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RESUMO

A fibrose cistica (FC) é a mais comum das doengas hereditarias autossomicas
recessivas na populagdo de origem caucasoide, sendo potencialmente fatal. O
gene responsavel pela FC foi clonado em 1989 e, até o momento, mais de
620 mutagdes foram documentadas pelo Consorcio de Analise Genética da
Fibrose Cistica. Visando caracterizar a populagdo de pacientes fibrocisticos
(FC) do estado de Sdo Paulo, estimamos a frequéncia das mutages AF508,
G542X, N1303K, G551D e RS53X, as quais, segundo analise realizada em
escala mundial, estdo entre as 10 mais freqiientes. Os valores obtidos através
da avaliagio de 120 cromossomos FC foram: AF508 = 31,7%, G542X =
8,3%, N1303K = 2,5%. As mutagdes G551D e R553X ndo foram detectadas
em nossa amostra. A taxa de detec¢do de mutagGes na populagdo estudada
foi de 42,5%. Concluimos que a avaliagdo de um nimero maior de mutagdes
€ necessaria para o diagnOstico molecular de pacientes (inclusive o
diagnostico pré-natal) e para a detecgdo de portadores, devido a
heterogeneidade desta populagdo. A viabilidade do uso do teste genético €
discutivel. De qualquer modo, o estudo desta doenga envolve a

caracteriza¢do molecular de populagdes.
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SUMMARY

Cystic fibrosis (CF) is the most common, potencially lethal, autosomal
recessive genetic disease affecting the Caucasian populations. The gene
responsible for CF was cloned in 1989 and, since its isolation, more than 620
sequence alterations were documented by the Cystic Fibrosis Genetic
Analysis Consortium. To characterize the CF patients population from the
state of Sdo Paulo (Brazil), we have estimated the frequency of mutations
AF508, G542X, N1303K, G551D and RS53X, which are some of the most
frequent mutations worldwide. In a sample of 120 CF chromosomes, the
frequencies we obtained were as follows: AF508 = 31,7%, G542X = 8,3%,
N1303K = 2,5%. The mutations G551D and R553X were not detected in
this sample. The mutation detection rate was 42,5% by analysis for these five
mutations. We concluded that screening for more mutations will be necessary
for molecular diagnosis (including the pre-natal molecular diagnosis) and to
carrier detection, because of the ethnic heterogeneity of this population. The
viability of genetic testing may be unrealistic. Anyway, the study of cystic

fibrosis involves the molecular characterization of populations.



1. INTRODUCAO

Fibrose cistica (FC) ou mucoviscidose é a mais comum das doengas
recessivas autossomicas na populagio de origem caucasoide. Sua incidéncia
¢ de 1:2500 em varios grupos populacionais (Welsh et al., 1995), com uma
frequéncia estimada de portadores igual a aproximadamente 4%, valor
considerado extremamente elevado em se tratando de uma anomalia genética
monogénica.

Esta doenga é potencialmente fatal e caracteriza-se principalmente por:
obstrugdo cronica com infecgdes de repeticdo do trato respiratorio,
insuficiéncia pancreatica exOcrina e suas conseqiiéncias nutricionais, e
elevados niveis de eletrolitos no suor.

Atualmente grande atengdo tem sido dispensada a doenga respiratoria,
embora a situagio tenha sido diferente em 1938, quando a FC foi
inicialmente descrita por Anderson (1938). Esta autora descreveu pacientes
com diarréia e esteatorréia resultantes de perda da fun¢do pancreatica
exdcrina. Esta condigdo foi entdo denominada fibrose cistica do pdncreas,
porque a perda da fungdo pancreatica exocrina dos pacientes estava
associada a fibrose cistica do pancreas. Naquela época, entendia-se que as
infecgdes respiratorias em pacientes mais velhos eram secundarias a saude
debilitada e a ma absorgdo, especialmente de vitamina A.

Posteriormente, Farber (1945) notou que pacientes com FC sofriam de
obstru¢io causada por muco em uma série de orgdos. Este autor foik 0
introdutor do termo mucoviscidose para a doenga, que tornou-se popular na

literatura médica por varios anos e ¢ usado no Brasil até hoje. Logo apos a



descoberta de Farber, foi reconhecida a importincia das infecg;,(“)es cronicas
dos pulmdes nos pacientes com FC, ¢ o uso de antibidticos para o seu
tratamento teve inicio ainda na década de 40. Neste periodo, Anderson &
Hodges (1946) sugeriram o padrdo autossomico recessivo de heranga da
doenga.

Em 1953, di Sant'Agnese ef al. pesquisaram a deple¢do de sal em criangas
com fibrose cistica durante uma onda de calor no verdo; eles concluiram que
a perda excessiva de sal ocorria pelo suor. Subseqiientemente, tais
pesquisadores documentaram que os niveis de sddio e cloro no suor sdo
elevados em todos os individuos com FC.

Nos ultimos 35 anos, a descri¢do da sindrome fibrocistica (FC) e de suas
complicagBes vem sendo progressivamente aperfeigoada.

Dois conjuntos de observagdes no inicio da década de 80 foram
importantes para 6 rapido entendimento do defeito molecular ligado a FC.
Primeiramente, Knowles et al (1981) descreveram alteragdes nas
propriedades elétricas do epitélio respiratorio FC, associadas a
anormalidades no transporte de sodio e cloro. A seguir, Quinton & Bijman
(1983) demonstraram impermeabilidade ao cloro nos ductos das glandulas de
suor. Estas observagdes determinaram um papel patogenético para o
movimento de agua e eletrolitos pelo epitélio FC e, pela primeira vez,
ofereceram explicagdo plausivel tanto para o déficit de agua nas secre¢des
mucosas (responsavel pela obstru¢do de glandulas exdcrinas), quanto para a
disfungdo de multiplos 6rgdos.

Em 1989 o gene responsavel pela FC foi clonado (Rommens et al., 1989,

Riordan et al., 1989; Kerem ef al., 1989). Logo tornou-se claro que seu



produto, a proteina CFTR (ver descri¢io detalhada do gene da FC e da
proteina CFTR no item 1.4), era de fato um canal de cloro defeituoso no
epitélio FC (Bear et al., 1992).

Atualmente, as pesquisas em andamento sobre o tema enfocam as
relagdes estrutura-fungdo dos produtos génicos normal e alterado, a
contribuigdo das diferentes mutagGes para a heterogeneidade do fenétipo FC,
e as estratégias para resolver as anormalidades do epitélio FC (Welsh et al.,

1995).

1.1. Caracteristicas da FC Classica

A FC tem fenotipo complexo € os seus pacientes exibem uma grande
variedade de sinfomas respiratorios, gastrointestinais e no aparetho
reprodutor, bem como elevados niveis de eletrolitos no suor (Tsui, 1995). A
maioria dos pacientes apresenta os sintomas no inicio da vida, apenas uma
pequena parte deles manifesta os sintomas tardiamente, na adolescéncia ou
na idade adulta. O curso clinico da FC ¢, portanto, bastante variavel,
podendo ocorrer tanto o obito nos primeiros dias de vida quanto a auséncia
de sintomas por 10-20 anos.

A doenga pulmonar caracteristica da FC é obstrutiva e cronica, estando
associada a0 espessamento das secre¢des mucosas. Infecgdes recorrentes e
persistentes no trato respiratorio, especialmente as causadas por

Haemophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,



podem resultar em bronquiectasia e insuficiéncia respiratérié, geralmente
acompanhadas por cor pulmonale e morte (Korst et al., 1995).

A disfungdo pancreatica, quando presente, pode ter inicio na fase fetal,
causando esteatorréia pds-natal e atraso no desenvolvimento péndero-
estatural. A causa desta disfungio é a obstrugio causada por secregdes
espessas € a subsequiente destruigdo das glandulas exdcrinas do pancreas,
que resultam em defici€ncia pancreatica enzimatica e desnutrigio (Korst et
al.,, 1995). A dilatagdo dos ductos pancreaticos leva a formagao de pequenos
cistos, de onde provém o nome da doenga.

A mais importante das manifestagdes intestinais da FC € o ileo meconial,
decorrente da obstrugdo do limen iliaco por massa meconial viscosa.

A infertilidade é um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos
homens (95% dos homens FC sdo estéreis), sendo causada por bloqueio dos
ductos deferentes é dos tabulos do epididimo.

Outras manifestagdes da FC, embora menos frequentes, sdo cirrose

hepatica e diabetes mellitus (Welsh et al., 1995).

1.2. Diagnéstico

O diagnostico da FC ¢é sugerido pelos dados clinicos de doenga pulmonar
cronica obstrutiva, infecgdes pulmonares persistentes (particularmente as
causadas por cepas mucdides de Pseudomonas), ileo meconial, insuficiéncia
pancreatica com atraso no desenvolvimento pondero-estatural, ou por um

historico familial positivo. O diagnéstico é confirmado pela concentragdo de



cloro no suor acima de 60 megq/l, ou pela presencga de mutag:c")e's patoldgicas
nos dois cromossomos do individuo em questdo (Welsh et al., 1995).

Verifica-se a presenga de mutagdes patologicas através de testes para as
muta¢des mais freqiientes ja descritas. O diagndstico molecular da doenga
consiste, portanto, na identificagdo de alelos mutantes patologicos nos dois
Cromossomos (nos dois genes FC) do paciente testado.

O teste do suor continua sendo o teste diagnostico padrdo para a maioria
das populagdes, pois é muito mais acessivel que o diagnostico molecular.
Além disto, este ultimo s6 pode ser realizado com margem de detecgdo
aceitavel em populagdes caracterizadas em relagio as mutagOes mais
frequentes (de acordo com Tsui, L.-C., 9th INTERNATIONAL CONGRESS
OF HUMAN GENETICS, 1996, mais de 620 mutag¢des ja foram descritas).

A metodologia do teste do suor consiste na coleta de suor através de
iontoforese estimuléda por pilocarpina, seguida da determinagdo quimica da
concentragdo de cloro e sodio (Denning et al,, 1980). E importante destacar
que algumas manifestagGes atipicas da doenga resultam em valores do teste
do suor dentro da faixa normal. Stewart et al. (1995), por exemplo,
descreveram o caso de dois pacientes inicialmente com manifestagdes
brandas da doenca, teste do suor negativo (valores normais), mas com
diagnostico molecular positivo. Tais pacientes desenvolveram posteriormente
bronquiectasia, doen¢a pulmonar obstrutiva progressiva e colonizagio por
Pseudomonas. Casos como estes enfatizam a necessidade de maior atengio

no diagnostico de pacientes atipicos e de testes diagnosticos alternativos.



1.3. Tratamento

Nao ha cura para a FC. O tratamento atual € paliativo, apenas melhorando
a sintomatologia da doenga. A terapia envolve administragio de antibioticos,
de broncodilatadores, de corticosterdides, fisioterapia toracica para
drenagem bronquial, exercicios fisicos, reposi¢io enzimatica, uso de
vitaminas, nutri¢do apropriada e apoio psicossocial.

A analise de curvas de sobrevivéncia ao longo dos anos mostra que a
sobrevida dos pacientes FC vem aumentando (Welsh et al, 1995). As
pesquisas tém resultado em diagnosticos mais precisos € em novas
estratégias de tratamento.

A eficacia de novas abordagens terapéuticas tem sido o foco de muitos
trabalhos. S0 promissoras no tratamento da doenga a farmacoterapia que
atua no trasnporte énormal de ions (Knowles et al., 1995) e a terapia génica
somatica, sendo esta ultima uma das principais linhas de pesquisa no estudo
da FC.

Dados estatisticos do ano de 1991, da Fundagdo de Fibrose Cistica dos
Estados Unidos (Welsh et al, 1995), mostram que 50% dos pacientes
podem sobreviver até os 29 anos. Na Dinamarca, a sobrevida média dos
pacientes é de 40 anos (Hoiby, N., VZI CONGRESO LATINOAMERICANO
DE FIBROSIS QUISTICA, 1995). No caso da América Latina, dados do ano
de 1993 do Registro Latinoamericano de Fibrosis Quistica (REGLAFQ),
divulgados no VII CONGRESO LATINOAMERICANO DE FIBROSIS

QUISTICA, (1995) mostram que a sobrevida média ¢ de 12 anos.



1.4. Gene da FC e Proteina CFTR

Em 1985, através de analise de ligagdo baseada num grande numero de
marcadores polimorficos, o gene da FC foi mapeado no cromossomo 7,
banda q31 (Tsui ef al, 1985). Na auséncia de conhecimento prévio do
defeito basico da doenga, a localizagdo cromossomica foi o guia para a
localizagdo do gene.

A estratégia usada para a clonagem, conhecida atualmente como
clonagem posicional, foi o “estreitamento” da regido de interesse com
marcadores adicionais, a clonagem de segmentos de DNA desta regido, a
identificagdo de genes “candidatos” e o estudo de seu possivel envolvimento
na doenga. Em 1989, esta abordagem resultou no isolamento de diversas
sequéncias de DNA que pareciam conter o gene (Rommens et al, 1989).
Com base nas probriedades bioquimicas previstas para o produto génico e
em analise genética, uma destas sequéncias foi determinada como sendo o
gene responsavel pela FC (Riordan et al., 1989; Kerem et al., 1989).

O gene FC ¢é um gene grande; ele abrange mais de 250.000 pares de bases
(pb) ou 250 quilobases (kb) de DNA (figura 1.1) e contém 27 éxons
(sequiéncias traduzidas). O RNAm correspondente tem 6,5 kb.

A proteina codificada pelo gene FC, devido ao seu aparente papel na
ativagdo de canais secretores de cloro (CI), foi chamada de regulador da
condutancia transmembrana da fibrose cistica (RTFC). Tanto o gene quanto
a proteina s3o comumente denominados CFTR, originado do nome em inglés

dado a proteina envolvidla na FC, cystic fibrosis transmembrane



(conductance) regulator. Esta proteina contém 1480 amino;écidos, com
massa molecular de aproximadamente 170.000 daltons.

A CFTR é membro de uma familia de proteinas transportadoras, que
inclui a glicoproteina P (de mamiferos) de resisténcia a miltiplas drogas,
além de varios sistemas de transporte em bactérias Gram-negativas,
leveduras e Drosophila. Ela contém cinco dominios (figura 1.1): dois
dominios transmembrana, cada um composto por seis segmentos, um
dominio R, supostamente regulatorio, contendo diversas seqiiéncias-
consenso destinadas a fosforilagdo pelas proteinas quinase A e quinase C; e
dois dominios de ligagio a nucleotideos (DLN), que interagem com ATP. A
molécula CFTR estaria ancorada na dupla camada lipidica,
predominantemente na membrana apical de células epiteliais secretoras,
através dos dois dominios transmembrana (que sdo regides hidrofobicas da
proteina). Os demais dominios estariam orientados para o citoplasma
(Riordan et al., 1989).

A seqiéncia de ativagio da CFTR, de acordo com Anderson et al.
(1991), seria a seguinte: ap6s a ativagio do canal, induzida pela fosforilagdo
do dominio R (mediada pela proteina quinase A que, por sua vez, ¢ ativada
por AMP ciclico), a presen¢a continua de ATP - ligado ao DLN ou
submetido a clivagem (via hidrélise) — manteria a atividade do canal (figura
1.2). Fosfatases celulares defosforilariam os canais, fechando-os. O controle
da atividade do canal e, consequentemente, da taxa de transporte iGnico
transepitelial, dependeria do balango entre quinases e fosfatases na célula

(Berger et al., 1993).
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Figura 1.1. (a) O gene FC contém 27 éxons, sendo que a maior parte de sua extensdo €
constituida por introns. A nomenclatura 6a, 6b, 14a, 14b, 17a e 17b resulta da
identificagio destes éxons apds a descrig¢do original do gene. (b) Estrutura prevista para o
produto proteico, a proteina CFTR, constituida por dois dominios transmembrana (DT),
dois dominios de ligagdo a nucleotideos (DLN1 ¢ DLN2) e um dominio regulatério (DR).
(¢) Um modelo esquematico da estrutura prevista para a CFTR mostra a molécula
ancorada na dupla camada lipidica da membrana de célula epitelial, estando os DLN e o

DR orientados para o citoplasma (Tsui, 1995).

Até o momento, a proteina CFTR foi identificada na membrana apical do
epitélio das vias aéreas, do epitélio intestinal, dos ductos pancreaticos e dos
ductos das glandulas sudoriparas. Ha dados que, indiretamente, sugerem a
presenga da CFTR também nas membranas de organelas, incluindo o aparato

de Golgi (Barasch et al., 1991).
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Figura 1.2. Seqiiéncia da ativa¢do dos canais de C1I" CFTR. A proteina quinase A (PKA)
fosforila sitios no dominio regulatério da proteina, produzindo um canal fechado, cuja
abertura requer a ligagdo de MgATP a um ou aos dois dominios de ligagdo a nucleotideos.
A ligagio do MgATP coloca o canal em um novo estado, podendo agora abrir
espontaneamente. A rea¢do inicial de fosforilacdo é reversivel através de fosfatases
(Frizzell, 1995).

1.4.1. Correlacib das Alteracdées no Transporte Epitelial com a

Proteina CFTR

Os epitélios secretores dos orgdos afetados sdo caracterizados pelo
transporte eletrolitico  deficiente (Quinton, 1983). A redugdo da
permeabilidade ao cloro reduz a secregdo de fluidos e eletrolitos, resultando
em desidratagio luminal. A hipotese da permeabilidade de Quinton (1990)
pdde explicar uma variedade de manifestagdes da doenga em diversos
orgdos, como vias aéreas, pancreas, intestinos e figado, nos quais uma falha
no clearance de secre¢des de macromoléculas levaria a obstrugdo, autolise e

fibrose.
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No nivel microscdpico, o defeito funcional se manifesta como inabilidade
de ativag@o dos canais secretores de CI” por mecanismos dependentes de
AMP ciclico (AMPc). Ha evidéncias de que a proteina CFTR ¢é o canal
ionico defeituoso em células FC. A prova de seu envolvimento com o defeito
observado no transporte eletrolitico, foi dada através da expressdo de CFTR
normal gx(’)gena em células epiteliais derivadas de pacientes FC (Drumm et
al., 1990). Esta expressdo complementou ou corrigiu a condutancia de CI”
mediada por AMPc.

A CFTR funcionaria, entdo, como um canal que modula a secregio de Cl
em resposta a elevagdes no nivel de AMPc intracelular. Estudos de
expressdo indicam que os dominios transmembrana contribuem para o poro
deste canal, e que a fosforilagdo de residuos especificos no dominio R
causaria sua abertura. A disfungdo deste canal de Cl” seria o principal

mecanismo patofisiologico da doenga.

1.5. Mutacdes do Gene CFTR

E importante considerar a natureza das mutagdes para a compreensdo de
como estas afetam o funcionamento da proteina CFTR. As informagdes
sobre as mutagdes podem dar indicios tanto do funcionamento da proteina
CFTR normal, quanto da proteina defeituosa, resultando no fenétipo FC.

A principal mutac¢do que causa FC é uma dele¢do de 3 pares de bases que

determina a perda de uma fenilalanina na posigdo 508 (AF508) (Kerem et al.,
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1989). Esta mutagio teve uma unica origem; foi encontrada em
aproximadamente 70% dos cromossomos analisados mundialmente, sendo
esta porcentagem bastante variavel quando as populagdes sdo avaliadas
separadamente. Sua freqiiéncia é bastante alta no norte da Europa (atinge
quase 90% das muta¢gdes na Dinamarca), decrescendo no sul e leste deste
continen;e. Em algumas populagdes a freqiiéncia da mutagdo AF508 € baixa,
como ocorre na populagdo judia asquenazim, na qual ela atinge 22% do total
de mutagdes (The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1990).

Mais de 620 muta¢des foram descritas além da AF508. Todas estas
alteragGes foram documentadas pelo Consorcio de Analise Genética da FC
(CF Genetic Analysis Consortium, fundado em 1989 e envolvendo,
atualmente, mais de 100 grupos em todo o mundo pesquisando o gene
CFTR). Surpreendentemente, grandes dele¢cdes ou rearranjos sdo raros,
apesar do tamanho do gene (250.000 pb).

Poucas mutagdes registradas pelo Consorcio sio delegbes in-frame, do
tipo da AF508. Uma outra dele¢do deste tipo, a AF507, foi encontrada na
mesma regido (éxon 10) do gene CFTR (Kerem et al., 1990). Bem menos
comum que a AFS08, ela resulta na perda de um residuo de isoleucina. Estas
mutagdes ocorrem numa regido onde a delecdo de um Unico aminoacido
parece resultar em alteragio conformacional da proteina.

A proteina CFTR é produzida como um polipeptideo ndo glicosilado que,
subseqiientemente, ¢ sujeito a glicosilagdo no reticulo endoplasmatico
rugoso, translocagdo para o aparato de Golgi, modificagdo das cadeias

laterais de carboidratos para sua forma madura e, finalmente, transferéncia
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para a membrana apical (Cheng et al., 1990). Experimentos in vitro (Cheng
et al., 1990) indicam que a CFTR codificada por seqiiéncias contendo a
muta¢do AF508 ¢ anormal em termos de modificagdo postransducional e de
transporte intracelular. Embora a proteina seja potencialmente capaz de
funcionar como um canal de ClI', ela ndo consegue chegar até a membrana
apical da célula e parece estar incompletamente glicosilada. E possivel que
outras mutacdes também resultem em produtos incompletamente
glicosilados, o que sugere a possibilidade de que a base molecular da maioria
dos casos de FC seja o transporte intracelular ¢ o processamento da CFTR
defeituosos.

Aproximadamente metade das mutagdes descritas sdo do tipo sentido
trocado (missense) (Tsui, 1992). Elas envolvem a mudanga de um Unico par
de bases na sequéncia de DNA e, conseqiientemente, a substitui¢do de um
aminoacido na proteina. Embora as mutagdes de sentido trocado permitam a
sintese de um polipeptideo completo, a proteina pode ser instavel ou ndo
funcional (Tsui, 1995).

Resumidamente, os efeitos dos dois tipos de mutagdo descritos até entao
podem ser divididos em trés classes (Tsui, 1992). Na primeira delas, a
proteina mutante permanece dentro da célula, ndo chegando até a membrana
apical desta. E o caso da AF508 e, possivelmente, da maioria das mutagdes.
Mutagdes da segunda classe incluem aquelas que codificam proteinas
aparentemente processadas de modo correto, mas cujo canal ndo abre
mediante estimulo de AMPc. Mutantes da terceira classe, que podem resultar

de mutagles de sentido trocado nos dominios transmembrana, parecem
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produzir canais de CI” com propriedades levemente alteradas eﬁ relagdo ao
tamanho do poro ou a duragao de sua abertura.

As demais mutagdes patologicas resultam no que tem sido denominado de
“fenotipo nulo”, ja que o polipeptideo completo nio é produzido. As
mutagdes, conhecidas como sem sentido (nonsense), sdo caracterizadas pela
substitui¢do de um cddon da proteina por um cédon de parada, causando o
término prematuro da sintese polipeptidica e, portanto, produzindo uma
proteina truncada, ndo funcional. Mutagdes que alteram a matriz de leitura
(frameshift) podem resultar também em término prematuro da sintese
polipeptidica. Mutagdes da emenda do RNA (splice-junction), caracterizadas
por alteragdes de nucleotideos em jungdes éxon-intron, devem afetar o
processamento do RNAm e, tal como as mutagdes sem sentido e as
mutagdes que alteram a matriz de leitura, devem resultar em auséncia de
proteina funcional. E interessante observar que pacientes homozigotos para
estes tipos de mutagdes ja foram detectados, sugerindo que a perda total da
fungdo da proteina CFTR ndo ¢ incompativel com a vida.

Uma outra classificagdo tradicional para as mutagdes que causam FC,
baseia-se em quatro mecanismos gerais de disfungio da proteina CFTR,
esquematizados no diagrama da figura 1.3: mutagdes classe I reduzem a taxa
de sintese proteica; mutagdes classe II afetam o processamento das
proteinas; mutagdes classe III resultam em falhas na regulagdo do canal; e
mutagdes classe IV mostram condugdo defeituosa através do canal.

Finalmente, substitui¢gdes de nucleotideos n3o-associadas a doenga tém

sido detectadas (Tsui, 1992). Embora alguns destes polimorfismos resultem
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em alteragdes no aminoacido codificado, as variagdes aparentemente sdo

benignas.

Defeito
Genético

RE.
Classenl}x- Easse[

Figura 1.3. Diagrama da biossintese e do funcionamento da CFTR em uma célula epitelial
¢ dos mecanismos de disfunc¢do associados com as mutagdes FC (Welsh et al., 1995).

A analise da freqiiéncia de mutag3es em relagdo a sua localizagio (figura
1.4), indica que o gene CFTR tem “pontos quentes” mutacionais (Tsui,
1992). E notoria a ocorréncia de um cluster de mutagdes afetando residuos
altamente conservados nos supostos DLN, especialmente no DLN1 (Cutting
et al., 1990). Deste fato vem a sugestio de que este DLN seja mais critico
para o funcionamento da proteina, ou de que as sequéncias de DNA que

codificam este dominio sejam mais instaveis que outras regides.
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Figura 1.4. Distribui¢do das mutagdes no gene CFTR. Os éxons estdo representados por
boxes numerados e os dominios funcionais previstos estio denotados por boxes na parte
inferior da figura. Cada barra vertical representa a localizagdo de uma mutagdo
documentada pelo Consércio de Andlise Genética da FC (Frizzell, 1995).

Considerando a incidéncia de 1:2000 em alguns grupos populacionais e o
modo autossdmico recessivo de heranga, obtém-se como estimativa da
freqiéncia conjunta de alelos FC para as referidas populagdes o valor
aproximado 0,022. Diferentes mecanismos, incluindo alta taxa de mutagdo,
vantagem do heterozigoto, deriva genética e compensagao reprodutiva foram
propostos para explicar a alta freqiéncia e, indiretamente, a natureza das
mutagdes. Atualmente, grande atengdo € dada a hipotese de ligagdo entre o
gene CFTR e mutagdes benéficas que poderiam, por exemplo, conferir maior

resisténcia a diversos tipos de diarréia.
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Para Quinton (1994), a elevada freqiiéncia de muta§6és FC entre
caucasoides pode resultar da redugdo da gravidade da diarréia causada por
bactérias enterotoxicas em heterozigotos para estas mutagdes. Ou seja,
haplotipos benéficos nos quais algumas mutagdes FC estdo presentes
(principalmente o haplétipo correlacionado com a mutagdo AF508) teriam
alguma vantagem seletiva e, por isso, estariam sendo selecionados através

dos individuos heterozigotos para as mutagdes FC.

1.5.1. Correlagio Genotipo/Fendtipo

O estudo de correlagdes entre mutagdes e expressdo clinica da doenga
pode fornecer mais informagdes sobre o funcionamento da proteina CFTR,
além de poder oferecer prognostico mais preciso para pacientes, portadores
e clinicos (Tsui, 1995).

A correlagiio genotipo/fenotipo é significativa para a fungdo pancredtica,
sendo que pacientes com insuficiéncia pancreatica (IP) tém duas mutagoes
graves (como a AF508, por exemplo), e pacientes com suficiéncia
pancreatica (SP) tém uma ou duas mutag3es leves (Kerem et al., 1989).

Por outro lado, ndo ha correlagdo estabelecida entre o gendtipo e o
envolvimento pulmonar ou a sobrevivéncia para a maioria dos pacientes com
fenotipo classico. Tsui (1995) sugere que o fendtipo pulmonar seja

fortemente influenciado por outros fatores genéticos ou ambientais.

17



Certas mutagdes brandas sio encontradas em homens éom agenesia
bilateral congénita dos ductos deferentes (ABCDD) sem FC classica. Ja esta
bem estabelecida a alta incidéncia de muta¢es FC, em particular da mutagdo
R117H, em pacientes saudaveis com ABCDD (Gervais et al., 1993).

Zar et al. (1995), visando avaliar a associagdo entre mutagdes no gene
CFTR e a predisposi¢do dos pacientes FC para infecgdes causadas por
Pseudomonas aeruginosa, sugerem correlagdo entre a aderéncia desta
bactéria e 0 gendtipo homozigoto para a mutagdo AF508.

Algumas mutag¢des, como a 3849 + 10KbC—T (Highsmith et al., 1994),
estdo associadas com concentragdes normais ou quase normais de sodio e
cloro no suor de pacientes com diagndstico de FC.

Com base nas informagées obtidas até entdo, Tsui (1992) diferencia trés
niveis de associagdo entre genétipo e fenétipo. No primeiro nivel estdo os
sintomas ou sinais comuns a quase todos os pacientes. E o caso, por
exemplo, da concentragdo de cloro no suor, substancialmente maior do que o
normal nos pacientes FC, sugerindo que a fun¢ido da proteina CFTR nos
ductos das glandulas sudoriparas tem papel preponderante na determina¢do
do fenotipo.

O segundo nivel pode ser exemplificado pelo status da fungdo
pancreatica. A correlagio clara entre certas mutagdes e [P ou SP, sugere que
o papel da CFTR na regulagdio da conducdo de CI" pode ser menos
importante nos ductos pancreaticos do que nos ductos das glindulas

sudoriparas. E possivel que outras fungdes da CFTR (como a regulagio de
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outros canais, por exemplo) possam influenciar a gravidade dos sintomas no
pancreas.

No terceiro nivel de correlagdo genotipo/fenodtipo, exemplificado pelo
status da fung¢@o pulmonar, o fenétipo parece ser fortemente influenciado por
outros fatores genéticos ou ambientais, ainda nio definidos.

Portanto, com base nas correlagGes estabelecidas até entdo, fica dificil
estabelecer um prognostico para os pacientes FC uma vez que, conforme
citado anteriormente, ndo existe correlagio clara entre doenga pulmonar (a
causa primaria de morte nestes pacientes) e genétipo. Entretanto, em alguns
casos as informagdes provenientes destas correlagdes podem ser bastante
uteis como, por exemplo, no caso de um paciente com duas mutagdes
graves, ele devera ser avaliado cuidadosamente para insuficiéncia
pancreatica, mesmo que inicialmente se apresente sem os achados clinicos

correspondentes.

1.5.2. Freqiiéncia das Mutacdes em Diferentes Populacdes

A aplicagio mais imediata da defini¢do do espectro de muta¢des em
diferentes populagdes é o teste genético. Entretanto, com o grande nimero
de mutagdes descritas, no maximo 85-90% dos alelos mutantes poderiam ser
identificados através de screening padronizado em populagdes ja
caracterizadas em relag3o a distribui¢do de freqiéncias de mutagdes.

Poucas mutagdes patologicas ndo-AFS08 representam mais que 1% dos

cromossomos FC no mundo (tabela 1.1), embora elas possam apresentar
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maiores freqiiéncias em determinadas populagdes. Este é o caso, por
exemplo, da mutagio W1282X em 60% dos cromossomos FC da populaggo
judia asquenazim (Shoshani et al., 1992), sendo que sua freqiiéncia mundial é
de 2,1%. A alta freqiiéncia de muta¢des incomuns em algumas popula¢des

pode resultar de efeito fundador ou deriva genética.

Tabela 1.1. Mutacdes FC com freqiiéncia relativa > 1%

GS-%ZX R S ;":'_’»3,4.
G551D | L 2’4”1.}' :,
wusix’ ’ i | ,_.2’.1 _ o
sossT 21
Nxsojx 13

3849 + 10KbCHT 14
RS53X a :  [ 13
621 + 1GHT o 13

1717 - 1G>A 11
1078delT .

2789 + 5G—A o 1,1

Estudo em escala mundial realizado pelo Consércio de
Anilise Genética da Fibrose Cistica (Tsui, 1992).

Conforme ja citado anteriormente, a freqiiéncia da mutagdo AF508 é

bastante alta no norte da Europa (atinge quase 90% das mutagdes na
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Dinamarca), decrescendo no sul e leste deste continente. Nos péises de onde
vieram os imigrantes que mais contribuiram na formagdo da populagdo
paulista: Italia, Portugal e Espanha, sua freqiiéncia € igual a 42% (Novelli et
al., 1990), 52% (Duarte et al., 1990) e 50% das mutagdes FC (Chillon ez al.,
1990), respectivamente.

Nunes et al. (1991) realizaram uma analise envolvendo 14 mutagdes em
populagdes de cinco paises do sul da Europa (incluindo Itdlia e Espanha).
Seus resultados mostram que, nesta regido, as mutagdes mais frequentes
depois da AF508 sdo a G542X (6,04%), R1162X (3,61%) e NI1303K
(3,24%). As mutagdes G551D e RSS53X, também avaliadas no citado
trabalho, foram detectadas em respectivamente 0,25% e 0,1% dos
cromossomos FC. A heterogeneidade molecular € grande na regido avaliada,
sendo que na populagdo espanhola, a mutagdo mais comum depois da AF508

¢ a G542X, e na italiana, a R1162X.

Tabela 1.2. Mutagdes mais freqiientes* em alguns paises do continente americano.

Luzardo et al. (1995) Uruguai - AF508 (30%), G542X (5%), N1303K (5%)

Lunaetal (1995) ~ Argentina  AF508 (42,5%), G542X (5,0%), W1282X (1,2%);
G551D ¢ R553X ndo foram detectadas =

Chertkoff et al. (1995) Argentina  AFS08 (57,0%), G542X (3,9%), W1282X (3,1%),
N1303K (1,7%)

Collazo et al. (1996)  Cuba AF508 (34,0%), G542X (4,0%), R1162X (0,8%)

Ng et al. (1991) Paisesda  AF508 (75,8%), G542X (2,7%), G551D (3,2%),
Am. Norte  N1303K (1,4%), R553X (1,4%)

* Mutagdes mais freqiientes no grupo de mutagdes testadas em cada trabalho.
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A tabela 1.2 mostra resultados de trabalhos de caracterizagdo molecular

de pacientes FC em diversos paises do continente americano.

1.5.3. Freqiiéncias das Mutac¢des em Populacdes Brasileiras

A incidéncia da FC no Brasil, segundo dados do levantamento feito pelo
REGLAFQ em 1994  (divulgados no Vii CONGRESO
LATINOAMERICANO DE FIBROSIS QUISTICA, 1995), é menor que
1:12.000.

E importante lembrar que a populagdo brasileira é bastante heterogénea,
tendo em sua formagio contribui¢do consideravel da raga negra, na qual a
incidéncia da FC € de 1:17.000 (di Sant'Agnese & Davies, 1976).

Mesmo assim, o Qalor obtido para o Brasil seria uma subestimativa, ja que
um problema critico deste pais é o subdiagnostico da FC em fungio de uma
série de fatores, dentre os quais o despreparo dos clinicos ndo especialistas
no assunto no reconhecimento da doenga, principalmente quando esta se
manifesta de forma atipica (Espinoza, M.P.D. Comunicag¢do pessoal, 1995).

A tabela 1.3 mostra o resultado de trabalhos apresentados em congressos
por diversos autores, com dados referentes a freqiiéncia da mutagdo AF508
em diversas cidades ou estados brasileiros.

No estado do Rio de Janeiro, as mutagdes G542X (2,8%) e G551D
(1,4%) foram as duas mais frequentes depois da AF508, no grupo de

mutagdes testadas. No estado de Sdo Paulo, as trés mutagGes mais
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freqiientes depois da AFS08 foram a G542X (10%), N1303K (1,8%) e

W1282X (1,2%).

Tabela 1.3. Freqiiéncia da mutagio AF508 em algumas cidades e estados brasileiros.

Cabello ef al. (1996) - Rio de Janei _
Feieral 199%)  SkoPauo® 85 35 :
Ferri et al (1995) Brasﬂia”*::z-*: B 14 .i42,.9;’- |
Femieral (1995  Rece 1 s

Raskinetal (1996) ~ SantaCatarina 17 410

* Estado

Em Brasilia, a segunda mutag@o mais freqiiente foi a N1303K (3,6%) e
em Recife, a G542X (11,5%).

A literatura indexada apresenta alguns trabalhos de caracterizagdo
molecular de populagdes brasileiras. Raskin et al. (1993) determinaram a
freqiéncia da mutagio AF508 em pacientes caucasdides provenientes de
cinco estados brasileiros. A frequéncia obtida para o estado de Sdo Paulo foi
igual a 52%. Martins et al. (1993) avaliaram a freqiiéncia da mutagdo AF508
em pacientes do estado de Sdo Paulo. O resultado obtido foi igual a 31%,

valor bem menor que o obtido por Raskin ef al. (1993).
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Buscando contribuir com a caracterizagio molecular de pacientes FC do
estado de S3o Paulo, iniciamos em 1994 o presente trabalho, onde
analisamos a freqiéncia das mutagdes AF508, G542X, N1303K, G551D e

RS53X.
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2. OBJETIVO

A determinagio das mutagSes mais freqientes numa determinada
populagio de pacientes fibrocisticos (FC) tem diversas finalidades. Uma
delas, seria a delimitagdo do numero de alelos FC analisados em diversos
tipos dg estudos populacionais. Até mesmo para a determinagio da
viabilidade da implantagio do diagnostico molecular da fibrose cistica (FC)
para pacientes e portadores, é preciso delimitar o nimero de alelos através
de estudos populacionais. Portanto, o primeiro passo a ser dado neste
sentido € a determinagdo da freqiiéncia de alelos FC. Entretanto, conforme ja
visto, o locus envolvido com a FC tem um numero bastante grande de alelos
descritos, tornando a caracterizagio molecular populacional dificil,
principalmente para uma populagio heterogénea como a brasileira.

Para contribuir com a caracteriza¢do da populagdo de FC do estado de
Sdo Paulo, avaliamos a freqiiéncia de cinco mutagdes, as quais, segundo
estimativa em escala mundial, estdo entre as 10 mais freqiientes. Sdo elas: A

F508, G542X, N1303K, G551D e R553X.
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3. PACIENTES E METODOS

Para a realizagdo desta pesquisa, foram analisados 60 pacientes
provenientes do estado de Sdo Paulo, com diagnostico clinico e laboratorial
de fibrose cistica (FC) estabelecidos pelos Ambulatorios de Mucoviscidose
dos De_:panamentos de Pediatria e Clinica Médica (disciplina de
Pneumologia) do Hospital das Clinicas da UNICAMP - hospital de
referéncia no tratamento desta doenga.

Foram analisados pacientes FC dos referidos ambulatorios aos quais foi
possivel 0 acesso durante a etapa de amostragem.

O DNA destes pacientes foi extraido e, através da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase, regides especificas foram amplificadas para que
pudessem ser analisadas para as cinco mutagdes em questdo: AF508, G542X,

N1303K, G551D e R553X.

3.1. Métodos Utilizados na Analise das Mutacdes

3.1.1. Extracdio de DNA

A extragdo de DNA foi realizada segundo o método descrito por

Woodhead et al. (1986), com algumas modificagdes.
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O sangue dos pacientes foi coletado em tubos Vacutainer céntendo 54 ul
de EDTA 15%. Foram adicionados 5 ml de tampao de lise I (Tris-HCl1 10
mM pH 8; KCl 10 mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM) e 125 pl de Triton
100 X a 5 ml da amostra de sangue sem o plasma. Esta mistura foi
centrifugada a 2.000 r.p.m. (4°C) por 10 min. O pellet foi ressuspendido com
auxilio de pipeta Pasteur em 5 ml do tampdo de lise I e a suspensdo foi
centrifugada nas condigdes acima citadas. Esta etapa foi repetida até que o
pellet ficasse bem limpo. Ele foi, entdo, ressuspendido em 800 pl de tampio
de lise II (Trnis-HC1 10 mM pH 8; KC1 10 mM; MgCl, 10 mM; NaCl 0,4 M;
EDTA 2 mM) e 25 ul de SDS 20%. Esta suspensio foi incubada a 55°C por
10 min. A seguir, foram adicionados 300 ul de NaCl 5 M e foram feitas duas
extragdes com 0,5 volume de fenol (previamente equilibrado com Tris-HCI
pH 8) e 0,5 volume de cloroformio/alcool isoamilico (24:1). A centrifugac¢do
nesta etapa foi realizada a 12.000 r.p.m. por 5 min e as extragdes foram
seguidas por mais duas extragdes com igual volume de cloroformio/alcool
isoamilico (24:1). O DNA foi, em seguida, precipitado da fase aquosa pela
adigio de 0,1 volume de acetato de sodio 3 M e 2 volumes de etanol
absoluto gelado. Esta mistura foi centrifugada a 12.000 r.p.m. por 5 min, e o
pellet de DNA dissolvido em tampdo constituido por Tris-HCl 10 mM pH

7,5e¢ EDTA 1 mM.
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3.1.2. Amplificacio com Tag DNA Polimerase

As seqiiéncias de DNA abrangendo os pontos de ocorréncia das mutagdes
analisadas foram amplificadas, através da técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (usualmente denominada PCR, abreviatura de polymerase chain
reaction), descrita por Saiki e al. (1989). Esta técnica utiliza iniciadores
(oligonucleotideos) que flanqueiam o segmento a ser amplificado; repetidos
ciclos de desnaturagdo pelo calor, anelamento dos iniciadores a suas
seqiéncias complementares e extensio dos iniciadores anelados com a
enzima Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerase promovem acimulo
exponencial do fragmento-alvo.

Os iniciadores usados na amplificagdo das diferentes seqiiéncias (trés
sequéncias de DNA foram amplificadas para a analise de cinco mutagdes)
estdo listados na tébela 3.1. Estes oligonucleotideos foram descritos por
Kerem et al. (1989) (C16B e C16D) e por Ng et al. (1991) (M11e-5, 11i-
3B, 21e-05 e M21e-3).

De acordo com a técnica citada, cada reagdo foi realizada em ciclador de
temperatura utilizando-se aproximadamente 0,5 ug de DNA gendmico em 50
ul da seguinte mistura: tampdo da 7aq DNA polimerase (50 mM KCl, 10
mM Tris pH 8,4 ¢ 2,5 mM MgCl,), 1uM de cada primer, 200 uM de cada
dNTP e 1 unidade da enzima. As amostras foram cobertas com 6leo mineral
para impedir condensagdo. A seguif, foram aquecidas a 94°C por 7 min e
submetidas a 30 ciclos de desnaturagio (94°C por 1 min), anelamento dos

iniciadores (as temperaturas usadas para as diferentes seqiiéncias
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amplificadas estdo listadas na tabela 3.1; a duragio desta etapa foi sempre de
1 min) e extensdo (72°C por 1 min), seguidos por um periodo final de

extensdo de 7 min.

Tabela 3.1, Oligonucleotideos (iniciadores) usados na amplificacdo de seqiiéncias de DNA

GTTFI’CCTGGATTATGCCTGGGCAC (Cl6B)

G’ITGGCATGC’I’ITGATGACGCTI‘C (cmn) 55%C¢

CAGAGAAAGACAATATAGTTCC Mlles) 11 114
AAATGCTTGCTAGACCAAT (11i-3B) 56°C

AGAAAGTA’I'ITATI‘I’TTFCTGGAAC (ZIe-S) : o 59
CCAC’FGTI‘CATAGGGATCCAG ™Mle3) &°C '

A amplificagdo de cada segmento de DNA foi realizada através do uso de um par de
iniciadores com orientag3o oposta. Os iniciadores s30 nomeados pelo nimero do éxon ou
intron de onde s3o provenientes, seguido por e para éxon ou / para intron com o prefixo M
no caso de serem modificados em relagdo a sequéncia original. Um 5 ou 3 no final do nome
do iniciador indica seqiiéncia sense ou antisense, respectivamente. Os iniciadores C16B ¢

C16D nio seguem esta nomenclatura.

3.1.3. Formagdo de Heteroduplexes de DNA

Esta técnica, descrita por Rommens et al. (1990) para a detecgdo rapida e
ndo-radioativa da mutagdo AFS508 (ver descrigdo desta mutagio no item
3.2.1.), baseia-se na formagdo de heteroduplexes entre seqiiéncias normais e
mutantes (Nagamine ef al., 1989). Os heteroduplexes foram detectados em

géis de poliacrilamida (corados com brometo de etidio) como bandas de
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menor mobilidade que as constituidas por homoduplexes, poésibilitando a
facil identificagdo de individuos heterozigotos. Para diferenciar os genotipos
homozigotos (os homoduplexes constituidos por duas seqiiéncias normais ou
duas seqiiéncias mutantes dificilmente sdo diferenciados nos géis de
poliacrilamida comumente usados), seqiiéncias amplificadas normais
(seqﬁénqias—controle) foram adicionadas as amostras em teste ap0s a reagdo
de amplificagdo. Na presen¢a de seqiiéncias mutantes (homozigotos para a
muta¢io AF508), ocorre formagdo de heteroduplexes apods desnaturagio

pelo calor (5 min a 94°C) e renaturagio (5 min a 65°C).

3.1.4. Digestao Enzimatica

Para analise at.ravés de digestio enzimatica, o DNA amplificado foi
digerido de acordo com as recomendagdes dos fabricantes das enzimas
usadas, num volume total de 20 pl.

~ Para a digestdo com a enzima BstNI, o DNA amplificado foi incubado em
tampdo constituido por NaCl 50 mM, Trs-HCl 10 mM, MgCl, 10 mM e
DTT (ditiotreitol) 1 mM, suplementado com BSA (soro albumina bovina)
100 pg/mi, a 60°C.

Para a digestdio com a enzima Hincll, o DNA amplificado foi incubado
em tampdo constituido por Tris-acetato 10 mM (pH 7,5), acetato de

magnésio 10 mM e acetato de potéassio 50 mM, a 37°C.
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Os produtos das reagdes de digestdo enzimatica foram analisados em gel
de poliacrilamida 8%, o qual foi submetido a eletroforese durante 1 h a 150

V e corado com brometo de etidio.

3.1.5. Andlise das Amostras Amplificadas por Dot Blot (Hibridizacao
com Oligonucleotideos Alelo-Especificos)
Os oligonucleotideos usados com as sequéncias normais € mutantes,

descritos por Ng et al. (1991), estdo listados na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Oligonucleotideos alelo-especificos (sondas) usados

GAGTGGAGATCAACGAG (GSSID-My =~ 50 S

TCTTGCTCATTTGACCTC RSS3X-M) 48 52

Os ASOs (oligonucleotideos alélo-especiﬁcos) com terminacdo N sdo relativos a seqiiéncias
normais € 0s com terminagio M referem-se a seqii€ncias mutantes. A temperatura de hibridizagdo
¢ de lavagem de cada oligonucleotideo foi obtida a partir de sua respectiva T, (temperatura de
melting) que, por sua vez, foi obtida de acordo com Itakura et al. (1984).

Para a hibridizagdo com oligonucleotideos alelo-especificos (usualmente
denominados ASOs, abreviatura de allele-specific oligonucleotides), foi

utilizado o método descrito por Ng et al. (1991), com algumas modificagdes.
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O DNA amplificado foi aplicado em membranas de nylon. A pré—hibridizac;ﬁo
foi realizada em solug@o de hibridizagdo (SSC 5 X, reagente Denhardt’s 5 X
e SDS 0,5%), a 37°C, por pelo menos 1 h. As sondas alelo-especificas foram
preparadas através de marcagio da extremidade 5° com y-’P e T4
polinucleotideo quinase. Cada sonda foi marcada separadamente e purificada
em coluna de Sephadex G50. A reagdo foi realizada em tamp@o constituido
por Tris-HC1 70 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM e DTT 5mM, a 37°C. Foram
utilizadas 15 unidades (U) da enzima para a marcagdo de 50 pmoles de
sonda. A hibridizagdo foi realizada em solugdo de hibridizagdo, nas
temperaturas listadas na tabela 3.2 (especificas para cada sonda), overnight.
As membranas foram lavadas duas vezes durante 10 min, em solugio de
lavagem I (SSC 2 X e SDS 0,1%), a temperatura ambiente e, a seguir, foram
lavadas durante lQ min em solu¢do de lavagem II (SSC 5 X e SDS 0,1%),
nas temperaturas listadas na tabela 3.2 (especificas para cada sonda). A
exposi¢do das membranas para a autoradiografia foi realizada overnight, a -

70°C.

3.2. Detecgao das Mutagdes

As mutagdes analisadas neste trabalho estdo listadas na tabela 3.3; os

métodos usados na detecgdo destas mutagdes estdo na tabela 3.4.
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Tabela 3.3. Mutagdes analisadas

0 da Phe-508

. G-1784 —-yA

'GSSID" Gly-551 -—*Asp

'RSSSX : Arg-553—->stop C-1789*>T

Abrewatum dos ammoémdos phe (F) = femlalanma, gly (G) = ghcma, asnb:

(N) = asparagina, lys (K) = lisina, asp (D) = acido aspartico, arg (R) =
arginina. Stop = cdon finalizador de tradugdo.

Tabela 3.4. Métodos usados na detecgdo das mutagdes

PCR éxon 10 Formac;ﬂo de hetetoduplexes de DNA
G542X PCR éxon 1} + Digestdo com BstNI

NI303K PCR exon 21+ D1 gestﬂo com BstNI A

GS51D PCR éxon 11+ Dlgestﬁo com Hmcu + bendxmcﬁocom ASOs
R553X PCR éxon 11 + Digestdo com Hincll + Hibridizacdo com ASOs

Os segmentos amplificados sdo fragmentos dos €éxons mencionados.

3.2.1. Detecgio da Mutagiio AF508

A mutagio AF508 consiste na dele¢do de uma trinca de nucleotideos
(CTT) do éxon 10, correspondendo a perda da fenilalanina 508 no primeiro

DLN do gene CFTR. Foi descrita por Kerem et al. (1989), e pode ser
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detectada através de PCR de segmento do éxon 10 seguida da técnica de

formagdo de heteroduplexes de DNA (figura 3.1).

Figura 3.1. Detecgdo da mutagdo AF508. Andlise de amplificados de segmento do éxon 10
(98 pb) em gel de poliacrilamida 8%, conforme descrito no item 3.2.1. Canalelas a e b:
pacicnte sem a mutagio; canalctas ¢ € ¢: pacienle sem a mutagdo ; canaletas e ¢ /. paciente
homozigota ; canalcta g: pacicnte heterozigota (composta); canaleta 4: marcadores (DNA
PhiX 174/Hae 111); canaletas i ¢ j: controle normal (scm a muta¢iao AF508). Canaletas a,
¢, e, g ¢ i: amplificados dos pacientes analisados; canaletas b, d, f ¢ j: amplificados dos
pacicntes analisados misturadés com igual quantidade de scqiiéncias amplificadas

normais. her: bandas constituidas por heteroduplexes; pb: pares de bascs.
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3.2.2. Detecciio da Mutacio G542X

A mutagdo G542X consiste em uma mutagdo sem sentido Gly-542 —
stop no éxon 11 do gene CFTR, causada pela substituicio G-1756 — T
(Kerem et al., 1990). Foi encontrada pela primeira vez em um paciente judeu
asquenazim, tendo ocorréncia generalizada nas populagdes.

Esta mutag@o pode ser detectada através de PCR de segmento do éxon 11
seguida de digestdo enzimatica com a enzima Bs/NI. O sitio de restri¢dao
desta enzima, criado com o auxilio do primer modificado Mlle-5, é
suprimido pela mutagdo G542X. Ou seja, o fragmento de 114 pb produzido
pela PCR é quebrado em fragmentos de 90 e 24 pb na auséncia desta

mutagdo, e permanece intacto em sua presenga (figura 3.2).

3.2.3. Deteccio da Mutagiao N1303K

A mutagdo N1303K consiste em uma muta¢do de sentido trocado Asn-
1303 — Lys no éxon 21 do gene CFTR, causada pela substitui¢do C-4041
— G (Osbome et al,, 1991). Foi descoberta em um paciente caucasoide
britanico adulto, sendo a primeira mutag3o sem sentido descrita no segundo
DLN do gene CFTR.

Pode ser detectada através de PCR de segmento do éxon 21, seguida de
digestdo enzimatica com a enzima BstNI. Como acontece no caso da

mutagdo G542X, o sitio de restrigdo desta enzima, criado com o auxilio do
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primer modificado M21e-3, é suprimido pela mutagio N1303K: Na auséncia
desta mutagdo, o fragmento de 59 pb produzido pela PCR é quebrado em
fragmentos de 39 e 20 pb, permanecendo intacto em sua presenga (figura

3.2).

pb

118 114
o0

72 59
E

Figura 3.2. Detecgio das mutagdes G542X ¢ NI303K. Analise de amplificados de
segmentos dos éxons 11 (114 pb) e 21 (59 pb) em gel de poliacrilamida 8%, conforme
descrito nos itens 3.2.2. ¢ 3.2.3. Canaleta @: amplificado de segmento do éxon 21 nio
digerido (controle); canaleta b: paciente sem a mutagio NI1303K; canaleta ¢: paciente
heterozigoto (composto) para a mutagdo NI1303K; canaleta &: marcadores (DNA PhiX
174/Hae 111); canaleta e: paciente sem a mutagdo G542X; canaleta /; pacicnte heterozigota
(composta) para a mutagio G542X; canaleta g: amplificado de segmento do éxon 11 ndo
digerido (controle). pb: parcs de bases; *: fragmentos mecnores que 40 pb, que ndo se

scparam neste lipo de gel.
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3.2.4. Detecgdo da Mutacio G551D

A mutagio G551D consiste em uma mutagio de sentido trocado Gly-551
—> Asp no éxon 11 do gene CFTR, causada pela substituicdo G-1784 — A
(Cutting et al., 1990).

Pode ser detectada através de PCR de segmento do éxon 11, seguida de
hibridizagdo com ASOs radioativamente marcados. Foi acrescentada uma
outra etapa na detecgdo desta mutagdo, para reduzir o uso da técnica de
hibridizagdo com ASOs. Esta etapa consistiu na digestio enzimatica com a
enzima Hincll, que quebra o fragmento amplificado de 114 pb em
fragmentos de 59 e 55 pb. A presenga da mutagdo G551D suprime o sitio de
restricdo desta enzima. Entretanto, a mutagdo R553X, também analisada no
presente estudo, suprime este mesmo sitio de restri¢do, ja que esta localizada
bem préoxima da mutagio G551D. Ou seja, a digestdo com Hincll serve para
indicar a auséncia destas mutagdes ou a presenca de uma delas, sem
especificar qual. Quando a digest@o resulta em um fragmento intacto de 114
pb, a técnica de hibridizagio com ASOs define qual das mutagdes esta

presente.

3.2.5. Deteccio da Muta¢do RS53X

A mutagdo RS553X consiste em uma mutagdo sem sentido Arg-553 —

stop no éxon 11 do gene CFTR, causada pela substituicido C-1789 —» T
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(Cutting et al., 1990). Foi a primeira mutagio sem sentido detectada no gene
CFTR. Apareceu em, no minimo, dois haplotipos em diferentes
comunidades, sendo provavelmente uma mutagdo recorrente em um
dinucleotideo CG — um “ponto quente” mutacional.

Pode ser detectada através de PCR de segmento do éxon 11, seguida de
hibridizagdo com ASOs radioativamente marcados. Como descrito no item
3.2.4. para a mutagdo GS51D, foi acrescentada uma outra etapa: a digestdo
enzimatica com a enzima Hincll, para reduzir o uso da técnica de

hibridizagdo com ASOs.
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4. RESULTADOS

O DNA de 60 pacientes foi analisado quanto a presenca das muta¢des A
F508, G542X, N1303K, G551D e R553X. O resultado desta analise esta

descrito a seguir.

4.1. Mutacio AFS508

A mutagdo AF508 foi detectada em 32 pacientes, sendo 6 deles
homozigotos e 26 heterozigotos compostos (possuem dois alelos FC
diferentes).

A frequéncia obtida para esta muta¢do nos 120 cromossomos analisados

foi de aproximadamente 31,7%.

4.2, Mutacio G542X

A mutagio G542X foi detectada em 10 pacientes, todos eles
heterozigotos compostos. Destes 10 pacientes, 8 sdo heterozigotos para esta
mutagio e para a AF508. Os outros 2 tém, além da mutagdo G542X, uma
outra mutagdo ndo identificada.

A frequiéncia obtida para a mutagdo G542X em nossa amostra foi igual a

8,3%.
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4.3. Mutagido N1303K

A mutagio NI1303K foi detectada em 3 pacientes, todos eles
heterozigotos compostos. Destes 3 pacientes, 2 sdo heterozigotos para esta
mutag@o e para a AF508, e o terceiro tem no outro cromossomo 7 uma
mutagio diferente das cinco mutagdes avaliadas neste trabalho.

A freqiiéncia desta muta¢do nos 120 cromossomos analisados ¢ igual a

2,5%.

4.4. Mutaciao G551D

A mutagdo G551D ndo foi detectada em nenhum dos pacientes analisados

€m nossa amostra.

4.5. Mutagdo R553X

A mutagdo R553X, assim como a mutagdo G551D, ndo foi detectada nos

pacientes analisados.
Dos 60 pacientes analisados, 16 tiveram genoétipo definido através da

analise destas cinco mutagdes, € 19 tiveram apenas um de seus alelos FC

identificados. Os genotipos destes pacientes estdo listados na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Genétipos dos pacientes avaliados

X = alelo FC nio identificado.

A tabela 4.2 mostra as freqiiéncias obtidas para as mutagdes avaliadas em

nossa amostra, proveniente da populagdo do estado de Sdo Paulo.

Tabela 4.2. Mutagdes FC e respectivas freqiiéncias

AF508 317542
Gs42X 8325
N1303K. C25%14
G551D -
RS53X -

Amostra proveniente da populagdo do estado de Sdo
Paulo, constituida por 60 pacientes FC (ou 120 alelos
FC).
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5. DISCUSSAO

O rapido acimulo de dados sobre o espectro de mutagdes da FC deve-se,
em parte, aos esforgos coordenados dos membros do Consorcio de Analise
Genética da Fibrose Cistica. Este tipo de informagdo ¢ essencial para o
diagnostico genético, para o entendimento da estrutura e fungdo da proteina
CFTR e, possivelmente, para o estabelecimento de correlagdes entre
genotipo e fenotipo.

Este trabalho teve como objetivo contribuir com a caracterizagio da
populagio de pacientes FC do estado de Sdo Paulo em relagdo a freqiiéncia
de cinco mutagdes: AFS08, G542X, N1303K, G551D e R553X.

A origem étnica da populagio paulista justifica a baixa freqiiéncia da
mutagdo AF508 en_contrada em nosso estudo (31,7%), em relagdo a média
mundial (aproximadamente 70%). Os paises europeus de onde vieram os
imigrantes que mais contribuiram na formagdo da referida populagdo foram
Italia, Portugal e Espanha. Nestes trés paises, conforme ja citado, a
frequéncia da mutagio AF508 € igual a 42%, 52% e 50%, respectivamente.

A freqiéncia da mutagdo AFS508 obtida neste trabalho ndo difere
significativamente (%1, = 0,003; P > 0,95) da encontrada por Martins et al.
(1993) para o estado de Sdo Paulo (31%), mas difere (xz(l) =977, P < 0,01)

da encontrada no trabalho realizado por Raskin et al. (1993), para 0 mesmo
estado (52%). Segundo Bertuzzo, C.S. (comunicagdo pessoal, 1996), o

material avaliado por Raskin et al. foi enviado & Universidade de Vanderbilt
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por médicos paulistas, os quais poderiam estar selecionando os casos mais
graves, sabidamente correlacionados com a mutagdo AF508 (ver item 1.5.1).
O valor obtido para a freqiiéncia da mutagio AF508 em nosso trabalho

também ndo difere significativamente dos valores obtidos por Cabello et al.

(1996) para o estado do Rio de Janeiro ()%, = 0,03; 0,75 < P < 0,90), por
Ferri et al. (1995) para o estado de S&o Paulo (%t = 0,10; 0,75 < P < 0,90),
e dos valores obtidos por Raskin et al. (1996) para o Parana ()’ = 0,26;

0,50 < P < 0,75) e Santa Catarina (X2<1) =2,79; 0,05 <P < 0,10) (ver tabela
1.3).

A segunda mutagdo mais comum em nossa amostra, a G542X, com
frequéncia igual a 8,3%, é uma mutag¢io bastante comum em toda a Europa,
particularmente na Europa meridional onde, segundo Nunes ef al. (1991), ela

também € a mutagido mais comum depois da AFS08, com freqiéncia relativa
igual a 6,04%.

A freqiiéncia obtida para a mutagdo G542X ndo difere significativamente
do resultado obtido para a Europa Meridional (xzm =0,83; 0,25 < P < 0,50).

Ela também n3o difere dos valores obtidos para o estado do Rio de Janeiro
(Cabello et al., 1996) e para o estado de Sdo Paulo (Ferri et al, 1995),
respectivamente iguais a 2,8% e 10% (1’ny = 2,37; 0,10 <P < 0,25 e )’ =
0,24, 0,50 <P < 0,75, respectivamente).

A terceira e Ultima mutag¢do detectada em nosso trabalho foi a N1303K,

que, assim como a G542X, tem ocorréncia generalizada na Europa. A

frequéncia desta mutagdo em nossa amostra € igual a 2,5%. Este resultado
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ndo difere do obtido para a Europa Meridional (3,24%) ()’a) = 0,17, 0,50 <
P <0,75), nem do valor obtido por Ferri et al. (1995) para o estado de Sido
Paulo (1,8%) ()*a) = 0,17; 0,75 <P < 0,90).

As mutagdes G551D e R553X ndo foram detectadas em nossa amostra.
Ferri et al. (1995) também ndo detectaram estas mutagdes nos pacientes
paulistas por eles estudados. Estas mutagdes tém maior freqiiéncia nos paises
do norte da Europa e, talvez por este motivo, devam ser raras na populagio
do estado de Sdo Paulo, cuja populagio teve pequena contribuigdo daqueles
paises em sua formagéo.

Uma mutag@o que poderia ser testada nessa amostra em projetos futuros é
a R1162X, a terceira mais comum no sul da Europa e com alta freqiiéncia na

populago italiana.

A aplicagdo mais imediata da defini¢io do espectro de mutagdes em
diferentes populagdes € o teste genético.

Entretanto, com o grande numero de mutagdes descritas, apenas 85-90%
dos alelos mutantes podem ser identificados através de screening
padronizado com nimero definido e pequeno de mutagdes em algumas
populagdes ja caracterizadas em relagio aos alelos FC de maior freqliéncia.

Presume-se que a situag@o na populagdo brasileira, de modo geral, seja
mais complexa ainda, devido a sua diversidade étnica e as diferengas

regionais.
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Em nossa amostra, apenas 42,5% das mutagdes FC forain detectadas
através da analise das cinco mutagdes acima mencionadas, as quais, segundo
estimativa realizada em escala mundial, estdo entre as 10 mais freqiientes.

Uma vez que 42,5% das mutagdes foram identificadas, o diagnostico
molecular s6 seria definitivo em 18% dos pacientes testados. No caso dos
portadores, apenas 42,5% deles seriam identificados pelo teste genético
envolvendo as mutagdes AF508, G542X, N1303K, G551D e R553X. O
resultado negativo, neste ou no caso anterior, n3o exclui a possibilidade do
status de portador ou de paciente FC. Ou seja: o teste genético tanto para o
diagnostico pré-natal (geralmente procurado por casais que ja tém um filho
FC) quanto para a detecgio de portadores, so seria possivel se envolvesse
um nimero maior de mutagdes.

Mas, mesmo aumentando-se o0 nimero de mutagdes testadas, sera dificil
chegar a identificagdo de 95% dos alelos patolégicos em nossa populag@o,
indice necessario para que este tipo de analise tenha margem de detecgdo
aceitavel (definiria o diagnostico em 90,25% dos pacientes testados). Alguns
trabalhos que analisaram um grande numero de mutagOes visando
caracterizar determinadas populagdes ddo uma idéia da dificuldade desta
tarefa. Chevalier Porst et al. (1994), por exemplo, testando 105 diferentes
mutagdes, identificaram 86% dos alelos FC em 600 pacientes franceses
avaliados, demonstrando com estes resultados a heterogeneidade de
mutages em grandes amostras provenientes de populagdes ndo isoladas.
Resultado semelhante pode ser observado no trabalho realizado por

Bonizzato ef al. (1995), com uma amostra de pacientes do nordeste da Italia.
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Neste trabalho foi possivel caracterizar 90,2% dos cromossomos FC
avaliados, através da analise de 84 mutagdes.

Por outro lado, em populagdes mais homogéneas, como a populag¢do de
judeus asquenazim, 97% dos alelos FC podem ser identificados através da
analise de apenas cinco mutagdes (AF508, G542X, W1282X, N1303K e
3849 + 10KbC—T) (Abeliovich et al., 1992).

E importante ressaltar, também, as falhas de alguns dos métodos comuns
de diagndstico molecular da FC. A digestdo enzimatica, bastante usada como
meétodo diagndstico, tem por base a criagdio ou destruigdo de sitios de
restricdo pelas mutagdes. A destruigdo de um determinado sitio de restrigdo,
obviamente nio é um método que assegura a presenga de uma mutagdo em
particular, ja que diversas mutagdes podem destruir um mesmo sitio de
restrigdo. Mesmo a hibridizagdo com oligonucleotideos alelo-especificos
pode dar resultados falsos; a mutagdo AI5S07, por exemplo, pode ser
confundida com a AF508 em condi¢gGes de baixa estringéncia durante a
hibridizagdo. Estes exemplos mostram que € necessario muito cuidado com
qualquer metodologia para os testes de DNA.

O teste do suor continua sendo o diagnodstico padrdo para a maioria das
populagdes, ja que € muito mais acessivel que o diagnostico molecular,
principalmente quando levamos em conta a situag8o econdmica desfavoravel
de tantos pacientes brasileiros, e o fato de que os laboratorios que realizam
este tipo de analise costumam cobrar de acordo com o nimero de mutagdes
testadas, sendo o material usado para a analise de cada mutag3o bastante

caro.
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No caso dos pacientes que podem pagar o teste genético, eh apenas 18%
dos pacientes o resultado seria definitivo através da analise das cinco
mutagdes avaliadas no presente trabalho. A auséncia destas mutagdes, ou a
presenca de apenas uma delas, ndo negaria a ocorréncia da doenga; ao
contrario, deixaria 0 paciente ansioso quanto as mutagdes ainda ndo testadas.

Portanto, ha grandes obstaculos ao uso do teste genético para a detecgdo
de portadores e para o diagnostico pré-natal da FC na populagdo do estado
de Sdo Paulo (e provavelmente em toda a populagdo brasileira). Por um
lado, ela ainda precisa ser melhor caracterizada quanto a freqiéncia das
mutagdes FC. Além disto, devido a sua heterogeneidade étnica, o teste
genético provavelmente sO terd& margem de detecgdo aceitdvel nesta
populagdo se um nimero muito grande de mutagdes for testado, o que
implica, por enquanto, em alto custo.

Concluindo, a- caracterizagdo molecular populacional € um item
importante no estudo da FC, mas, conforme esperado para qualquer
populagdo n3o-isolada, depende da analise de um nimero muito grande de
mutagles. Os dados obtidos neste trabalho ddo alguma contribui¢do na

caracterizagio da populagdo do estado de Sdo Paulo.
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