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RESUMO
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A incidéncia da fibrose cistica no Brasil ¢ significativamente variavel, com diferencas de
até 20 vezes de acordo com o grupo étnico e regido geografica estudada. A populacao
brasileira ¢ composta da mistura de muitos grupos étnicos. Os portugueses comegaram a
colonizacdo no século XVI. Os holandeses invadiram o nordeste em 1630. Os africanos
foram trazidos ao Brasil, numa continua migrag¢ao for¢ada, que perdurou do século XVI ao
século XIX. No final do século XIX, tiveram inicio novos movimentos migratorios,
principalmente da Alemanha, Italia, Ardbia e Espanha. Durante as trés primeiras décadas
do século XX, nova corrente migratdria ocorreu, principalmente da Itdlia, Espanha e
Portugal Apos a segunda guerra mundial, o Brasil recebeu novos imigrantes (japoneses,

judeus) compondo esta populagao.

Este estudo gerou os primeiros dados sobre a incidéncia da FC no nordeste e também foram

obtidos novos dados para a regido sudeste.

Na época do estudo, na cidade de Campinas estdo sob atendimento no ambulatério 70
pacientes ndo aparentados com dois testes de suor alterados. Nestes pacientes, foram triadas
as seguintes mutacgdes. AF508 (50%), G542X (4,29%), R1162X (2,14%), N1303K (1,43%)
e R553X (0,71%). A mutagao G551D nao foi encontrada.

A mutagdo AF508 também foi analisada em 1.138 mulheres saudaveis, sendo 694 da cidade
de Campinas - SP e 444 de Jodo Pessoa — PB com idade média de 26,3 anos (15-39, £6,8),

que participaram voluntariamente de projeto de pesquisa anterior.

Nas amostras coletadas em Campinas n=694 ndo foi encontrado nenhum alelo mutante

0/1.388, o que nos impediu de calcular a incidéncia nesta cidade através deste método.

Dos 888 alelos analisados de Jodao Pessoa, foram encontrados quatro alelos mutantes
(p=0,0045). Sabendo que a mutagdo AF508 corresponde a aproximadamente 50% dos
alelos de individuos com FC no Brasil, a freqiiéncia dos alelos causadores da FC foi
estimada utilizando a proporcdo: (0,0045/0,5)=0,0090. Com isso, para a cidade de Jodo
Pessoa a incidéncia estimada desta doenca autossdmica recessiva ¢ de 1:12.321 individuos.
Esta incidéncia ¢ similar a encontrada por afro-brasileiros, entretanto difere por exemplo,

da encontrada na populagao do RS.

Resumo
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Quando utilizamos o método de cruzamento de dados étnicos das duas regides estudadas
com dados literarios da doenga nos diferentes grupos étnicos, na cidade de Campinas a

incidéncia da FC ficaria em 1/4.434 e na cidade de Jodo Pessoa ficaria 1/6.087.
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Cystic fibrosis incidence calculated from heterozygote frequencies in Northeast and

Southeast Brazil

The incidence of the Cystic Fibrosis (CF) is significantly variable in Brazil, with
differences larger than 20 fold, according with the ethnic group and geographic studied
region. Brazilian population is composed by ethnic admixture. Portuguese started
colonization in the 16th century. The Netherlander invaded the northeast in 1630. The
Africans were brought to Brazil, in a continuous forced migration, which lasted from 16th
to 19th centuries. In the 19th century, new migratory movements have begun from
Germany, Italy, Arab and Spain. In the first three decades of the 20th century, started a new
migratory flow, mainly from Italy, Spain and Portugal. After the World War II, Brazil

received additional immigrants (Japanese, Jewish) compounding its population.

These studies generated the first data about the CF incidence on the Brazilian northeast and

also were obtained new data about the southeast region.

At the time of this study, 70 non related patients were attended at the local CF center in
Campinas, with two positive sweat tests in the city of Campinas-SP. On theses patients
were screened the following mutations: AF508 (50%), G542X (4.29%), R1162X (2.14%),
N1303K (1.43%) and R553X (0.71%). The mutation G551D wasn’t found.

The AF508 mutation was also analyzed in 1,138 healthy voluntary women, 694 from
Campinas — SP and 444 from Jodo Pessoa — PB, with average age of 26.3 years

(15-39, £6.8), who previously participated from another research.

In the samples collected in Campinas — SP n=694 wasn’t found any mutated allele 0/1,388

and so, we wasn’t able to make any incidence calculation through this method.

In the 888 alleles from Jodo Pessoa, four carry the AF508 mutation (p=0.0045). Knowing
that this mutation accounts for approximately 50% of the FC patients alleles in Brazil, the
incidence of the CF in this region was estimated using the proportion: (0.0045/0.5)=0.009.
Thus, the estimated incidence of this recessive disease in Jodo Pessoa was 1:12,321. This
incidence is similar to the found in African-Brazilians, although differs for example, to the

found on the RS population.

Abstract
Xix



When we use the method of crossing ethnic data of both studied regions with literary data
of the disease in the different ethnic groups, in the city of Campinas, the incidence of the

CF would be in 1/4,434 and in the city of Jodo Pessoa would be 1/6,087.

Abstract
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Anteriormente descrita como fibrose cistica do pancreas, esta doenga tém sido
rotulada simplesmente como fibrose cistica (FC). A FC ou Mucoviscidose ¢ a doenca
genética mais encontrada em caucasodides afetando um em cada 2.500 nascimentos, sendo
rara em negros e asiaticos. A incidéncia desta doenga varia conforme a populagdo estudada,

inclusive dentro de um mesmo grupo €tnico (FitzZSimmons, 1993).

O gene responsavel por esta doenga, localiza-se no braco longo do cromossomo
7, na regido 31.2, onde codifica a proteina transmembrana reguladora da condutincia idnica
(CFTR — Cystic Fibrocis Transmembrane Conductance Regulator), que possui 1480
aminoacidos apresentando aproximadamente 168KDa. Mutagdes no gene da CFTR estio
relacionadas com a causa da FC e Agenesia Congénita Bilateral dos Vasos Deferentes
(ACBVD) devido a producao de uma proteina andmala, resultando em fluxo de condugao

de ions defeituoso na membrana plasmatica das células epiteliais.

A expressdo clinica da FC ¢é heterogénea, caracterizada pelo transporte
defeituoso de cloretos nas células exocrinas dos pulmdes, pancreas e glandulas sudoriparas,
resultando em uma insuficiéncia pulmonar e pancreética cronicas, assim como aumento da
concentragdo de cloretos no suor. A expressdo clinica da ACBVD ¢ a infertilidade

masculina, que podera ocorrer isoladamente ou ser mais uma manifesta¢do da FC.

Ja foram publicados milhares de trabalhos sobre a FC, porém a cura definitiva
ainda nao esta disponivel e a FC continua a causar quantidade muito significativa de obitos,

principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil.
1.1- Historico da doenca

“Pobre niiio aquél al que al besarle su frente sabe a sal, un embrujo pesa sobre

s P ol
él y no tardard en morir”

. Esta frase, retirada do antigo folclore europeu, ja demonstrava
o reconhecimento de doenga fatal que acometia criangas e que se caracterizava pelo sabor

excessivamente salgado do suor.

! “Pobre crianga aquela que ao ser beijada na testa apresentar um gosto salgado, uma praga lhe pesa e nio tardari em
morrer”

Introdugdo
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No final do século XIX, surgiram os primeiros relatos sobre esta doenca na
literatura alema. Em 1936, a primeira descricdo de sindrome celiaca com alteragdes
pancredticas diferentes da doenca celiaca tipica foi descrita (Fanconi et al., 1936). Em
1938, Dorothy Andersen realizou completa descri¢do andtomo-patologica da enfermidade,

denominando-a doenga fibrocistica do pancreas (Andersen, 1938).

Em 1944, criou-se o termo mucoviscidose, propondo hipotese de que o muco

espesso era responsavel pelos quadros pulmonares e pancreéticos. (Farber et al., 1945).

Lowe et al. (1949) descreveram minuciosamente o padrdo de heranca

autossOmico recessivo da FC.

Em 1951, observou-se o elevado teor de cloreto de s6dio no suor de pacientes
com Fibrose Cistica, o que foi passo essencial para o diagndstico (Di Sant’Agnese et al.,
1953). Posteriormente a técnica para diagndstico foi padronizada com coleta do suor
estimulado, que ainda hoje ¢ considerado o padrio ouro para diagnoéstico.

(Gibson e Cook, 1959).

1.2- Epidemiologia

A Fibrose Cistica ¢ a doenga genética mais encontrada em populagdes
européias (Tabela 1). Afeta um em 2.500 nascimentos vivos, com freqiiéncia de
heterozigotos de aproximadamente um em 23, sendo rara em negros e asiaticos (Tabela 2).
Possui padrao de heranga autossdmico recessivo e a incidéncia desta doenga varia conforme
a populagdo estudada, inclusive dentro do mesmo grupo étnico. (Welsh et al., 1995;

Jorde et al., 2000).

Introdugdo
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Tabela 1- Incidéncia da FC e distribui¢ao geografica da mutagdo AF508 em populagdes

européias (Lucotte et al., 1995)

Pais Incidéncia f (AF 508)
Irlanda 1:1.800 0,54 -0,68
Inglaterra 1:2.400 0,70 — 0,82
Italia 1:2.500 0,33-0,61
Republica Checa 1:2.600 0,58 — 0,68
Franga 1:2.900 0,63 - 0,81
Alemanha 1:3.300 0,60 — 0,80
Espanha 1:3.500 0,50-0,87
Grécia 1:3.500 0,55
Holanda 1:3.700 0,75-0,79
Bélgica 1:3.700 0,71 -0,80
Noruega 1:4.500 0,60
Dinamarca 1:4.700 0,87-1
Russia 1:4.900 0,44 - 0,62
Polonia 1:6.000 0,47 -0,53
Suica 1:7.700 0,63
Suécia 1:8.000 0,67
Finlandia 1:25.000 0,45
Introdugdo
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Tabela 2- Incidéncia de FC nos diversos grupos ¢étnicos (FitzSimmons, 1993)

Regido Etnica Incidéncia
Europeus 1:2.500

Povos Hispanicos 1:9.500

indio Norte Americano 1:10.000
Negros Americanos 1:15.000
Africanos 1:40.000
Asiaticos 1:50.000
Aborigines do Havai 1:90.000

Verificando o nimero total de nascimentos de criangas caucasoides em Ohio
durante os anos 1950 a 1953, Steinberg e Brown® (1960) estimaram a freqiiéncia fenotipica
em aproximadamente um em 3.750, valor pouco mais baixo do que a de estimativas mais
recentes. A FC mesmo nesta estimativa mais baixa ¢ a doenca genética fatal mais
prevalente na infancia. A freqiiéncia do gene foi estimada para ser aproximadamente

0,0163, e 3% dos caucasoides sdo heterozigotos.

Bois et al. (1978) relataram freqiiéncia minima de um em 377 nascimentos em
Brittany, uma area da Franga. Scotet et al. (2002) retrospectivamente analisaram todos os
520 pacientes com FC nascidos em Brittany desde 1960. O local do nascimento dos
pacientes, o espectro de mutagdes da CFTR, e a distribuigdo espacial das mutagdes através
de Brittany foram determinados. A incidéncia de FC foi de um em 2.630. Na época do
estudo, a incidéncia de FC estava diminuindo, principalmente em conseqiiéncia do

diagnostico pré-natal.

% Steinberg AG, Brown DC. On the incidence of cystic fibrosis of the pancreas. Am. J Hum Genet. 1960; 12:416-24 apud
Wagener DK, Cavalli-Sforza LL .
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Na América Latina, os primeiros dados epidemioldgicos sobre a FC so6 foram
obtidos a partir de 1990, com a criacdo do Registro Latino Americano de pacientes com
Fibrose Cistica. Os primeiros dados em 1992 demonstraram 1.342 pacientes registrados na
América Latina. A taxa mediana de sobrevida era de nove anos, ou seja, pior do que a dos
EUA na década de 70. Em 1994, o numero de pacientes registrados subiu para 1.588,

porém com estimativa de representar menos de que 20% do total de pacientes.

A real situacao da FC no Brasil ainda carece de estudos. Os estudos realizados
sobre a incidéncia da doenga neste pais sdo restritos principalmente as regides Sul e Sudeste
e ndo podem refletir a realidade de todo o pais, ja que a populagdo brasileira resulta de uma

grande miscigenacao de trés grupos étnicos principais: o branco, o negro e o indio.

Macri et al. (1991) em estudo retrospectivo em 743 pacientes com FC, em
quatro paises da América Latina (Brasil, Chile, México e Argentina), ndo encontraram
diferencas significativas na mediana de idade em que se fez o diagndstico nos quatro
paises, que era de trés anos. A idade mediana desses pacientes variou de trés anos no Chile
a onze anos na Argentina. A idade mediana de dbito variou de 3,1 anos no Chile a 8,7 na
Argentina. Entre pacientes argentinos, 39,2% sobreviviam até os 10 anos de idade, e 18%
até os 15 anos. No Brasil, Chile ¢ México, a incidéncia da doenca foi discretamente maior

em individuos do género masculino, conforme exposto na Tabela 3.

Tabela 3- Incidéncia de Fibrose Cistica em paises da América Latina, e sua distribui¢do

entre os géneros (Macri et al., 1991)

Pais Periodo* N Masculino Feminino
Brasil 13 anos 59 36 (61%) 23 (39%)
Chile 10 anos 70 38 (54%) 32 (46%)
México 7 anos 200 112 (56%) 88 (44%)
Argentina 21 anos 414 193 (46%) 221 (54%)

(*) Intervalo de tempo em que se realizou o estudo.

Introdugdo
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Em estudo epidemioldgico com 111 pacientes, realizado em Minas Gerais,

Reis et al. (1998) encontraram idade mediana de sobrevida de 12,6 anos.

Alvarez et al. (2004) em estudo com pacientes fibrocisticos acompanhados na
ultima década do século XX na UNICAMP, encontrou mediana de idade do Obito de sete

anos e oito meses € a sobrevida mediana de 18 anos.

Raskin et al. (2007), em estudo que teve inicio em 1990, pesquisaram o genoma
de 3.000 brasileiros recém-nascidos de cinco estados. Rio Grande do Sul/RS, Santa
Catarina/SC, Parand/PR, Sdo Paulo/SP e Minas Gerais/MG. Os resultados permitiram
estimar a freqiiéncia da doenca nesses estados e foi surpreendente ao revelar que, em alguns
deles, a doenga pode ser tao freqiiente quanto em algumas populagdes européias. No RS,
por exemplo, a estimativa da incidéncia da doenga chega a 1:1.587, ou seja, tdo freqiiente
quanto na Europa ou EUA, (Tabela 4) de modo que neste estado, uma em cada 20 pessoas ¢
heterozigota em relagdo a alguma mutacao no gene da FC e em cada 400 casais de gatichos,

pelo menos em um, ambos sdo heterozigotos.

Tabela 4- Estimativa de incidéncia da FC em cinco estados brasileiros. (Raskin et al.,

2007)

Estado / Populacio Incidéncia de homozigotos mutantes Estimativa de portadores do gene da FC
RS / Euro-Brasileiros 1:1.587 1:20

PR 1:6.803 1:42

SC 1:12.195 1:56

Afro-Brasileiros 1:14.085 1:60

MG 1:21.227 1:73

SP 1:32.258 1:90

Total 1:7.576 1:44

Introdugdo
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Apesar dos dados brasileiros serem preocupantes, verificaram-se enormes
avancos nas Ultimas décadas, principalmente no que diz respeito ao diagndstico precoce e
tratamento adequado de individuos afetados, o que resultou em melhora nitida na taxa de
sobrevida e qualidade de vida. Segundo informagdes da Associa¢do Brasileira de Apoio a
Mucoviscidose, atualmente, existem aproximadamente 1.500 pacientes sob tratamento no
Brasil e nos EUA, a mediana de sobrevida ¢ de 31 anos, 36% tém idade superior a 18 anos,
dos quais 90% tém diploma de 20 grau. Aproximadamente 34% estdo casados e 80% estdo
na escola ou empregados. Esses numeros contrariam a imagem classica que a FC ¢ fatal da

infancia.

1.3- Manifestac¢oes clinicas

A expressdo clinica dos individuos com FC ¢ heterogénea, caracterizada
principalmente pelo transporte defeituoso de ions nas células exodcrinas dos pulmoes,
pancreas e glandulas sudoriparas resultando em insuficiéncia pulmonar e pancreatica
crOnicas, assim como aumento da concentracdo de cloretos no suor. Em homens, podera
ocorrer também a Agenesia Congénita Bilateral dos Vasos Deferentes (ACBVD) levando a

infertilidade. (Jorde et al, 2000).

1.3.1- Manifestagdes pulmonares

Na FC, o envolvimento pulmonar ¢ a maior causa de morbidade e mortalidade.
Ao nascimento, as criangas com FC apresentam pulmodes estruturalmente normais. Com o
tempo, as sucessivas infecgdes e inflamacdes, culminam com hipertensao pulmonar e
insuficiéncia respiratoria cronica. Problemas no sistema respiratdrio ocorrem em mais de
90% dos individuos com FC, se apresentando de forma progressiva e de intensidade
variavel. Esta intensidade de acometimento é o que determina o progndstico da doenca

(Bulitta et al., 2007).
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Bactérias, virus e fungos sao os responsaveis pelas infec¢des pulmonares, sendo
que as bactérias mais freqlientemente isoladas em adultos sdo: Pseudomonas aeruginosa
(83%), Staphylococcus aureus (60%) Haemophilus influenzae (68%). A fisiopatologia das
infecgodes, sobretudo bacterianas em pacientes com FC, esta relacionada a hiperviscosidade
do muco, (Figura 1) associada a provavel assimetria do movimento ciliar. Estes provocam
acimulo de muco nos dutos aéreos, comecando pelos bronquiolos, progredindo em direcao
aos bronquios de maior calibre e obstruindo essas estruturas. Como conseqiiéncia desse
processo, o parénquima pulmonar fica comprometido, favorecendo a proliferacao

bacteriana no trato respiratorio (Robinson, 2001).

A idade de aparecimento dos sintomas respiratorios ¢ variavel. Alguns
pacientes os desenvolvem na adolescéncia; outros desenvolvem estes sintomas cedo, que

depois remitem, retornando em idade avangada (McCormick et al., 2007).

Pulmao Normal
‘l
iy

D o g

I_.L_ *—Celula Epitelial
T Cillios

—__

Pulmao Afe:[ado

e
CFTR ausente -
oudefeituosa ~~.

& — Cho \‘

Figura 1- Representacao esquematica do funcionamento da CFTR no pulmao (Adaptado

de http://www.Iclark.edu/~bkbaxter/200lecture/o_and o/mar 23.htm)
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O primeiro microorganismo a colonizar pacientes com FC ¢ o Staphylococcus
aureus, criando condigdes para futura colonizacdo pela P. aeruginosa, que coloniza a
maioria dos pacientes com FC antes dos 10 anos de idade. O organismo responde com
inflamacdo e episddios de intensos problemas respiratorios. As cepas nao mucodides
ocorrem no inicio da colonizagdo que ao tornar-se cronica, sao substituidas pelas mucoides.
A colonizacdo por essa bactéria ¢ uma das principais causas de doenca pulmonar
progressiva. O tratamento para a P. aeruginosa, se faz através de antibioticos,

broncodilatadores, antiinflamatorios e fisioterapia. (Zuckerman e Seder, 2007).

Bactérias do género Burkholderia vém se tornando grande preocupagdo para os
médicos, € em alguns casos, ela leva a progressao muito rapida e fatal da doenga conhecida
como sindrome cepacia. Além deste fato, esta bactéria possui resisténcia natural a grande

maioria dos antibioticos conhecidos. (St Denis et al., 2007).

Pier et al. (1996) propuseram explicagdo experimental para a susceptibilidade
dos pacientes com FC a infec¢do pulmonar cronica por Pseudomonas aeruginosa. Eles
encontraram que culturas de células epiteliais das vias aéreas de humanos expressando a
mutagdo AF508, do gene CFTR, sdo muito mais propensas a infecgdes por Pseudomonas
aeruginosa quando comparadas com as formas selvagens dos alelos. Os autores concluiram
que a CFTR deve contribuir normalmente com o mecanismo imune de auto defesa que ¢

importante para o afastamento da P. aeruginosa no trato respiratorio.

Garred et al. (1999) investigaram se os alelos variantes do sitio de ligagdo e
empacotamento da manose (LEM), descritos por Madsen et al. (1994), que sdo fatores
chave na imunidade inata e sdo diretamente associados com as infec¢des recorrentes,
pudessem ser fatores de risco para pacientes com FC. Em 149 pacientes com FC, os
diferentes genotipos da LEM foram comparados com a fung¢do pulmonar, infeccio
microbioldgica, e aos indices de sobrevivéncia no estdgio final da doenga (morte ou
transplante pulmonar). A fun¢do pulmonar foi reduzida significativamente nos portadores
de alelos variantes da LEM, quando comparada com os homozigotos normais para estas
variantes. O impacto negativo de alelos variantes na fun¢do pulmonar foi extremamente
restrito nos pacientes com infec¢do cronica por P. aeruginosa. A infec¢do por Burkholderia

cepacia foi significativamente mais freqiiente nos portadores de alelos variantes quando
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comparada ao grupo dos homozigotos. O risco de morte no estagio final da doenca nos
pacientes com FC, entre portadores de alelos variantes ¢ trés vezes maior. O tempo de
sobrevivéncia diminuiu acima de 10 anos a partir da contaminagdo. Além disso, usando
analise modificada da tabela da vida, Garred et al. (1999) estimaram que a idade predita de
sobrevivéncia foi oito anos menor em portadores do alelo variante, quando comparada com

homozigotos normais.

1.3.2- Manifestacdes gastro intestinais

Juntamente com o sistema respiratorio, o digestivo também ¢ afetado pela FC,
com manifestagdes variaveis. O muco pode obstruir o sistema digestivo e evitar que as
enzimas pancreaticas alcancem o intestino. Deste modo, como descrito por Jorde (2000),
85% dos pacientes com FC possuem insuficiéncia pancredtica. Quanto aos sinais
gastrintestinais podem ocorrer esteatorréia, apetite voraz com sindrome de ma-absor¢ao,

ileo meconial, prolapso retal e, freqiientemente, refluxo gastresofagico.

1.3.2.1- Insuficiéncia pancreatica

Aproximadamente 15% dos pacientes com FC ndo apresentam insuficiéncia
pancreatica. Devotto et al. (1989) pesquisaram os hapldtipos e a freqiiéncia alélica de cinco
marcadores polimoérficos, proximos ao locus génico responsavel pela FC, em 355 pacientes
com FC da Bélgica, Alemanha, Grécia e Itdlia. Eles foram divididos em dois grupos de
pacientes que utilizavam ou ndo suplementagdo com enzimas pancreaticas. A distribui¢cdo
dos alelos e haplotipos revelada por dois marcadores provou ser sempre diferente em
pacientes com ou sem insuficiéncia pancredtica em todas as populagdes estudadas. No caso
de um haplotipo que estava presente em 73% de todos os cromossomos de pacientes com
FC desta amostra, foi encontrada homozigose em apenas 28% dos pacientes com
suficiéncia pancreatica em contraste com 64% dos pacientes que eram homozigotos com

insuficiéncia pancreatica. Assim como outros autores, eles concluiram que a suficiéncia ou
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insuficiéncia pancreatica esta associada com diferentes mutagdes no locus proximo ao gene

CFTR.

Segundo MacLusky et al. (1985) a obstrucao do ducto pancreatico ocorre no
periodo intra-uterino, quando hé inflamagdo, com perda de fungdo e fibrose do 6rgdo. A
ma-digestdo e ma-absorcdo sdo clinicamente reconhecidos apos a destrui¢do de 90% do
pancreas exocrino. Assim sendo, hd necessidade da ingestdo de suplementos enzimaticos
juntamente com o alimento e a manutengdo da ingestdo de dieta altamente calorica, que
ajuda o corpo em absorver os nutrientes. Cipolli et al. (2007), relatam a existéncia de dois
subgrupos de pacientes com suficiéncia pancredtica: Os que permanecem suficientes pela
vida toda e os que se tornam insuficientes entre o primeiro ano de vida até o inicio da

adolescéncia.

Sharer et al. (1998) demonstraram que heterozigotos para mutacdes da CFTR
possuem maior chance de apresentar pancreatite idiopatica cronica, especialmente quando a
mutacdo estiver associada ao nuimero pequeno de timidinas no intron oito do gene da

CFTR. Quanto menor for a seqiiéncia, menor serd a propor¢ao de RNA mensageiro normal

da CFTR.

1.3.2.2- {leo meconial

O ileo meconial ocorre entre 10% a 20% dos recém nascidos com FC, sendo a
manifestagdo mais precoce da doenga. O paciente tem dificuldade de eliminar o meconio,
material gastro-intestinal do recém-nascido, que acaba por bloquear o intestino. Os sinais
de obstrugdo intestinal podem aparecer dentro de 48 horas do nascimento. O diagndstico
pode ser feito por radiografia de abdome que demonstrara a distensao abdominal acentuada.
Antes de 1970, pacientes com o ileo meconial apresentavam taxa de mortalidade de até
70% e a sobrevida era reduzida quando comparada aos pacientes que ndo apresentaram o

ileo. (Munck et al., 2006).

Pacientes com FC que desenvolveram quadro de ileo meconial apresentaram
piora na prova de fun¢do pulmonar quando comparados a pacientes FC que ndo tiveram

ileo meconial e foram diagnosticados por triagem neonatal (Evans et al., 2001). Deste
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modo, esses autores sugerem que o ileo meconial demonstra fenoétipo mais grave de FC.
Em contraste, Munck et al. (2006) demonstraram que a preseng¢a do ileo meconial nio
representa fator de risco para doenga, quando comparado a outro grupo de pacientes

sintomaticos que tiveram o diagndstico de FC no inicio da vida.

1.3.3- Infertilidade

Pacientes com FC apresentam variedades de fendtipos genitais, podendo ser
férteis, apresentar espermatogénese alterada ou apresentar Agenesia Congénita Bilateral
dos Vasos Deferentes (ACBVD), que consiste em anormalidade dos ductos reprodutivos,
caracterizados por atrofia, fibrose ou auséncia do epididimo, vaso deferente, vesicula
seminal ou ductos ejaculatérios (Wu et al., 2005). Segundo dados de Quinzii e Castellani

(2000), 98% dos homens fibroscisticos apresentam azoospermia devido a ACBVD.

Barreto et al. (1991) concluiram que o pai de menina com fenétipo grave de FC,
também possuia a doenga, entretanto com fendtipo mais ameno. A crianga era homozigota
para a mutacdo AF508 e o pai era heterozigoto composto para a mutacdo AF508, a segunda

mutacao estava associada com o haplotipo C.

A espermatogénese ndo estd comprometida na maioria dos casos, entretanto,
alteragdes obstrutivas ndo permitem a progressdo dos espermatozoides até a uretra. Nestes
casos, a opg¢ao seria a fertilizagdo assistida. Entretanto, levando em consideragdo o estado
de satde e a baixa expectativa de vida do pai, € necessdrio acompanhamento

multidisciplinar bem como aconselhamento genético. (Hubert et al., 2006)

A infertilidade masculina também podera ocorrer no estado heterozigoto para
alguma mutagdo da CFTR, especialmente quando associada com o niimero polimérfico de

timidinas no intron 8, especificamente o alelo 5T (Radpour et al., 2007).

Oppenheimer et al. (1970) sugeriram que as caracteristicas do muco cervical
podem esclarecer a infertilidade nas mulheres com FC. Wang et al. (2003) demonstraram

que células epiteliais do endométrio possuem mecanismo de transporte de bicarbonato
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mediado pela CFTR. Co-culturas de esperma com células endometriais tratadas com
oligonucleotideo “antisense” para CFTR, ou com células epiteliais de FC com defeitos na
secrecdo de bicarbonato, resultaram em menor capacitagdo do esperma e menor habilidade
de fertilizagdo de 6vulos. Estes resultados foram considerados consistentes ao papel critico
da CFTR em controlar a secre¢ao uterina de bicarbonato e a capacitar a fertilizagdo do
esperma, fornecendo liga¢do entre a CFTR defeituosa e fertilidade feminina reduzida em

mulheres com FC.

1.3.4- Outras afeccdes
1.3.4.1 — Sinusite e polipos nasais

A sinusite ¢ manifestagdo universal em pacientes com FC e funciona como
reservatorio para infecgdes, devendo ser tratada com antibidticos, cirurgia ou corticoides
inaladados. Os pdlipos nasais sdo mais freqlientes em pacientes idosos, podendo ser

tratados com esterdides locais ou cirurgia. (Gentile e Isaacson, 1996).

Woodworth et al. (2007) associaram os pacientes homozigotos para mutagao
AF508 a maior incidéncia de sinusite quando comparados a pacientes com outros

genotipos.

1.3.4.2- Figado

Gaskin et al. (1988) demonstraram que 96% dos pacientes com FC e evidéncia
de doenga do figado, apresentavam obstrugdo no trato biliar, usualmente a obstru¢do do
ducto biliar distal comum. Todos os pacientes sem doenca do figado possuiam fungao

intra-hepdatica normal e excrecao normal no ducto biliar distal comum.

Gabolde et al. (2001) mostraram que a presenga de cirrose hepatica em
pacientes com FC esta significativamente associada a variantes alélicas do sitio de ligacao e

empacotamento da manose (LEM). Os autores compararam o gen6tipo de 216 homozigotos
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para a mutacdo AF508. Apenas 5,4% dos casos de cirrose hepdatica apresentava variantes
selvagens da LEM, enquanto 30,8% dos casos eram homozigotos ou heterozigotos

compostos nos alelos na LEM. (p=0,008).

Hepatopatias sintomaticas ocorrem em menos de 5% dos pacientes adultos com
FC, mas estudos de necropsia revelaram que 50% dos pacientes eram portadores de cirrose.
A principal manifesta¢do clinica de doenca hepatica nesses pacientes ¢ a hepatomegalia,

que constitui importante fator progndstico. (Fields et al., 2006).

A doenga cronica de figado ¢ observada em 13 a 25% das criancas com FC. A
expectativa de vida aumentada e acompanhamento prolongado favoreceram uma melhor
descri¢cdo das manifestacdes hepaticas na FC e permitiram observacao direta do aumento de
casos. Doencas hepdticas geralmente se desenvolvem na primeira década de vida, com

incidéncia muito menor ap6s os 10 anos de idade. (Akata e Akhan, 2007).

1.3.4.3- Carcinoma

Siraganian et al. (1987) apontaram o adenocarcinoma do ileo em trés homens

com FC. O diagnostico foi efetuado entre os 29 e os 34 anos de vida.

Neglia et al. (1995) executaram estudo retrospectivo em 28.511 pacientes com
FC de 1985 a 1992 nos Estados Unidos e Canada. O nimero dos casos observados foi
comparado com o numero esperado, calculado com dados populacionais de incidéncia de
cancer. Analisaram também valores proporcionais de incidéncia para avaliar a associacdo
entre canceres especificos e a FC na Europa. Os resultados finais indicaram que embora o
risco total do cancer nos pacientes com FC fosse similar aquele da populagdo sadia, ha risco
aumentado de cancer no trato digestivo. Recomendaram que os sintomas gastro-intestinais
persistentes ou inexplicadveis em pacientes com CF devem ser investigados

cuidadosamente.
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1.3.4.4- Diabetes Mellitus

Diminui¢do da tolerancia a glicose e diabetes ocorre mais freqiientemente em
pacientes adultos que em criangas. 50% dos pacientes com FC sdo diabéticos aos 30 anos
de idade. Esta anormalidade ¢ chamada de Diabetes relacionada a FC, a qual se mostra
diferente dos tipos um e dois. O tratamento inclui orientagdo dietética, uso de

hipoglicemiantes orais ou insulina (Andersen et al., 2006).

1.3.4.5- Osteoporose

Pacientes com FC s3o considerados de alto risco para o desenvolvimento de
osteoporose, particularmente os adultos. Isto se deve ao fato da ma absor¢do de proteinas,
da falta de exercicio fisico e da utilizacdo continua de corticosterdides. Alguns deles tém
desequilibrio hormonal e muitos t€ém absorcao defeituosa de célcio e vitamina D. Devido a
esse risco, os pacientes com FC devem ser monitorizados em relagao aos niveis de célcio e
vitamina D e anualmente submetidos a densitometria 6ssea. O tratamento visa reposicao de

calcio e vitamina D, agentes bifosfonados e reposi¢do hormonal (Cawood et al., 2005).

1.3.4.6- Implicagdes psico-sociais

Segundo Quinzzi e Castellani (2000) a questdo da infertilidade ¢ delicada e
deve ser abordada cedo, antes que o paciente atinja a idade adulta, para que alternativas
reprodutivas sejam propostas. Devido a esses e outras implicagcdes da doenga (Quadro 1),

todo paciente com FC de receber suporte psicoterapico.

Blau et al. (2003) descreveram caracteristicas de 25 pacientes com FC, com
idade entre 20-50 anos. Dezenove receberam diagnostico quando crianca e seis ja adultos.
Dezenove apresentavam insuficiéncia pancreatica enquanto seis eram suficientes
pancreaticos, incluindo cinco diagnosticados adultos. O quadro pulmonar geralmente se
mantinha estdvel, sem diferenca entre os dois grupos. Sessenta por cento estavam
empregados, 36% eram casados, e 40% tinham filhos (sem nenhum caso de FC recorrente),

concluindo assim que adultos com FC geralmente possuem boa qualidade de vida.
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Quadro 1- Espectro das manifestacdes clinicas em pacientes com FC.

Orgio

Desordem

Manifestacio Clinica

Glandula Sudoripara

Suor salgado

Alcalose hipoclorémica cronica. Exaustao

ao calor (perda aguda de sal)

Esofago e Estomago

Refluxo esofagico, Hiperacidez

Esofagite, gastrite, duodenite.

gastrica.
Pancreas Obstrugdo ductal. Secregao Insuficiéncia pancreatica exdcrina.
inapropriada de enzimas, cloro e Desnutri¢do e Diabetes
bicarbonato
Intestino Muco denso fleo meconial. Obstrucdo intestinal distal.

Reabsorcdo defeituosa de acidos biliares.

Figado e Trato Biliar

Elastase ductal biliar. Esclerose

biliar.

Cirrose multilobular ou focal.
Hipertensdo porta. Colangite

esclerosante. Litiase Biliar

Vias aéreas

Obstrugao, infec¢do e inflamagao

Evolugdo cronica, doenga

broncopulmonar e suas complicagdes

Vasos deferentes

Auséncia, obstrugio

Azoospermia obstrutiva. Infertilidade

Nariz e seios paranasais

Inflamacéo e infeccdo

Sinusite. Mucocele de seio paranasal.

Polipos nasais. Anosmia

Fonte: Quinzii e Castellani, (2000); Goss e Burns (2007).

Goldbeck et al. (2007) monitoraram a Qualidade de Vida (QV) em 108

adolescentes e adultos com FC (idade 15-47 anos) através da aplicacdo de “questionarios de

qualidade da vida” paralelamente com os testes de funcdo pulmonar. A QV permaneceu

estavel quando comparada com o escore do teste anterior. Por outro lado, intervalos

maiores entre os testes, nova colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa, exacerbagao de
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infeccoes e viver separado de parentes puderam predizer significantemente a QV no
segundo teste. Com isso, concluiram que fatores clinicos, como exacerbagdes pulmonares e

vida social possuem impacto na QV de pacientes com FC.

1.4- Fisiopatologia

Os individuos com FC apresentam permeabilidade reduzida do ion cloro, ou
seja, este ion tem dificuldade em ir para o exterior da célula, ficando assim muito
concentrado no interior desta, o que aumenta a absor¢do de soédio. Assim as células

absorverao mais agua do que o normal. (Goss ¢ Burns, 2007).

o Existe elevada diferenca de potencial através do epitélio nasal ou traqueal e o

sangue.

e Ocorre aproximadamente o dobro de fluxo de sodio e conseqlientemente da
agua para o interior da célula epitelial respiratoria, provocando desidratagao

do meio justacelular dentro da luz dos bronquios;

e A membrana apical das células ¢ relativamente impermeével ao cloro devido
a conhecida falha dos canais de cloro em abrir normalmente em resposta a
agentes que estimulam a AMP ciclico, fato que impede a adequada re-

hidratagdo do muco nos bronquios.

O defeito primario da FC ¢ devido a anormalidade na funcdo da membrana

celular, e a secundaria se deve ao defeito estrutural ou funcional da CFTR.

1.5- Genética

O defeito basico da doenga consiste na mutagdao do gene que codifica a proteina
transmembrana reguladora da condutancia i6nica (CFTR). O RNA mensageiro produzido

pelo gene CFTR, ¢ transcrito em uma proteina transmembrana (figura 2), que possui 1480
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aminoacidos, com massa molecular de 168.138 daltons, da familia das proteinas ATP
reguladoras de transporte de ions. Mutacdes no gene da CFTR estdo relacionadas com a
causa da FC e CBAVD devido a produ¢do de uma proteina andmala, resultando em fluxo
de conducdo de ions defeituoso na membrana plasmatica das células epiteliais

(Rommens et al., 1989; Riordan et al., 1989; Davies, 2006).

As mutagdes conhecidas podem ser divididas em cinco classes
(Zielenski e Tsui, 1995). A primeira, que engloba metade das mutagdes, impede a
transcricdo da CFTR em seu RNA mensageiro completo. As mutagdes sem sentido, em
sitios de splicing e mudangas na matriz de leitura sdo as mais encontradas nesta classe. A
mutacdo mais freqiiente desta classe ¢ a G542X, que produz um cédon de parada da

transcri¢do, formando uma proteina truncada.

A segunda classe, que inclui a mutagdo AF508, bloqueia os eventos pelos quais
a proteina se torna madura, impedindo que esta chegue a membrana e ainda impedem que a
proteina assuma sua conformacao correta. Mickle e Cutting (2000), definem os pacientes
homozigotos para a mutagdo AF508, como os que possuem fenotipo classico da doenca, o
que inclui elevadas concentragdes de eletrélitos no suor, insuficiéncia pancreatica e doenga

pulmonar obstrutiva.
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Gene CFTR

| 25 Kilobases

Membrana
Posigao da CFTR na Celular

membrana celular

Figura 2- Caracterizagdo do gene CFTR humano e seu transcrito. Esta proteina se fixa na

membrana celular por doze segmentos transmembrana (azul). Estes segmentos
formam um canal através do qual passa o cloro e talvez dgua. Nos dominios de
unido de nucleotideos, DUN1 e DUN2, em rosa e violeta respectivamente, ha
uma interacdo com o ATP para liberar a energia necessaria para a fungdo da
CFTR. O dominio R (em verde) possui muitos sitios para fosforizacao por
quinases dependentes do AMPc. Este dominio esta relacionado com a regulacao
das fungdes da CFTR, tais como a condutancia do cloro. A mutagdo mais
freqliente na CFTR, AF508, se localiza na regido DUNI. Esta regido, assim

como a DUN2 sdo especialmente susceptiveis a mutacoes.

(adaptado de http://www.medwave.cl/cursos/Genetica2004/Enero2005/2.act)
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Ja a terceira classe, permite o amadurecimento e posicionamento da proteina na
membrana celular, mas ndo permite seu funcionamento. Nesta se inclui a mutagdo G551D,
que também ¢ associada ao classico fenotipo da doenca. Na quarta classe, a proteina esta
em funcionamento na membrana, mas seu poder de conducdo estd reduzido. Na quinta
classe, a proteina se encontra em quantidade reduzida. As classes IV e V descrevem

mutagdes com fenotipo menos severo do que as trés primeiras (Kerem, 2006) (Figura 3).

Kerem (2006) sugeriu diferengas no tratamento dos pacientes com FC de
acordo com a classe da mutacdo a que eles possuem. Esta foi a primeira descricao

farmaco-genomica para esta doenca.

1.5.1- Heterogeneidade

Kulczycki et al. (2003) relataram que seu paciente mais velho era homem,
branco, com 71 anos que recebeu o diagnostico de FC aos 27 anos de idade por polipose
nasal recorrente, teste de suor alterado e historico de FC em sua irma de 20 anos. Este
homem era casado, sem filhos e trabalhou como advogado. Exames urologicos revelaram
ACBVD. O estado nutricional e pulmonar estavam quase normais. Com 60 anos, o teste
genético indicou duas mutagdes no gene da CFTR: His1282-ter que ¢ associada a quadro

grave e a ala445-glu que esta associada a quadro moderado.

Em 69 pacientes italianos com fibrose cistica devido a presenga de dois alelos
com a mutacdo AF508, De Rose et al. (2005) descobriram que pacientes que também
possuiam o alelo R131 do gene receptor da imunoglobulina gama apresentaram chance de
risco de adquirir infeccdo cronica por Pseudomonas aeruginosa quatro vezes maior,
sugerindo que variacdes deste 16cus contribuem com a susceptibilidade de pacientes com

FC a contrairem esta infeccao.
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Sintese normal da proteina CFTR
De uma célula respiratoria
Proteina CFTR o

CFTR recém
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Classe | Classe ll Falha ,_EI::?O ,IE canal

Sem sintese Falha no processamento protéico
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Fatha ma eondug bo Falha no processamento do RNAm
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Figura 3- As diferentes classes de mutagdo na proteina CFTR. (Adaptado de

http://www.planetegene.com/view/les-differentes-classes-de-mutations-de-la-rotein).
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Derichs et al. (2005) encontraram uma crianga, com genitores consangiiineos na
Turquia, que era homozigota para mutacdo L997F. A crianga mostrou desenvolvimento
normal, sem evidéncia de doenca pancredtica ou FC. Os testes do suor e de secrecdes
intestinais se mostraram normais. Com isso, foi concluido que a mutacdo L997F nao causa

FC.

Fischer et al. (2004) descobriram que a vitamina C induz a abertura dos canais
de cloro CFTR ao aumentar a probabilidade de abertura do canal sem que ocorra aumento
no nivel de AMPc. A exposi¢do da superficie das vias aéreas a concentracdes fisiologicas
de vitamina C estimulou a secre¢do de cloro trans-epitelial. Quando administrado no
epitélio nasal humano, a vitamina C ativou o transporte de cloro. Com isso, o grupo
concluiu que a vitamina C celular é regulador biologico da secrecdo epitelial de cloro

através da CFTR.

Stanke et al. (2006) genotiparam marcadores em 37 familias com irmaos
homozigotos para mutacdo AF508 e variacdes clinicas, em busca de potenciais
modificadores da severidade da doenga. No cromossomo 12p13, cercando os genes da
Subunidade 1A do Canal de Cloro Epitelial (STACCE) e do receptor alfa-TNF, e no
cromossomo 16p12 cercando os genes SIBCCE e SIGCCE. Desequilibrio de transmissao
foi observado na SIGCCE e foi observada discordancia de associacdo intrapares com
fenotipo da FC na SIBCCE. Dados familiais baseados em estudos de caso-controle e
sequenciamento demonstraram uma associacdo entre haplotipo do alfa-TNF com a
severidade da doenga. Em conclusdo, os genes SIACCE, SIGCCE ¢ o alfa-TNF podem
modular a gravidade da FC, efetuando variagdes na mucosa das vias aéreas € na resposta

inflamatoria do hospedeiro.

1.5.2- Genética populacional

Atualmente, foram encontradas 1.542 mutagdes no gene CFTR (Figura 4). A
freqliéncia dessas mutagdes varia de acordo com a etnia e localizacdo geografica da

populacao estudada. Desta forma, 42% das variantes responsaveis pela FC sdo mutagdes de
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troca de aminoacido na proteina, ou seja, de sentido trocado; em 16% dos casos, ha erro na
matriz de leitura, levando a uma proteina truncada; 12% sao mutagdes no sitio de emenda
do RNA; 10% mutacdes sem sentido, gerando sitio de parada da transcrigdo do DNA. 5%
sdo grandes inser¢des ou delecdes de material genético e 15% das mutagdes sdo apenas
variacoes da seqiiéncia, ndo desenvolvendo a FC. Mutagdes ocorrem principalmente nos

éxons: 4; 7; 13 e 17b (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/)

B s § & 5 3 3 & 4o 5 sy 52 3 5§ 5 3 3 o5
Exon & %3 % B eaf BBYT &9 10 11 13 13 e 14b15 16 17w 17b 46 13 0 21 22 I3 24

Troca aminoacido Il (11 (N0 (W0 (00 (000 0 | WER0 0000 U0 LMY 000 COE O PO O SROE OO 0D TH R
Codon de parada [/ 11 INWLN T W0 (ET0E 00T TRCD 000 omme me e eee 0 rnm e eyt
Matriz e leitura | LT W00 1 THCDOOEL 000 00000 J00E T R0 OO P r e ne e e oe iemee e w i
Sitio de slice 1 1 L e 188 S 8 PRl Ll ke LEEALL] |
Regido promaotiira

Variagao da saf[endial | LUDILLI0 00 (0 Tem T neeeer om0 b Eenme e e e meenr i e e
Legenda Regidodo Exon M infron (N3o estd em escala) — Mutagdo no éxon| intron/Promotoral|

Figura 4- Representacdo dos diversos tipos de mutuagdo ao longo do gene da CFTR

(Adaptado http//www.genet.sickkids.on.ca/cftr acesso em 05 de junho de 2007

Morral et al. (1994) analisando haplotipos microssatélites para AF508 e
cromossomos normais, demonstraram que esta mutagao ocorreu pelo menos 52.000 anos
atras, em uma populacdo geneticamente distinta de qualquer grupo europeu atual, e que se
espalhou pela Europa em diferentes tempos cronologicos, assim explicando as diferentes

prevaléncias desta mutacao em todo mundo.

Kerem et al. (1995) descreveram a freqiiéncia de mutagdes da FC em diferentes
grupos étnicos de judeus. Até aquele momento, somente 12 mutagdes foram identificadas
em Israel, o que permitiu a identificagdo de 91% das mutacdes no gene CFTR entre judeus
com FC. Entretanto, em cada grupo étnico de judeus, a doenga foi causada por repertorio
diferente de mutacdes. Lerer et al. (1992) relataram que a mutacao AF508 ¢é responsavel por
33,8% dos alelos de judeus com FC. Em busca de dados para melhor aconselhamento
genético, Quint et al. (2005) descreveram 99% das mutacdes entre judeus ashkenazi, 91%

entre judeus do norte da africa, e apenas 75% das mutacdes dos judeus iraquianos.
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Em trabalho nos Paises Baixos, de Vries et al. (1997) testaram a freqiiéncia de
portadores da mutacdo AF508 analisando amostras de mucosa oral combinadas com
amostras de 11.654 doadores de sangue de toda parte do pais. Detectaram uma freqiiéncia
de portador AF508 de um em 42 (95% IC 1/37 a 1/47). Supondo que a freqiiéncia relativa
da mutagdao AF508 entre portadores e pacientes ¢ comparavel nos Paises Baixos, estimaram
a freqiiéncia total de portadores da FC sendo um em 32, significativamente menor que os
um em 25, usualmente citados. Aumento na freqiiéncia de portadores foi relacionado a uma
distancia crescente da regido nordeste do pais, assim confirmando que héd variagdo na
freqiéncia do gene, com freqliéncias baixas na parte nordeste do pais e com altas

freqiiéncias na parte do sul.

Brock et al. (1998) estudaram 27.161 mulheres registradas em clinicas de
exame pré-natal na Escocia entre 1990 e 1997. Todos as 27.161 foram selecionadas para a
analise das mutacdes AF508, G551D, G542X. Em 14.360 mulheres a mutagdo R117H
também foi analisada. Além disso, 183 pacientes com FC foram estudados para a presenca
destas mutagdes. Baseado em seus dados, os autores estimaram que incidéncia da FC na
populacdo escocesa foi de um em 1984 com intervalos de confianga de 95% entre um em

1.692 aum em 2.336.

O European Working Group on CF Genetics (1990) publicou informagao sobre
a distribuicdo da mutagdo AF508 na Europa. Os dados indicaram impressionante variacao
através da Europa com valores baixos no sudeste (30% na Turquia) a valores elevados no
noroeste (88% na Dinamarca). O grupo sugeriu que a propagacgdo do gene da FC pode ter
acompanhado as migragdes dos primeiros fazendeiros que partiram do Oriente Médio e
lentamente progrediram para o noroeste de Europa. A difusdo do gene pode ter sido

favorecida por vantagem seletiva conferida por este gene.

Para determinar se a mutacdo 3120+1G-A possui origem comum entre
diferentes populagdes ou se a sua ampla distribui¢ao foi resultado de eventos mutacionais
recorrentes, Dork et al. (1998) analisaram amostras de DNA obtidas de 17 pacientes nao
aparentados de quatro populagdes diferentes e de oito pacientes africanos também ndo
aparentados. Encontraram haplétipos estendidos idénticos da CFTR para os alelos

3120+1G-A entre os africanos, arabes e afro-americanos, sugerindo que a mutagdo possuiu
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origem ancestral comum. Esta descoberta ndo foi surpreendente no caso dos africanos e
afro-americanos. Entretanto, ndo foi facil explicar o caso dos africanos e 4rabes. Misturas
étnicas recentes foram responsaveis por pequena percentagem de africanos na Arabia
Saudita, entretanto, esta foi considerada uma explicacdo inconsistente, pois nenhuma das
familias sauditas com a mutacdo apresentou fatores antropomorficos de descendéncia
africana. No passado, continuo fluxo génico entre populagdes éarabes e africanas
provavelmente persistiu por muitos séculos, associados com o comércio e com a
propagacdo da religido Isldmica. Assim, a populacdo grega foi a unica a apresentar a
mutagdo 3120+1G-A entre caucasdides. Evento mutacional recorrente parece ser
improvavel devido ao haplotipo grego diferir dos outros em poucos aspectos. Contatos
historicos, como o dominio de Alexandre o Grande ou durante a antiga civilizagdo
minuana, podem fornecer uma explicagdo para ancestral comum desta mutacdo em
amostras de populagdes étnicas diversas. Dork et al. (1998) concluiram que a mutacio
3120+1G-A ¢ muito antiga e deve ser mais comum do que se imaginava em populacdes de

areas tropicais e sub-tropicais, onde a FC ainda € sub-diagnosticada.

A populagdo Basca ¢ conhecida por ser uma das mais antigas da Europa, se
estabelecendo na Europa ocidental durante o periodo Paleolitico antigo. Euskera, a lingua
Basca, ¢ de origem pré-Indo-Européia, criada pelos primeiros colonizadores europeus. A
distribuicdo variavel da mutacdo AF508 na Europa, com freqiiéncias mais elevadas no norte
da Europa e freqliéncias mais baixas no sul da Europa, foi atribuida a uma propagacao da
mutagdo pelos primeiros fazendeiros que migraram do Oriente Médio durante o periodo
neolitico. Entretanto, uma freqiiéncia muito alta desta mutacao foi encontrada nas
provincias Bascas, onde a incidéncia da FC ¢ de aproximadamente um em 4.500 (Figura 5)
(Estivill et al., 1997). Em estudo de 45 familias de FC nas provincias Bascas, Casals et al.
(1992) encontraram que a freqiiéncia da mutagdo AF508 era de 87% dos cromossomos de
individuos de origem Basca pura e 58% naquelas de origem Basca miscigenada. Ficou
entdo provado que a mutacdo AF508 estd presente na Europa ha mais de 10.000 anos,

precedendo as migragdes agriculturais que diluiram a mutagdo ao invés de introduzi-la.
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Figura 5- Distribuicdo geografica da mutacdo AF508 em paises e regides da Europa

(Estivill et al. (1997)).

Usando trés marcadores microssatélites intragénicos situados nos introns do

gene da CFTR, Russo et al. (1995) avaliaram o desequilibrio de ligagdo entre cada

marcador e varias mutagdes da FC em 377 cromossomos portadores de uma mutagdo da FC

e outros 358 cromossomos normais de italianos.

Os resultados foram considerados

consistentes com a hipdtese que todos os cromossomos com a mutagdo AF508 se derivaram

de um tunico evento mutacional. A mesma hipotese ¢ valida para outras trés mutacdes que

puderam ter se originado mais recentemente do que AF508.

A incidéncia mundial da AF508,

em pacientes com FC ¢ de 66%

(Bobadilla et al., 2002) variando de acordo com a populacdo estudada. Na Europa, por

exemplo, ela estd presente em cerca de 70% nos paises da regido norte e 55% nos da regido

sul. Em relagdo a distribuicdo geografica observa-se que a Dinamarca ¢ o pais que

apresenta a maior incidéncia (87%) enquanto que a Tunisia possui a menor (18%)

(Tabela 5).
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Tabela 5- Distribuicdo geografica da mutacdo AF508 entre pacientes em diversos paises.

(Bobadilla et al., 2002).

Pais Porcentagem de AF508 (%)
Dinamarca 87
Bélgica 75
Inglaterra 75
Holanda 74
Alemanha 72
Republica Tcheca 70
Irlanda 70
Estados Unidos 69
Franca 68
Suica 67
Austria 63
Noruega 62
Argentina 59
Suécia 57
Russia 54
Grécia 53
Espanha 53
Italia 51
Portugal 45
México 41
Colombia 35
Brasil (Sdo Paulo) 32
Chile 29
Equador 25
Turquia 25
Algéria 20
Tunisia 18
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Grebe et al. (1994) executaram analises moleculares em 129 cromossomos de
individuos latino-americanos com FC no sudoeste dos Estados Unidos. Somente 46%

(59 de 129) carregaram a mutagao AF508.

Nam et al. (2005) ndo encontraram a mutagdo AF508 em amostra de 495
doadores de sangue, escolhidos aleatoriamente entre individuos saudaveis da cidade de
Hanoi, no Vietna. Este foi o primeiro estudo do gene da FC entre vietnamitas, sendo

consistente com outros dados da literatura, demonstrando baixa incidéncia da FC neste pais.

Segundo Cuppens et al. (1990), a mutacdo G542X foi responsavel por 7,3% dos
cromossomos belgas de pacientes com FC, sendo provavelmente a segunda mutagdo mais
freqiiente, atrds da mutacdo AF508, presente em 68,1% destes cromossomos.
Loirat et al. (1997) sugeriram que a mutagdo G542X provavelmente tem origem fenicia.
Eles mostraram que a freqiiéncia de G542X varia entre cidades de origens diferentes, sendo
mais baixa em europeus do nordeste do que em europeus do sudoeste. Mapearam a
mutacdo G542X pela regressao multipla de freqiiéncias que cobriu 28 paises (53 pontos
geograficos) e foi baseada em dados de 50 laboratorios. Valores mais elevados da

freqliéncia desta mutagdo corresponderam aos locais antigos de ocupagdo fenicia ocidental.

De acordo com Bobadilla et al. (2002), a mutacdo G551D ¢ a terceira mutagao
mais comum da FC, com freqiiéncia global de 2,1% entre cromossomos de CF. As regides
com alta freqiliéncia correspondem as areas com grandes populag¢des da descendéncia Celta.
As mutagdes W1282X e N1303K provavelmente possuem a quarta e quinta posi¢do no
ranking da prevaléncia global, estando situadas nos Exons 20 e 21 respectivamente, apesar
de sua freqiiéncia ser menor do que 1,5%. A mutagdo R553X ¢ a sexta freqliéncia mais

elevada mundialmente, beirando 1%.

Através de amostras de laboratorios de toda Europa e Estados Unidos,
Osborne et al. (1992) identificaram 216 amostras de N1303K entre quase 15.000
cromossomos de FC testados, encontrando freqiiéncia de 1,5%. A freqiiéncia era maior no
sul do que no norte europeu e ndo foi encontrada no Reino Unido em americanos negros ou

australianos.
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Nas comunidades de judeus ashkenazi em Israel, Shoshani et al. (1992)
encontraram a mutacdo W1282X em 63 cromossomos de 97 familias com freqiiéncia de

60% dos cromossomos de individuos com FC carregando esta mutacao.

Em estudo das mutagdes da FC em casos do sul europeu, Gasparini et al. (1991)

encontraram a muta¢ao R1162X em dois de 16 cromossomos nao AF508 analisados.

Em Israel, Abeliovich et al. (1992) observaram que entre 94 pacientes judeus
Ashkenazi com FC, cinco mutagdes (AF508, G542X, WI1282X, e NI1303K e
3849+10kbC-T) explicaram 97% dos alelos mutantes da CFTR, sendo a ultima responsével

por 4% dos alelos.

Pardoa et al. (1999) fizeram a triagem da mutacao 3120+1G-A em 1.152 negros
saudaveis de diversas partes do continente africano e em nove negros com FC. A
freqiiéncia de heterozigotos para esta mutacdo foi de um em cada 91 sul-africanos (IC 95%
de 1/46 a 1/197). As mutagdes AS559T, S1255X, e 444delA também foram analisadas em
parcela desta amostra, entretanto elas nao estavam presentes nos 373 individuos saudaveis
analisados. Levando em consideracdo que esta mutacdo estd presente entre 15% a 65% dos
cromossomos com mutagdes da FC em negros sul-africanos, a freqiiéncia de portador
correta estaria entre 1/14 a 1/59. Conseqilientemente, a incidéncia de FC deve estar entre um
em 784 a um em 13.924 nascimentos nesta populacdo. Com base nestes dados, foram

relatadas algumas hipdteses as quais esta doenga ndo tem sido relatada nesta populagao.

Outras mutagdes no gene CFTR sdo normalmente raras. Além do grande
nimero de mutagdes, muitos polimorfismos foram identificados no gene CFTR. Estes
polimorfismos sdao variagdes na seqiiéncia génica, que difere de mutagdes, pois sao
encontrados com freqiiéncia maior do que 1% na populagdo. Entretanto, ja estd bem
definido que certos polimorfismos alteram a quantidade funcional do produto génico. O
exemplo mais bem estudado ¢ o polimorfismo da timidina no intron 8. Neste caso, existe
variacoes de cinco, sete ou nove no numero de timidinas (T). A variante 5T diminui
significativamente a quantidade do transcrito da proteina CFTR, devido ao intron oito
sofrer uma emenda incorreta, o que gera RNAm sem o éxon 9. Na rotina clinica, somente

nimero limitado de mutagdes sdo procuradas. Na maioria dos centros de FC, sdo
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procuradas entre trés a 30 mutagdes. Se for considerado necessario, podera ser feita analise
mais extensa deste gene em alguns centros e, em casos extremos, ja ¢ possivel uma busca
no gene CFTR inteiro, a fim de desvendar uma mutagao rara ou nova, levando em conta o
alto custo de tempo e recursos. Esta estratégia permitiu a identificagdo de seleto grupo de
pacientes com doenga muito parecida com a FC, porém sem nenhuma mutagdo.

(Davies, 20006).

1.5.3- Evolugao

Hansson (1988) especulou se o defeito no controle do canal do ion cloro, da
membrana apical do intestino, oferecia vantagem seletiva a heterozigotos do gene causador
da FC, na forma de resisténcia a toxinas bacterianas que levam a quadro de diarréia.
Romeo et al. (1989) sugeriram que esta vantagem seletiva dependia essencialmente da alta
resisténcia a secrecdo de ions cloro em casos de diarréia, o que pode ter favorecido no

passado, maior sobrevivéncia de criangas heterozigotas para o gene da FC.

Rodman e Zamudio (1991) sugeriram que a resisténcia a colera pode ter sido o
fator ambiental que selecionou os heterozigotos para FC sobre os homozigotos normais.
Esta hipotese obteve embasamento experimental com as observagdes de
Gabriel et al. (1994) que, ao estudarem ratos transgénicos que ndo expressavam a proteina
CFTR, perceberam que eles ndo secretavam fluidos em resposta a toxina colérica.
Heterozigotos expressaram 50% da proteina CFTR normal no epitélio intestinal e
secretaram 50% do fluido normal e ions cloro em resposta a toxina colérica. Esses dados
sugeriram que heterozigotos para mutagdes da FC podem apresentar vantagem seletiva

quando exposto ao Vibrio cholerae.

Pier et al. (1998) investigaram se a alta resisténcia a febre tiféide em
heterozigotos poderia ser fator para a manuten¢do de alelos mutantes da CFTR em niveis
tdo altos em algumas populagdes. A febre tiféide ¢ iniciada quando a Salmonella typhi
penetra a mucosa das células epiteliais do sistema gastrintestinal. Foi descoberto que a

S. typhi utiliza a CFTR para adentrar o epitélio. Células que expressam a CFTR selvagem

Introdugdo

51



foram mais infectadas pela S. typhi do que as células que continham a mutacdo mais
comum da FC, AF508. Camundongos heterozigotos para a mutagcdo AF508 desenvolveram
86% menos S. Typhi na mucosa gastrintestinal quando comparadas com camundongos
selvagens. Nao houve desenvolvimento em camundongos homozigotos para a mutacio
AF508. Os autores concluiram que niveis menores de expressdo da proteina CFTR em

heterozigotos diminuem a susceptibilidade a febre tifoide.

van de Vosse et al. (2005) testaram a hipotese de que heterozigotos para CFTR
apresentam uma vantagem seletiva para a febre tifoide, a qual poderia ser conferida devido
a reducdo de fixacdo da S. ryphi na mucosa intestinal. Foram genotipados pacientes e
controles em uma regido da Indonésia, onde a febre tifoide ¢ endémica, para dois
marcadores altamente polimoérficos da CFTR e a mutagdo AF508. Em harmonia com a
incidéncia muito baixa de FC na Indonésia, a mutagdo AF508 ndo foi encontrada em
pacientes ou controles. Entretanto, foi encontrada uma associagdo significativa entre um

polimorfismo comum no intron oito e vantagem seletiva conta a febre tiféide.

Hogenauer et al. (2000) utilizaram a técnica de perfusdo intestinal para
mensurar a atividade basal in vivo e a secrecdo de cloro jejunal estimulada de
prostaglandina em heterozigotos, homozigotos normais e pacientes com FC. Pacientes com
FC nao apresentaram secrecao de cloro no estado basal, e a secre¢ao nao foi estimulada por
analogo da prostaglandina. Entretanto, heterozigotos secretaram ions cloro em niveis
idénticos aos homozigotos normais. Se for assumido que heterozigotos apresentam uma
funcdo reduzida da CFTR intestinal em comparacdo a homozigotos normais, esses
resultados revelaram que a expressdao da CFTR nao limitou a atividade secretora de cloro
nos heterozigotos. Estes resultados ndo amparam a teoria de que altas freqiiéncias de
mutacgdes da FC se devem a vantagem seletiva conferida a heterozigotos que contrairam
doencgas causadoras de diarréias mediadas por hiper secre¢do de cloro, como por exemplo,

as infecgdes causadas pelo Vibrio cholerae ou a E. coli.

1.5.4- FC napopulacao brasileira

de Miranda et al. (1993) determinaram a freqiiéncia alélica da mutagdo AF508

(35%) em 34 pacientes brasileiros, descendentes de latino-europeus, nativos e negroides.
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Na cidade de Campinas, Martins et al. (1993) determinaram freqiiéncia
semelhante (33%) em 24 pacientes. Em estudo complementar realizado por Parizotto et al.
(1997) com 60 pacientes, foi encontrado as seguintes freqiiéncias: AF508 (31,7%), G542X
(8,3%), N1303K (2,5%) e G551D (0%) e R553X (0%).

Cabello et al. (1999) em estudo realizado em 44 pacientes do Rio de Janeiro,
encontraram freqiiéncia alélica de 0,31% para a mutagdo AF508. Também foram analisados
291 individuos sauddveis escolhidos aleatoriamente, e somente trés portadores desta
mutagdo foram encontrados. Combinando estes dois resultados com dados populacionais do
Rio de Janeiro, foram estimadas duas incidéncias para esta doenca: 1:3.542 utilizando

apenas os dados experimentais e 1:6.902 quando levado em consideragdo a mistura étnica.

Em novo estudo realizado entre pacientes da cidade de Sdo Paulo,

Okay et al. (2005) estimaram freqiiéncia da mutacdo AF508 de 44,45%.

Em outro estudo realizado no Rio de Janeiro, Cabello et al. (2005) efetuaram a
triagem das mutagdes ao longo dos 23 éxons e das regides de flanqueamento nos introns do
gene CFTR utilizando a técnica do SSCP seguido por sequenciamento automatico em 95
pacientes. A detec¢d@o encontrou 45% dos alelos mutados, e uma completa genotipagem
(com os dois alelos encontrados) foi de concluida em apenas 34,7% dos pacientes
estudados. 21% dos pacientes apresentaram apenas uma mutacdo. Onze mutacdes
diferentes foram encontradas, sendo que a mais prevalente foi a AF508 com freqiiéncia de

28,42%.

Raskin et al. (2007) em estudos realizados no Brasil desde 1990, encontraram

variagoes de mais de 20 vezes da incidéncia da mutagao AF508 em diversas partes do pais.

No ultimo trabalho de nosso grupo, Correia (2005) efetuou triagem de seis
mutagdes em pacientes portadores de Fibrose Cistica na regido de Campinas. A mutacdo
AF508, foi encontrada em 50% dos 140 alelos analisados (freqiiéncia alélica 0,50). As
outras mutagdes encontradas foram: G542X (4,29%), R1162X (2,14%), N1303K (1,43%) e
R553X (0,71%), e a mutagdo G551D nao foi encontrada.
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Determinar a prevaléncia da mutagdo AF508 bem como calcular a incidéncia da

FC em duas amostras populacionais, em Campinas e Jodo Pessoa.
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3.1- Casuistica

Foram analisadas 1.152 mulheres, sendo 694 das cidades de Campinas - SP e
458 de Jodo Pessoa — PB, em idade fértil, de diferentes grupos étnicos, que foram coletados
em diferentes pontos da periferia das cidades e participaram voluntariamente de projeto de
pesquisa anterior do Departamento da Medicina Preventiva e Social da FCM da
UNICAMP. Tal projeto utilizou como critério de inclusdo mulheres que aceitaram
participar do projeto, que se dirigiram ao posto de saude para vacina¢do de seus filhos ou
acompanhar criangas na vacinacdo. Como critérios de exclusdo, foram excluidos da
pesquisa mulheres que faziam suplementagdo com acido folico ou tiveram filho com

espinha bifida.

O grupo étnico ao qual as voluntarias se enquadram nao estava incluido no
questionario aplicado (Anexo 2) e por esta razdo, nao foi utilizada nenhuma espécie de

filtro em relagdo a grupos étnicos.

Nao foram incluidos homens nesta pesquisa, entretanto este fato nao ira alterar
os resultados esperados, ja que o gene responsavel pela FC estd presente unicamente nos

autossomos e sua incidéncia mundial ndo difere entre os géneros.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo 1) da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

3.2- Caracterizacao da amostra

O numero necessario para efetuar calculo estatistico foi estabelecido para o
projeto anterior. Entretanto, a amostra se enquadra nos padrdes estabelecidos por
Chakraborty et al. (1993) que calcularam o nimero necessario de controles para amostras
de 50 a 100 pacientes. A utilizacdo de 1000 a 2000 controles ¢ suficiente para calculo com
intervalo de confianga de 95% no caso de doengas autossdmicas recessivas, com incidéncia

menor do que 1/5.000.
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A idade das voluntarias variou de 15 a 39 anos com mediana de 26,3 anos e

desvio padrao de 6,8 anos.

3.3- Método molecular

Foi executada a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico através do
método do cloreto de litio. Apds a execugdo desta etapa, iniciou-se a investiga¢do da

muta¢do AF508 através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

3.3.1- Extracdo de DNA de leucécitos do sangue periférico

A extragdo de DNA foi efetuada conforme o método descrito por

Woodhead et al. (1986) com modificagdes.

Aproximadamente quatro mL de sangue periférico foram coletados em tubo
Vacuntainer contendo, EDTA 15% para impedir a coagulagdo sangiiinea. A amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 2.500 r.p.m., a temperatura ambiente, para a separacao e
retirada do plasma. Em seguida, uma aliquota de 500 uL do sedimento foi transferida para
tubo eppendorf de 1,5 mL. A essa aliquota foram adicionados 1,0 mL de tampao de lise
celular (Sacarose 320mM, Tris-HCI pH7,5 10mM, MgCl2 5mM, Triton 100X 1%). A
solugdo entdo foi homogeneizada por 15 segundos e centrifugada a 8.000 r.p.m. por cinco
minutos. Em seguida, o conteudo sobrenadante foi cuidadosamente descartado, por
inversdo do tubo. Esse processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado foram
adicionados 395uL de tampao de digestdo (Tris-HCI pH 7,5 10mM, 10mM, NaCl 10mM,
SDS 0,5%) e cinco uL de proteinase K (20mg/mL). A reacdo entdo foi homogeneizada e
incubada em banho-maria a temperatura de 55°C. Apds dois horas, foram adicionados
200 pL de LiCI 7,5N em cada amostra e as solugdes levadas a temperatura de —20°C por 15
minutos. Apds isto, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 r.p.m. e o
sobrenadante transferido cuidadosamente para novos tubos. Apos a transferéncia, foram

adicionados um mL de etanol absoluto gelado e o tubo foi agitado até formacdo de
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precipitado visivel. Realizou-se centrifugagdo a 13.000 r.p.m. por cinco minutos € o
sobrenadante foi desprezado por inversdo do tubo. Ao precipitado foi adicionado 1mL de
etanol 70% seguido de nova centrifugagdo (13.000 r.p.m. /5 min). O sobrenadante foi
novamente descartado. O DNA obtido foi deixado a temperatura ambiente para secagem e
em seguida re-suspenso em agua estéril. A eficiéncia da extra¢dao foi avaliada em gel de

agarose 0,8%.

3.3.2- Investigagdo da mutacdo AF508

A pesquisa dessa mutacdo foi realizada pela amplificacdo do fragmento de
DNA alvo, utilizando a técnica da Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR), que produz
acimulo exponencial da seqiiéncia de DNA alvo. Individuos homozigotos normais
apresentam como produto dois fragmentos de 50 pb. Por se tratar de uma delecao de trés
pb, individuos homozigotos mutantes, apresentam dois fragmentos de 47 pb. Individuos
heterozigotos apresentam tanto o fragmento de 50 pb quanto o de 47 pb. Nos heterozigotos
aparece ainda uma banda com migracdo mais tardia, referente aos heteroduplexes, ou seja,

fragmentos de DNA formados por uma fita de 47pb e outra de 50pb (Figura 6).
Os iniciadores utilizados continham a seguinte seqiiéncia:
S: ggC ACC ATT AAA gAA AAT ATC

AS: CTA TAT TCA TCA Tag gAA AC
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Figura 6- Eletroforese de gel de poliacrilamida a 12%: Na coluna um marcador de peso
molecular de 50pb; Coluna dois controle homozigoto mutante 47pb; Coluna trés
— Controle heterozigoto 47pb, 50pb e heteroduplex; Colunas quatro a nove

individuos homozigotos normais — 50pb. Coluna 18 controle negativo de reagao.

A PCR teve volume final de 25uL, com a seguinte concentragdo de reagentes:
1,0 uL de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 10mM;
0,5uL de cada iniciador concentragdo 10pmols/ul; dois unidades de Taqg DNA polimerase;
1,0 uL de MgCL2 50mM, 2,5uL. de tampao da enzima polimerase (200mM Tris — HCL
pHS.,0), 1,0uL de DNA e 14,5 pL de 4gua de injecao.

A reagdo de amplificagdo foi realizada em aparelho ciclador de temperatura e
consistiu em uma desnaturagao inicial de 94°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos; 52,5°C (temperatura ideal para pareamento do iniciador) por 30
segundos ¢ 72°C por um minuto para extensdo. Apds o término dos ciclos, houve uma

extensdo final de sete minutos a 72°C.

Os fragmentos de DNA amplificados pela PCR foram aplicados em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante a 12%. Este gel possui volume final de 47,75 mL sendo
25,4 mL de H,O Deionizada, 6mL de TBE 10X, 16 mL de Acrilamida 40%, 320uL
Persulfato de amonio 10% e 35uL de Temed.
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As condigdes da eletroforese foram de 147 Volts com duracao de trés a quatro
horas em temperatura ambiente. Os resultados com os padrdes das bandas foram
visualizados através incidéncia de luz ultravioleta contra o gel impregnado com Brometo de

Etideo.

3.4- Calculo de intervalo de confianca

Para céalculo do Intervalo de Confianga (IC), foi utilizada a formula para

ocasides de alguns portadores ndo detectados, descrita por Parker e Phillips (1994).

3.5- Caracterizacao dos pacientes

Uma minuciosa caracterizagdo dos pacientes do ambulatério que serviram de

base para os célculos deste estudo estd disponivel no trabalho de Correia (2005).

3.6- Tipo de estudo

Estudo do tipo transversal retrospectivo.
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Para as amostras coletadas na cidade de Campinas n=694 nao foi encontrado

nenhum alelo mutante 0/1.388.

Das 458 amostras coletadas em Jodo Pessoa, em 14 amostras o DNA ndo pode
ser extraido e elas foram descartadas da pesquisa, restando 444 amostras que tiveram o
DNA extraido com sucesso. Tal fato ocorreu devido a possivel falha no transporte do

material bioldgico de Jodo Pessoa para Campinas.

Dos 888 alelos analisados de Jodo Pessoa, foram encontrados quatro alelos

mutantes Prev = 1/222. (p = 0,0045)

A populagdo brasileira ¢ composta basicamente da mistura de trés grupos
étnicos: Europeus, Africanos e Indigenas. A parcela européia foi composta
majoritariamente por portugueses, que comec¢aram a coloniza¢do no século XVI e se
espalharam por todo o pais ao longo do tempo. Os africanos foram trazidos ao Brasil na
época da escraviddo, numa continua migragdo forcada, que perdurou do século XVI ao
século XIX, e predominantemente habitaram a faixa litoranea e o nordeste. Pouco antes do
fim da escraviddo, no final do século XIX, tiveram inicio novos movimentos migratorios,
principalmente da Itdlia e Alemanha. Durante as trés primeiras décadas do século XX, uma
nova corrente migratoria ocorreu, principalmente da Itdlia, Espanha e Portugal, se
estabelecendo principalmente no Sudeste e Sul de nosso pais. Apds a segunda guerra
mundial, o Brasil recebeu novos contingentes étnicos (japoneses, arabes, judeus, poloneses
entre outros) aumentando assim a riqueza <¢tnica deste pais. (Cotrim, 1999;

Vicentino e Dorino, 1997).

O alto grau de diversidade genética foi resultado da mistura destas etnias, com
variagdes de acordo com cada regido. Atualmente, o Brasil possui mais de 170 milhdes de
habitantes, sendo mulheres 87 milhdoes de mulheres e 83 milhdes de homens. 54% dos
brasileiros entrevistados no censo demografico realizado em 2000 se declararam brancos,
38% se declararam pardos, 6% se declararam pretos, enquanto indigenas, amarelos e sem
declaragdo somaram 2%. Estes dados, entretanto, possuem grandes variagdes quando
observados isoladamente em regides ou cidades. A tabela 6 demonstra esta variacao

percentual nas cidades de Campinas e Jodo Pessoa. (Sistema IBGE de Recuperagdo
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Automatica - Disponivel em:
http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/listabl.asp?z=cd&o=7&i=P&c=2093. Acesso em
08 de maio de 2007).

Ao analisarmos estes dados populacionais com dados da incidéncia da FC nos

diversos grupos étnicos, poderemos esbogar calculo da incidéncia da FC nestas cidades.

Tabela 6- Percentual da populagdo residente por grupo étnico nos municipios de Campinas

e Joao Pessoa

Grupo étnico Campinas Joiao Pessoa
Branca 73,95 47,06
Parda 18,40 47,72
Preta 5,57 3,96
Amarela 0,95 0,13
Indigena 0,25 0,30
Sem declaragao 0,89 0,83

4.1- Calculo da incidéncia da fibrose cistica

Para estimar o nimero real de heterozigotos em uma populagdo, ¢ necessario
saber qual a propor¢do de alelos mutantes estd sendo detectada. O indice de deteccao
devera ser derivado do conhecimento das propor¢des alélicas das mutagdes entre pacientes

com FC.

Com base nos dados de pacientes, onde 50% dos alelos contém a mutagdo
AF508, o célculo da incidéncia da FC através da triagem desta mutacdo detectou apenas
50% dos heterozigotos da populacdo. O numero correto de heterozigotos devera ser
ajustado dividindo-se o numero de heterozigotos encontrados na populagdo pela freqiiéncia

desta mutacao entre pacientes.
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Quando analisamos os dados colhidos da cidade de Jodo Pessoa, com quatro
heterozigotas encontradas em amostra de 444 mulheres saudaveis, isto nos da freqiiéncia
alélica de 0,0045. Com base nestes dados, e sabendo que a mutagdo AF508 corresponde a
aproximadamente 50% dos alelos de individuos com FC no Brasil, poderemos estimar a
freqiiéncia dos alelos causadores da FC utilizando a proporgao: (0,0045/0,5)=0,0090. Com
isso, para a cidade de Jodo Pessoa a incidéncia estimada desta doenga autossomica
recessiva ¢ de 1:12.321 individuos (IC 95% - um em 10.877 a um em 14.204). Com
freqiiéncia de portadores do alelo AF508 em meio a populacdo de 1/55,5 (IC95%

42,77 a 72,85).
g8y 1
888) 12321

Esta incidéncia ¢ similar a encontrada por afro-brasileiros, descrita por

Raskin et al. (2007), entretanto difere, por exemplo, da encontrada na populaciao do RS.

Por outro lado, devido ao fato de ndo termos encontrado nenhum heterozigoto
entre as 694 mulheres da populagdo da cidade de Campinas, ndo foi possivel a execugdo de
calculo de incidéncia desta doenga para esta cidade. Entretanto, podemos especular uma
incidéncia minima desta doenga na populagdo. Para efetuar tal calculo, teremos que supor
que foi encontrado um alelo nesta amostra. Isto nos levaria a freqiiéncia alélica de 1:1.388
(q=0,0007204). Sabendo que a mutacdo AF508 corresponde a aproximadamente 50% dos
alelos de individuos com FC no Brasil, novamente utilizamos a seguinte proporgao.
(0,0007204/0,5)=0,0014409. Com isso, para a cidade de Campinas obtivemos incidéncia
minima de 1:481.636. Este dado contradiz todos dados literarios brasileiros sobre a
incidéncia da FC. Se esta incidéncia fosse verdadeira, para a populacdo de Campinas,

irlamos ter apenas dois pacientes sob atendimento no ambulatdrio local.

Também nao podemos descartar o fato de que para se efetuar céalculo de
incidéncia de doenga pela triagem de heterozigotos, € necessario que a populagdo esteja em
equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, auséncia de migrag¢ao ou sele¢do preferencial. Ja ¢

consenso que eventos mutacionais novos sdo raros, entretanto a selecdo preferencial de
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heterozigotos ainda ndo estd totalmente estabelecida. Como trabalhamos exclusivamente
com mulheres em idade fértil, onde grande parte j4 eram maes, poderia ter ocorrido algum

viés de coleta, ja que mulheres com FC apresentam uma fertilidade reduzida em até 50%.

Apesar destes possiveis vicios ocultos, o resultado ainda foi surpreendente ja
que nenhum alelo foi encontrado em amostra tdo expressiva na cidade de Campinas.
Mesmo assim, este resultado para cidade de Campinas nos leva a crer que ao longo do
tempo, houve intensa miscigenagdo na area periférica da cidade, reduzindo a prevaléncia de
ancestrais com origem européia e com isso diminuindo a probabilidade de encontrarmos tal

mutacao.

Outro método para estimar a incidéncia da FC seria utilizar valores bem
estabelecidos de outras amostras com os dados populacionais de cada cidade estudada. Para
tanto, no caso dos caucasoides utilizaremos a incidéncia da FC em Portugal 1:3.500, para
os negros e pardos utilizaremos a incidéncia de 1:17.000 e no caso de indigenas ou
orientais, esta incidéncia podera ser negligenciada devido a sua raridade. Desta forma, o
calculo da incidéncia da FC foi estimado de acordo com a distribuicdo étnica dessas

cidades.

No caso de Jodo Pessoa, 47% da populagdo sdo de brancos, 51% de negros e
pardos e apenas 2% de indigenas e orientais. Desta forma, o calculo da incidéncia para esta

cidade foi o seguinte:

1 47 N 1 51 N 0y 2 ) 1
3.500 A 100 17.000 A\ 100 1 A100 ) 6.087

As duas incidéncias calculadas da FC para a cidade de Jodo Pessoa estio em

acordo com a literatura, apesar de ser mais de duas vezes menor que a outra.

Utilizando este mesmo método para a cidade de Campinas com os dados do
IBGE, onde 74% da populagdo sdo de brancos, 24% de negros e pardos ¢ apenas 2% de

indigenas e orientais. Desta forma, o calculo da incidéncia para esta cidade foi o seguinte:
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1 74 N 1 24 N 0y 2 ) 1
3.500 A\ 100 17.000 A 100 1 \100)  4.434

Este resultado ¢ mais coerente com os publicados anteriormente e com os dados

ambulatoriais, quando comparado com o especulado em relagdo a amostra populacional.

Este resultado nao difere dos dados literarios, estando muito proximas de
valores encontrados na Italia ou Portugal. E importante ressaltar que na época do estudo,

dos 70 pacientes deste ambulatério, apenas trés eram ndo caucasoides.
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A partir da utilizacdo dos dados ambulatoriais com os obtidos neste estudo, a

incidéncia da FC em Campinas ficaria desprezivel e em Jodo Pessoa seria de 1/ 12.321.

Quando utilizamos o método de cruzamento de dados étnicos com dados
literarios da doenga entre os diferentes grupos étnicos, na cidade de Campinas a prevaléncia

ficaria em 1/ 4.434 e na cidade de Jodo Pessoa ficaria 1/ 6.087.

O célculo da incidéncia baseou-se na presen¢a da mutacdo entre pacientes
sintomaticos (com dois testes de suor alterados), o que envolve ndo s6 a mutagdo AF508,
mas levou em conta as outras mutagdes ndo encontradas. Entretanto, devido a grande
heterogeneidade da doenca, com doentes assintomadticos, ndo seria uma surpresa se a
incidéncia encontrada neste estudo estivesse sub-estimada. Também € interessante ressaltar
que entre os pacientes do ambulatério, existe uma predominancia absoluta de caucasoéides

94%, diferindo assim da amostra populacional estudada.
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ANEXO 1 FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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CEP. 23/08/05.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 180/2005
CAAE: 0027.0.000.146-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “PREVALENCIA DA MUTACAO AF508 DA FIBROSE CISTICA EM UMA
AMOSTRA POPULACIONAL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Leonardo Vicentimi Arruda

INSTITUICAO: Departamento de Genética Médica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 27/04/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/01/06 e 23/07/06

11 - OBJETIVOS

Investigar a prevaléncia da mutagdo AF508 da FC em aproximadamente 1.100 mulheres
em idade fértil.

1T - SUMARIO

A fibrose cistica (FC) ou mucoviscidose ¢ a doenga genética mais encontrada nas
populagdes européias afetando 1 em 2500 nascidos vivos. A incidéncia da fibrose cistica varia
conforme a populagio estudada, inclusive dentro de um mesmo grupo étnico. O gene
responsavel por esta doenga localiza-se no brago longo do cromossomo 7, na regido 31.2 e
codifica uma proteina transmembrana reguladora da conductancia ionica chamada CFTR (Cystic
Fibrocis Transmembrane Conductance Regulator), que possui 1480 aminoacidos, com uma
massa molecular de 168 Kda. As mutagdes no gene CFTR estdo relacionadas com a FC devido a
produgio de uma proteina anomala, resultando em um fluxo de condugdo de ions defeituoso na
membrana plasmatica de células epiteliais. O quadro clinico dos individuos portadores de FC €
heterogéneo, caracterizado principalmente pelo transporte defeituoso de sodio e cloretos nas
células exocrinas dos pulmdes, pincreas e glandulas sudoriparas, resultando em uma
insuficiéncia pulmonar e pancreatica cronicas, assim como um aumento da concentragdo de
cloretos no suor. Devido a expressio clinica variavel e na grande quantidade de Obitos sem
diagnostico, torna-se necessario um levantamento preciso da prevaléncia da mutagdo AF508 no
nosso pais, ja que até agora os estudos realizados em pacientes tem determinado a ocorréncia e
ndo a prevaléncia da doenga na populagdo. O objetivo deste trabalho sera a investigagdo da
prevaléncia da mutagio AFS08 em uma amostra da populagdo composta por aproximadamente
1100 mulheres em idade fértil, de diferentes grupos étnicos, que participaram voluntariamente de
outro projeto de pesquisa na area genética. O método utilizado para identificar a mutagdo AF508
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no gene CFTR sera a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os dados serdo inseridos em um
banco através do Excel e a seguir serdo realizadas analises estatisticas apropriadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto ¢ relevante, pois busca determinar a ocorréncia e incidéncia da FC através de
triagem de parte da populagdo procedente de uma regido periférica da cidade de Campinas,
sendo possivel uma posterior comparagdo com pacientes ja diagnosticados como fibrocisticos e
que realizam acompanhamento ambulatorial. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
explica pormenorizadamente sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos e beneficios
previstos, garantindo a liberdade do sujeito em recusar-se a participar da pesquisa e também do
sigilo dos participantes. Como ja solicitado anteriormente, o estudo anterior citado (protocolo
236/2004) ndo foi coordenado pelo pesquisador responsavel, o que demanda por escrito dos
coordenadores liberando o uso do referido material.

Recomendagdo: Anexar ao projeto autorizacdo dos coordenadores do estudo citado (protocolo
236/2004) liberando o uso do material biologico.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugbes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

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

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.¢)
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Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunio Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de julho de 2005.

’ﬂy& 4?
f. Dr. Sebastl Ara jo

VICE-PRES TE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 2

NIVEIS DE ACIDO FOLICO EM MULHERES EM IDADE REPRODUTIVA ANTES E APOS O
ENRIQUECIMENTO DAS FARINHAS DE MILHO E TRIGO

CIDADE {ID}ENTIFICACAO:< >

1.{Ntim}ero do {quest}ionario: 2.{Data} <dd/mm/yyyy>

3.{C}entro de {S}aide:< >

4.{Nome} do entrevis{tador}:< >

5.{Nome} da entrevis{tada}:< >

6.{N}umero de {matr}icula no {CS}:< >

7.Quantos {anos} a Sra tem?

8.A Sra.tem ou teve filho com {def}eito de {nasc}enca? # Qual? < >

9.A Sra.sabe {ler} e {escr}ever?
10.A Sra.{freq}uenta atualmente {esc}ola ou curso?
11.Qual a {dlt}ima {serie} ou periodo concluido com aprovagio?

12.Endereco:

{Rual }:< > {Num}ero{1}:

{Compl }emento{1}: < > {Bairro{1}: < >
{CEP1}: {Ref}erencia: < >
{Tel}s. para contato:{res}. {Cel}:

{Tel}{trab}: {Outro}s {tel}:

13.A Sra. vai continuar morando no seu enderego atual durante os proximos 12 meses ou
{pret}ende {mudar}-se?

{Rua2}: < > {Num}ero{2}:

{Bairro{2}: < > {Municip}io: < >

14.A Sra. pode me dar outro endereco e telefone de uma pessoa da familia ou amigo caso eu ndo
consiga localiza-1a?

{Nome3}: < >

{Rua3}: < > {Num}ero{3}:

{Compl }emento{3}: < > {Bairro{3}: < >

{Cep3}: {Tel}:

15.A Sra. esta usando alguma {vitamina}? Qual? < >

16.A Sra. usa {anticoncep }cional? 17.Que {tipo}? {Nome}: < >
18.{Quant}as vezes a senhora ja {engr}avidou? vezes

19.A Sra. ja teve algum {aborto} espontaneo? {Quantos}?

20.A Sra. teve algum bebe que {nasc}eu {morto}? {Por que}? < >
21.Qual a {idade} do seu {filh}o mais novo? ___anosou___meses ou ___dias

22.Qual a {data} de {nasc}imento dele? <dd/mm/yyyy>
As perguntar 23 até 26 sdo para maes de criangas com até dois anos de idade.
23.A Sra. esta {amament}ando?
24.Além do peito, a Sra. oferece ao seu filho:
24.1.{Agua} 24.2.{Cha} 24.3.{Suco}
24.4 {outro leite} 24.5.{outro alim}ento
25.Da hora que seu filho acorda até a hora de dormir {quant}as vezes ele{mama}?
vezes

26.Seu filho {mama} durante a {noite}? {Quant}as vezes?

27.A Sra. {fuma}? {Quant}os {cig}arros por dia?

{Outro} tipo de {fumo}: < >

28.Agora vou fazer umas perguntas sobre o uso que a Sra.faz de alguns alimentos:

28.1.{Arroz} 28.2.{Cereais} matinais 28.3.{Macarrao}
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28.4.{Pao} 28.5.{Bolachas}, biscoitos, bolos

28.6.{Milho} 28.7.{Batata} 28.8.{Mandioca}
28.9.{Leite} 28.10.{Queijo} 28.11.{Iogurte}
28.12.{Requeijdo} 28.13.{Margarina} 28.14.{Ovos}
28.15.{Legumes} 28.16.{Beterraba} 28.17.{ Alface}
28.18.{Espinafre} 28.19.{ Abacate } 28.20.{Laranja}
28.21.{Frutas} 28.22.{Feijdo} 28.23.{Lentilha}
28.24.{Figado} 28.25.{Carne} 28.26.{Salsicha}
28.27.{ Actcar} 28.28.{Doces}

28.29.{Refri}gerantes 28.30.Bebidas {4lcool}icas 28.31.{Café}

Caracteristicas de Seguranca Alimentar
Na sua casa {mora} alguém com menos de {20} anos de idade?
{M3Q1} Teve preocupacdo de que a comida na sua casa acabasse
{M3Q2} Freqiiéncia
{M3Q3} A comida acabou antes que a Sra.tivesse dinheiro para comprar
{M3Q4} Freqiiéncia
{M3Q5} Ficou sem dinheiro para ter uma alimentagdo saudavel e variada
{M3Q6} Freqiiéncia
{M3Q7} Teve que se arranjar com apenas alguns alimentos
{M3Q8} Freqiiéncia
{M3Q9} Nao pode oferecer uma alimentagao saudavel
{M3Q10} Freqiiéncia
{M3Q11} Algum morador de sua casa com menos 20 anos ndo comeu quant.suficiente
{M3Q12} Freqiiéncia
{M3Q13} Algum adulto em sua casa diminuiu a quant. de alimentos
{M3Q14} Freqiiéncia
{M3Q15} Alguma vez comeu menos do que achou que devia
{M3Q16} Freqiiéncia
{M3Q17} Alguma vez sentiu fome mas ndo comeu
{M3Q18} Freqiiéncia
{M3Q19} Perdeu peso
{M3Q20} Quantidade de peso que perdeu foi:
{M3Q21} Ficou um dia inteiro sem comer
{M3Q22} Freqiiéncia
{M3Q23} Alguma vez diminuiu a quantidade de alimentos
{M3Q24} Freqiiéncia
{M3Q25} Teve que deixar de fazer alguma refeicéo
{M3Q26} Freqiiéncia
{M3Q27} Algum morador com menos de 20 anos teve fome
{M3Q28} Freqiiéncia
{M3Q29} Algum morador com menos de 20 anos ficou sem comer
{M3Q30} Freqiiéncia
Observacgodes: < >
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HEMOGRAMA

SERIE VERMELHA
{Eritr}dcitos milhoes/mm3
{H}emoglo{b}ina g/dl
{H}ematocri{to} %
V.C.M. u3
H.B.CM uug
C.H.B.C.M %
RDW %
SERIE BRANCA
{Leucéd}citos /mm3
{Met}a-{pro}-{mie}lo %
{Bast}onetes %
{Seg}mentados %
{Eosinof}ilos %
{Basof}ilos %
{Linf}ocitos %
{Monoc }itos %
Plaquetas /mm3
{FERRIT}INA ng/ml
AF sérico
{ AF eritr}ocitario
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