeito do método é importante salientar que ele também exige um 

treinamento e aprimoramento, tanto do profissional que prepara o espécime para 

a análise e opera a câmara de Ussing, como do profissional que realiza as biópsias. 

Isso foi evidenciado tanto pela melhora na qualidade do tecido das análises 

recentes quando comparadas às análises antigas, que apresentaram resistência 

mais adequada, como pela reprodutibilidade dos resultados nas três a cinco 

biópsias (dados não mostrados).  

   

 

4. Correlações entre a clínica, a genética e a fisiologia de pacientes com 

FC 

 

A) Relação entre tipos de mutação e gravidade da doença 

 Na tentativa de observar a tendência à clínica mais grave nas mutações das 

classes I e II, quando comparadas às de classes IV, V e VI, foram realizados o 

agrupamento dos pacientes que tiveram o genótipo identificado pelo diagnóstico 

molecular e uma comparação com os dados clínicos. Não houve associação entre o 

escore de Shwachman-Kulczycki, VEF1 e outros marcadores de gravidade com as 

classes de mutações. Entretanto, houve tendência dos pacientes com mutações 
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mais graves a terem um diagnóstico mais precoce [média=4,77±5,14 (Classes I e 

II); média=22±15,7(Classes IV, V e VI)] e a apresentarem maior propensão a 

comprometimento respiratório obstrutivo [Índice de Tiffeneau: média de 

=68,81±7,31 (Classes I e II); média=81,63±13,33 (Classes IV, V e VI)], com 

maior impacto das pequenas vias aéreas [FEF25-75%:média=30,45±14,09 (Classes I 

e II); média=64,50±42,68 (Classes IV, V e VI)].  

 

B) Relação entre a atividade de CFTR e os genótipos dos pacientes 

 De uma maneira geral, o grupo que não apresentou atividade de CFTR na 

análise em micro-câmara de Ussing (7/27) foi composto por pacientes com 

mutações de classes I e II, como esperado; o grupo que apresentou atividade 

residual de CFTR  (8/27) se constituiu de genótipos heterogêneos, porém com alta 

frequência de heterozigotos compostos, nos quais uma das mutações era de classe 

IV, V e VI (5/8), não sendo esperado, contudo, indivíduos com mutações 

consideradas graves nesse grupo (3/8); o grupo que apresentou atividade de CFTR 

normal (12/27), foi composto de pacientes que ou não tiveram a mutação no gene 

CFTR  identificada ou apresentaram-se como heterozigotos compostos nos quais 

uma das mutações é sabidamente leve (117, 118). Segue informações detalhadas 

sobre cada grupo para que as discussões seguintes sejam mais claras: 

 

- Grupo sem atividade de CFTR:   

 Cinco pacientes homozigotos para a mutação F508del, um paciente 
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heterozigoto composto F508del/N1303K e um paciente heterozigoto composto 

G542X/2183AA>G.  

 A mutação F508del, presente no exon 10 é de classe II e se localiza no 

NBD1 amino-terminal. Essa alteração não perminte o dobramento correto da CFTR 

e seu transporte para a membrana plasmática, sendo na maior parte retida no 

retículo endoplasmático, onde é alvo da degradação Ub-proteossomal (119). Na 

pequena porcentagem da proteína F508del-CFTR que chega à membrana, a 

deleção da fenilalanina leva a um problema de abertura do canal agindo, então, 

como mutação de classe III (120). Sendo assim, espera-se que portadores dessa 

mutação tenham mesmo um fenótipo mais grave. 

 A mutação N1303K, presente no exon 21, é de classe II e se localiza no 

NBD-2. Da mesma forma que a F508del, é uma mutação que leva à perda de 

atividade de CFTR.  

 A mutação G542X, presente no exon 11, é uma mutação de classe I, uma 

vez que forma um códon de parada prematuro que leva à degradação do RNA 

mensageiro através do mecanismo de decaimento de RNA mediado pela falta de 

sentido (38). O mesmo acontece com a mutação 2183AA>G, localizada no exon 

13. Essa mutação leva à mudança da matriz de leitura e à criação de um códon de 

parada prematuro. Ambas eram esperadas dentro desse grupo. 

 

- Grupo com atividade residual de CFTR:   

 Sete pacientes com diferentes genótipos fazem parte desse grupo.  
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 Os pacientes cuja a atividade residual era esperada são os dos genótipos: i) 

F508del/1584-18672pbA>G e F508del/3272-26A>G, pois alelos de classe V 

produzem, além do RNAm anômalo, o RNAm normal de forma que alguma CFTR 

selvagem é formada (121); ii) os dois pacientes que apresentam a mutação P205S 

em heterozigose composta com mutações de classe I e II (P205S/G542X e 

P205S/F508del), já que a mutação P205S presente no exon 6a e localizada no 

domínio regulatório da proteína, é uma mutação de classe IV que leva à resposta 

reduzida do canal CFTR ao AMPc e tem sido associada, em muito estudos, a 

fenótipos mais leves; iii) o mesmo se aplica à mutação R334W, presente no exon 

7, encontrada em heterozigose composta com a F508del no paciente 68/11 (122, 

123).  Apesar da paciente 554/09 apresentar a mutação de classe I, 3120+1G>A 

que leva ao erro de processamento de todos os RNAm produzidos por esse alelo, é 

possível que ela forme um heterozigoto composto com uma mutação leve que não 

foi identificada..  

 Já os pacientes 813/01 (G85E/F508del) e 456/07 (G542X/I618T) não eram 

esperados nesse grupo, uma vez que as mutações G85E e I618T são identificadas 

como de classe II.  

 A mutação G85E fica no TMD1 e a troca da glicina, um aminoácido neutro, 

pelo ácido glutâmico, um aminoácido com carga elétrica negativa, poderia levar a 

problemas de dobramento dessa região apolar segundo Xiong e colaboradores 

(1997) (124). De fato, nesse mesmo estudo, os autores provam que o transporte 

de G85E-CFTR para fora do retículo endoplasmático foi similar ao da F508del-
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CFTR.  Contudo, muitos estudos têm mostrado a mutação G85E associada a 

quadros clínicos mais brandos (125, 126).  

 Já a mutação I618T no exon 13, que se localiza no domínio regulatório, foi 

classificada como de classe II através de um estudo funcional de Vankeerberghen 

e colaboradores (1998) o qual verificou a ausência da capacidade de maturação da 

proteina CFTR e consequente ausência dela na membrana (127). Contudo, Pasyk e 

colaboradores (1998) (128) demonstraram que a proteina I618T-CFTR apresenta 

atividade parcial como canal de cloreto, exibindo, porém, taxas de abertura de 

canal defeituosas. Os dados de que há atividade de CFTR no paciente 456/07, 

portador de I618T, corroboram os resultados de Pasyk e sugerem que essa 

alteração poderia ser então reclassificada em mutação de classe IV. Dessa forma, 

o paciente portador dessa mutação se enquadraria nesse grupo. 

 

- Grupo com atividade normal de CFTR:   

 Dos 11 pacientes desse grupo, o genótipo foi determinado somente em 

dois. 

 O paciente 616/10 possui uma mutação de classe I (W1282X), presente no 

exon 20 que, assim como a G542X explicada anteriormente, forma um códon de 

parada prematuro que leva à degradação do RNA mensageiro através do 

mecanismo de decaimento de RNA mediado pela falta de sentido e, como 

consequência, não há proteína CFTR formada, em heterozigose composta com 

uma mutação do tipo frameshift (4428insGA), presente no exon 24 e que leva à 
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formação de um códon de parada prematuro que tem como consequência, a perda 

de 33 aminoácidos na extremidade C-terminal da proteina (117), incluindo o 

domínio TRL que se liga a importantes fatores regulatórios (129). Não existem 

estudos relativos à classificação dessa mutação. A região carboxi-terminal de CFTR 

está ligada ao processo de reciclagem da proteína da membrana (56). Dessa 

forma, se a mutação afeta esse processo, ela seria uma mutação de classe VI. 

Porém, se a mutação afeta a taxa de abertura do canal, ela poderia ser classificada 

como mutação de classe IV. Contudo, sem estudos funcionais não há possibilidade 

de determinar o real efeito da mutação 4428insGA.  Essa alteração foi descrita 

sempre associada a CBAVD (117) que é a manifestação clínica mais sensível a 

pequenas variações da atividade de CFTR (2, 63) e, portanto, esse paciente era 

esperado nesse grupo, uma vez que a hipótese diagnóstica surgiu após a filha do 

mesmo ter tido o diagnóstico de FC confirmado e de, através da anamnese, ser 

descoberto que a criança foi gerada por fertilização assistida.  

 A paciente 841/10 apresentou genótipo F508del/D1152H. A mutação 

D1152H é sabidamente uma mutação ligada a quadros clínicos bem leves (118, 

130).  

 A presença desses dois pacientes nesse grupo evidencia que: i) mutações 

ligadas a quadros clínicos muito leves, ou mesmo à uma grande variabilidade 

clínica, estão relacionadas à secreções de cloro aparentemente dentro da faixa da 

normalidade; ii) a análise qualitativa dos traçados obtidos na micro-câmara de 

Ussing não tem sensibilidade para classificar essas alterações como residuais e, 



 132 

uma vez que a quantitativa, como já discutido anteriormente, gera sobreposição 

de valores entre residuais e normais, o exame de fisiologia não consegue definir a 

totalidade dos casos. Dessa maneira, não se pode excluir a hipótese diagnóstica de 

FC para os outros 10 pacientes somente com os dados bioelétricos. Entretanto, 

como já mencionado anteriormente, esses dados podem ser ferramenta de 

exclusão quando combinado com outros aspectos, como por exemplo, as 

características clínicas dos pacientes.  

 

C) Relação entre a atividade de CFTR e a clínica dos pacientes 

 Não existiu associação entre a secreção de cloreto pela CFTR e os 

marcadores de gravidade VEF1, CVF, IMC e SpO2. Os pacientes que não 

apresentaram atividade de CFTR mostraram uma tendência de ter idade ao 

diagnóstico precoce (média= 4,14±2,67) e um escore de Bhalla mais grave, 

apesar dessa associação não ser estatisticamente significativa (p=0,051). Os 

pacientes com atividade residual de CFTR foram diagnosticados um pouco mais 

tarde (média=15,06±11,48) e o grupo de pacientes com atividade normal de 

CFTR, mostrou grande variação na idade ao diagnóstico, mas é o grupo que possui 

o diagnóstico realizado nas idades mais elevadas (616/10: 45 anos e 840/10: 35 

anos). Esse resultado era esperado, uma vez que indivíduos mais graves procuram 

o serviço médico mais cedo e tendem a ter o diagnóstico precoce. 

 Com relação à função pulmonar, existiu a tendência de pacientes sem 

atividade de CFTR ou com atividade residual apresentarem VEF1 abaixo de 70%, 



 133 

enquanto pacientes com atividade normal de CFTR apresentaram tendência ao 

VEF1 acima desse valor. Existiu associação entre a secreção de cloreto pela CFTR, 

ou seja, a atividade do canal, e o índice de Tiffeneau e FEF25-75%. Pacientes sem 

atividade de CFTR tendem a ter quadro pulmonar obstrutivo e com maior 

comprometimento das pequenas vias aéreas e o aumento da atividade está 

associado à melhora dos parâmetros de função pulmonar.  

 Houve associação entre a secreção de cloreto pela CFTR e a gravidade 

clínica geral dos pacientes avaliada pelo escore de Shwachman-Kulczycki. 

Pacientes sem atividade de CFTR tendem a ter escore de Shwachman-Kulczycki 

mais baixos e a gravidade vai diminuindo com o aumento da secreção de cloreto 

pelo canal.  

Com relação à associação da atividade de CFTR com as outras 

comorbidades, não foi possível encontrar nenhuma tendência nas colonizações 

crônica do pulmão por bactérias, perda óssea, polipose nasal e íleo meconial. 

Contudo, foi possível ver uma tendência à insuficiência pancreática e à intolerância 

à glicose à medida que ocorre a perda da atividade de CFTR, ou seja, uma maior 

porcentagem de indivíduos do grupo sem atividade do canal apresenta essas duas 

características clínicas e essa porcentagem vai caindo nos grupo onde há atividade 

residual e normal de CFTR. Sete dos 17 pacientes do sexo masculino realizaram o 

teste de espermograma: dois pacientes do grupo sem atividade de CFTR e um do 

grupo que apresentava atividade normal do canal apresentaram azoospermia e um 

paciente do grupo que apresentava atividade normal de CFTR apresentou 



 134 

oligospermia, porém nenhuma conclusão se pode chegar a respeito de frequência, 

pois tal característica pode ter sido utilizada pelos médicos responsáveis pelo 

atendimento para a indicação do paciente para a pesquisa. Contudo, todos os 

pacientes que apresentaram fertilidade normal (4/7) apresentavam atividade 

normal de CFTR, o que evidencia mais uma vez que esse grupo é formado ou por 

pacientes que apresentam alterações moleculares com consequência muito sutil na 

produção de proteína ativa, ou por pacientes cuja clínica é parecida com a FC, 

porém com etiologia diferente. 

 

5. Considerações finais 

 Esse estudo faz parte de uma pesquisa mais abrangente que pretende 

caracterizar todos os pacientes com FC, desde os pediátricos até os adultos, 

atendidos no centro de referência em fibrose cística do HC/UNICAMP: i) 

clinicamente,  através das avaliações, entre outros aspectos, de evidências da 

progressão da doença e status clínico dos pacientes; ii) fisiologicamente, através 

de testes laboratóriais direcionados à atividade de CFTR, como aplicação de NDP, 

ICM e teste de cloreto no suor; iii) geneticamente, por testes moleculares, tanto no 

gene CFTR como em genes que estão sendo descritos como moduladores da 

gravidade clínica da doença.  

 A caracterização minunciosa de uma doença é de fundamental importância, 

principalmente na FC, onde o impacto é multissistêmico, com expressividade 

variável, alta morbidade e mortalidade. O conhecimento gerado por essa iniciativa 
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pode ajudar diversas vertendes do atendimento médico, sempre visando melhor 

assistência, qualidade de vida e atenção ao paciente.  Dentro desse propósito, 

essa pesquisa trouxe importantes contribuições no que diz respeito à 

caracterização dos pacientes adultos.  

 Uma contribuição pontual foi o diagnóstico molecular de muitos pacientes. 

Esse conhecimento traz como benefício para o paciente a definição do diagnóstico, 

possibilitando o aconselhamento genético. Como aplicação mais geral, o 

conhecimento das frequências das mutação encontradas na nossa região pode 

levar a diagnósticos mais direcionados. Muitos esforços têm sido realizados para a 

identificação e o desenvolvimento de drogas mutação-direcionadas e isso tende a 

ser uma realidade a curto prazo. Dentro desse cenário, o diagnóstico molecular 

tende a se popularizar, uma vez que vai ser crítico no tratamento do paciente. 

 Uma outra contribuição relevante foi a introdução da técnica de 

eletrofisiologia por micro-câmara de Ussing, a qual, além de auxiliar no diagnóstico 

podendo ser utilizada como ferramenta conjunta com outros aspectos, possibilita 

pesquisas na área de descoberta de fármacos que ativam ou corrigem o canal 

CFTR, mais uma vez com a finalidade de contribuir para o crescente conhecimento 

na área, beneficiando o paciente.  
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6. Conclusão 
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As principais conclusões dessa pesquisa foram: 

- a baixa incidência de insuficiência pancreática e íleo meconial na amostra de 

pacientes adultos com hipótese diagnóstica de FC sugere que essas condições 

estão associadas ao pior prognóstico da doença; 

- há associação entre colonização crônica por P. aeruginosa e o pior quadro 

pulmonar obstrutivo em adultos com hipótese diagnóstica de FC;  

- existe relação entre a secreção de cloreto pela CFTR, a classe de mutação de 

CFTR e a concentração de cloreto no suor em adultos com hipótese diagnóstica de 

FC; 

- houve caracterização genética de 65% dos alelos pesquisados e a proporção de 

classes de mutações de CFTR de I-VI foi de: 20,5%-59%-0%-12,8%-5,1%-2,6% 

respectivamente; 

- as medidas bioelétricas não discriminam os indivíduos sem FC de pacientes 

adultos com mutações muito leves e de provável efeito sutil sobre a atividade de 

secreção de cloreto pela CFTR, de forma que não podem ser utilizadas, 

isoladamente, como ferramenta para exclusão de hipótese diagnóstica; 

- a ausência de atividade de CFTR está associada ao diagnóstico mais precoce e a 

um pior escore de gravidade de Shwachman-Kulczycki. À medida que aumenta a 

atividade do canal, a idade ao diagnóstico tende a aumentar e a gravidade 

diminuir. 

- que indivíduos sem atividade de CFTR tendem ao quadro pulmonar obstrutivo e 

com maior comprometimento das pequenas vias aéreas, além de possuírem 
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maiores chances de apresentar insuficiência pancreática e intolerância à glicose. 

- a genotipagem e a avaliação da secreção de íons cloreto pela CFTR podem ser 

somadas às informações clínicas (as mais relevantes sendo parâmetros de função 

pulmonar, insuficiência pancreática, intolerância a glicose e os escores de 

gravidade como os de Shwachman-Kulczycki) para melhorar o diagnóstico da FC, 

principalmente na população de adultos que possui sutilezas clínicas mais difícies 

de serem detectadas.  
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Anexo 2 
 

1. Coletar o sangue em tubos contendo EDTA (7-10mL). 

2. Centrifugar o sangue por 10min a 2500rpm e descartar o plasma.  

3. Transferir os leucócitos (aproximadamente 4mL) para um tubo falcon. Adicionar 

tampão RSB 1x até completar o volume final de 11mL no tubo. Homogeneizar por 

10min. 

4. Adicionar 6 gotas de nonidet P40. Homogeneizar por 10min. 

5. Centrifugar por 10min a 2500rpm e desprezar o sobrenadante. 

6. Ressuspender o pellet em 500μL de tampão RSB 1x. 

7. Lisar os núcleos com 3mL de SDS e misturar por inversão repetidamente. 

8. Adicionar 80μL de proteinase K. A concentração final deve ser de 100μg/mL. 

9. Incubar por 2-3h ou overnight a 37ºC. 

10. Adicionar 3mL de fenol saturado. Misturar, invertendo o tubo gentilmente, e 

homogeneizar por 10min. Centrifugar por 10min a 2500rpm. 

11. Remover a porção superior do tubo (transparente) com uma pipeta Pasteur 

para outro tubo falcon. Tomar cuidado para não agitar a porção inferior, a qual foi 

descartada. 

12. Adicionar 1,5mL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e 1,5mL de fenol 

saturado. Homogeneizar por 10min e centrifugar por 10min, 2500rpm. Remover a 

porção inferior do tubo (fenol) com pipeta Pasteur e descartar. 

13. Adicionar 3mL de clorofórmio:álcool (24:1) isoamílico, misturar a solução e 

homogeneizar por 10min. Centrifugar a 2500rpm por 10min. Remover 

completamente a porção inferior do tubo e descartar. 

14. Adicionar 6mL de etanol 100% gelado e misturar levemente, até observar a 

precipitação do DNA.  

15. Retirar o DNA precipitado com auxílio de pipeta Pasteur de vidro e 

ressuspendê-lo em 200-250μL de TE 1X. 


