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RESUMO 

 

A Fibrose Cística (FC) é considerada a doença hereditária letal mais 
comum em populações de origem caucasiana. A doença se manifesta 
clinicamente com várias formas de gravidade, moduladas por diferentes 
genótipos e o meio ambiente. Aproximadamente 2.000 mutações já 
foram descritas, sendo que a frequência destas variam de população para 
população em função de diferenças étnicas e geográficas. Dentre as 
inúmeras mutações do gene CFTR, a F508del é tida como a mais 
frequente na população mundial (66%). Entretanto, no Brasil a 
frequência desta mutação é reduzida, aproximadamente 47%, e no 
Estado de Santa Catarina ainda é desconhecida. Neste sentido, a 
determinação da frequência e distribuição das mutações do gene CFTR 
no Estado de Santa Catarina é fundamental para poder implementar ou 
adaptar estratégias diagnósticas, de manejo e tratamento, das crianças e 
jovens catarinenses afetados pela doença. Sendo assim, o objetivo do 
presente estudo foi determinar o perfil mutacional do gene CFTR da 
população catarinense. Além disso, amostras de pacientes com 
diagnóstico clínico de FC foram utilizadas para padronizar e validar 
protocolos de reação em cadeia da polimerase (PCR) do tipo Allele 

Specific Oligonucleotide (ASO). Adicionalmente, seis pacientes que 
previamente realizaram rastreio molecular com painel de 36 mutações 
foram submetidos ao sequenciamento. Foram identificadas 14 mutações, 
responsáveis por 69% dos alelos de FC em Santa Catarina: F508del 
(51,33%), G542X (4,87%), R334W (2,21%), R1162X (2,21%), N1303K 
(2,21%), 3120+1G>A (2,21%), CFTR dele2,3 (21 kb) (0,88%), R553X 
(0,44%), 1717-1G>A (0,44%), 2183AA>G (0,44%), I507del (0,44%), 
R1066C (0,44%), W1282X (0,44%), Y1092X (0,44%). Seis mutações 
(F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K, 3120+1G>A) 
apresentaram frequência alélica superior a 1%, totalizando em conjunto 
65,04% dos alelos caracterizados. Estas 6 mutações foram selecionadas 
para o rastreio molecular em 21 pacientes e representaram um excelente 
painel para o rastreio da FC em Santa Catarina, com um poder de 
detecção de 66,67%, aproximando-se ao poder de detecção de outras 
metodologias mais completas como painéis de mutações importados e 
sequenciamento gênico. A análise por painel de sequenciamento de 6 
amostras de pacientes do presente estudo contribuiu para o diagnóstico 
definitivo da doença em 3 casos e possibilitou a identificação de um 
alelo mutado em um paciente. Portanto, além de ser uma técnica 
laboriosa e com elevado custo por análise, é inapropriada para detectar 
mutações raras, pois as mutações de FC não são igualmente distribuídas 



 

 

entre as diferentes populações. Desta forma, os resultados obtidos com a 
presente pesquisa, além de possibilitarem a determinação do perfil 
mutacional do gene CFTR na população catarinense, também foram de 
extrema importância para a implementação de uma nova estratégia de 
rastreio molecular da FC em Santa Catarina, com eficiência diagnóstica 
e rapidez. Tal abordagem permitirá uma contribuição diagnóstica ao 
teste do suor e possibilitará a criação de uma diretriz que auxilie no 
manejo ambulatorial e tratamento dos acometidos pela doença. 
 

Palavras-chave: fibrose cística, perfil mutacional, CFTR, frequência, 
PCR-ASO. 



 

ABSTRACT 

 

 
The Cystic fibrosis (CF) is considered the most common inherited lethal 
disease at the Caucasian population. There are various forms of severity 
of CF modulated by different genotypes and the environment. 
Approximately 2,000 mutations have already been described, the 
frequency of which varies from population to population due to ethnic 
and geographical differences. Among the many mutations of the CFTR 
gene, F508del is considered the most frequent in the world population 
(66%). However, in Brazil the frequency of this mutation is reduced, 
approximately 47%, and in the State of Santa Catarina it is still 
unknown. In this context, the determination of the frequency and 
distribution of CFTR gene mutations in the State of Santa Catarina is 
fundamental to be able to implement or adapt diagnostic, management 
and treatment strategies of Santa Catarina children and young people 
affected by the disease. Thus, the objective of the present study was to 
determine the mutational profile of the CFTR gene of the population of 
Santa Catarina. In addition, samples of patients with clinical diagnosis 
of CF were used to standardize and validate Allele Specific 
Oligonucleotide (ASO) polymerase chain reaction (PCR) protocols. In 
addition, 6 patients who previously performed molecular screening with 
a panel of 36 mutations were submitted to sequencing. Fourteen 
mutations, responsible for 69% of CF alleles in Santa Catarina, were 
identified: F508del (51.33%), G542X (4.87%), R334W (2.21%), 
R1162X (2.21%), N1303K (2.21%), 3120 + 1G> A (2.21%), CFTR 
dele2.3 (21 kb) (0.88%), R553X (0.44%), 1717-1G> 44%), 2183AA> G 
(0.44%), I507del (0.44%), R1066C (0.44%), W1282X (0.44%), 
Y1092X (0.44%). Six mutations (F508del, G542X, R334W, R1162X, 
N1303K, 3120 + 1G> A) presented allele frequencies higher than 1%, 
totaling 65.04% of the alleles. These 6 mutations were selected for 
molecular screening in 21 patients and represented an excellent panel 
for the screening of CF in Santa Catarina, with a detection power of 
66.67%, approaching the power of detection of other more complete 
methodologies such as Panels of imported mutations and gene 
sequencing. Sequencing panel analysis of 6 patient samples from the 
present study contributed to the definitive diagnosis of the disease in 3 
cases and allowed the identification of a mutated allele in a patient. 
Therefore, in addition to being a laborious technique and with a high 
cost per analysis, it is inappropriate to detect rare mutations, since the 
mutations of CF are not equally distributed among the different 



 

 

populations. In this way, the results obtained with the present project, 
besides making possible the determination of the mutational profile of 
the CFTR gene in the population of Santa Catarina, were also extremely 
important for the implementation of a new strategy for the molecular 
tracing of CF in Santa Catarina, with diagnostic efficiency and speed. 
Such an approach will allow a diagnostic contribution to the sweat test 
and will enable the creation of a guideline that assists in the outpatient 
management and treatment of those affected by the disease. 
 

Key words: cystic fibrosis, mutational profile, CFTR, frequency, ASO-
PCR.  
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1 INTRODUÇÃO 

 
A fibrose cística (FC) é considerada a doença hereditária letal 

mais comum em populações de origem caucasiana (FRANCKX et al., 
2015). Sua incidência varia entre os países e grupos étnicos, atingindo 
um caso para cada 2.683 caucasianos nascidos vivos na Europa e um 
caso para cada 3.500 nascidos vivos nos Estados Unidos (RUEEGG et 
al., 2013; CFF, 2015).  
 No Brasil, não existem estudos epidemiológicos abrangentes que 
permitam estimar a incidência nas regiões (LEMOS et al, 2004), porém 
um estudo no Rio Grande do Sul evidenciou que a estimativa da 
incidência de FC chega a um caso para cada 1.587 indivíduos, ou seja, é 
tão frequente quanto na Europa e América do Norte (RASKIN et al., 
2008).  
 Nas últimas décadas, a sobrevida dos pacientes fibrocísticos tem 
aumentado consideravelmente em decorrência do diagnóstico precoce, 
proporcionado pela triagem neonatal, associado à boa adesão ao 
tratamento (ALVAREZ et al., 2004; SANTOS et al., 2005). Nos Estados 
Unidos (EUA), por exemplo, a sobrevida média do acometido pela FC é 
de 38 anos (CFF, 2015) e no Brasil, segundo o Registro Brasileiro de 
FC, 2014, a mediana de sobrevida é de 37,7 anos. 
 Neste contexto, o rastreamento neonatal obrigatório que foi 
recomendado pelo Ministério da Saúde em 2001, através da dosagem 
sérica da tripsina imunorreativa (IRT), tornou-se um marco importante 
para FC no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). Entretanto, é uma 
estratégia de rastreio da doença e não de diagnóstico. Nos casos 
positivos, os neonatos são encaminhados para realizar o teste 
diagnóstico definitivo (FARREL et al., 2008; BOROWITZ et al., 2009).  
 O diagnóstico confirmatório da FC é realizado pelo teste do suor, 
que pode apresentar erros de interpretação e contribuir para falsos 
resultados (LEGRYS et al., 2007). Além do teste do suor, a pesquisa da 
mutação mais comum, a F508del, também é utilizada na confirmação do 
diagnóstico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). Entretanto, estudos 
mostram que a frequência da mutação F508del é reduzida no Brasil, 
provavelmente em decorrência da maior miscigenação racial e da 
existência de perfis mutacionais particulares para as diferentes regiões 
do país (CABELLO et al., 2003; OKAY et al., 2005). 

Tendo em vista estes aspectos, fica clara a necessidade de 
reestruturar a estratégia de diagnóstico molecular para FC para permitir 
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uma contribuição diagnóstica ao teste do suor e desenvolver novas 
estratégias de manejo e tratamento dos pacientes fibrocísticos 
catarinenses no intuito de proporcionar uma melhor qualidade de vida e 
aumento da sobrevida dos acometidos. Neste sentido, o conhecimento 
do perfil mutacional da população catarinense é o princípio crucial para 
o desenho e aplicação de qualquer nova estratégia em prol de avanços 
diagnósticos e terapêuticos.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 DESCRIÇÃO E DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 
 
 

A FC ou mucoviscidose é uma doença genética com padrão de 
herança autossômica recessiva, crônica, progressiva e com 
manifestações sistêmicas (ZIELENSKI, 2000; RATJEN e DORING, 
2003). Afeta cerca de 30.000 crianças e adultos nos EUA e 70.000 no 
mundo todo (CFF, 2015). Sua incidência varia de acordo com a etnia do 
país ou região, ocorrendo preferencialmente em indivíduos caucasianos 
(RASKIN et al., 2008; FEREC e CUTTING, 2012).   

Embora a FC seja mais incidente em caucasianos (1:2.500), é 
uma doença pan-étnica (ZVEREFF et al., 2014). Segundo a 
Organização Mundial de Saúde (OMS) a incidência de FC na Europa é 
de aproximadamente um caso em cada 2.000 nascimentos, sendo que na 
Irlanda, Itália e França a incidência oscila entre 1:1.800 e 1:2.400 
(WHO, 2015). No sul da África, 1 em cada 42 pessoas são carreadoras 
da FC e a incidência é estimada em 1:7.000 indivíduos (FEREC e 
CUTTING, 2012). Na Ásia, embora a FC seja subdiagnosticada, 
evidências sugerem que a doença seja rara apresentando uma incidência 
de 1:350.000 (WHO, 2015).  

Na América Latina, a composição étnica da população é 
heterogênea. Em países como Uruguai e Argentina, cerca de 90% da 
população é de origem caucasóide, enquanto em outros como, por 
exemplo, México, Colômbia e Chile, 57 a 87% são mestiços. A 
incidência de FC nestes países varia de 1:4.000 a 1:10.000 nascidos no 
Chile e México, respectivamente (O’SULLIVAN e FREEDMAN, 2009; 
FIRMIDA e LOPES, 2011). 

Nos EUA a prevalência é de um caso em cada 3.500 nascimentos 
e no Brasil, embora a prevalência ainda não tenha sido mapeada, alguns 
estudos epidemiológicos estimam entre 1:16.275 e 1:13.073 nascidos 
vivos (NUNES et al., 2013; WHO, 2015).  
 Contudo, a incidência na região sul do Brasil assemelha-se a da 
população caucasiana da Europa (1:2.000) e América do Norte (1:2.500) 
(ZVEREFF et al., 2014; WHO, 2015), sendo observado 1:1.587 
indivíduos no Rio Grande do Sul e 1:6.803 no Paraná (RASKIN et al., 
2008). Em Santa Catarina, a estimativa de incidência é de 1:6.800 
(PTN-SC, 2016). Dentre os Estados da região sul o Rio Grande do Sul 
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destaca-se por possuir a mais alta incidência, isso implica que 1:20 
habitantes é heterozigoto para FC (RASKIN et al., 2008).  
 Em outras regiões do Brasil a incidência diminui para cerca de 
um caso em cada 10.000 nascidos vivos (RIBEIRO et al., 2002; 
SANTOS et al., 2005), sendo que em Minas Gerais e São Paulo a 
incidência diminui ainda mais, cerca de 1:21.277 e 1:32.258, 
respectivamente (RASKIN et al., 2008). A variação de incidência 
encontrada entre as regiões é decorrente, principalmente, da maior 
descendência européia na região sul e de afrodescendentes na região 
sudeste (OKAY et al., 2005; RASKIN et al., 2008; PERONE et al., 
2010). 
 Em relação à expectativa de vida dos pacientes fibrocísticos, 
estudos realizados nos EUA revelaram que a sobrevida média dos 
pacientes afetados em 1980 foi de 20 anos e em 1996, de 31,3 anos 
(SANTANA et al., 2003; ALVAREZ et al., 2004). Segundo 
informações da Cystic Fibrosis Foundation (CFF), em 2006 a 
expectativa de vida dos fibrocísticos dos EUA alcançou 36,9 anos e em 
2010 chegou há 38,3 anos (CFF, 2015).  
 No Brasil, estudos mostraram que a expectativa média de vida 
dos pacientes fibrocísticos no período de 1979 a 1989 foi de 6,4 anos, 
aumentado para 12,6 anos no período de 1970 a 1994 (REIS et al.,1998) 
e atingindo 18,4 anos no período de 1990 a 2000 (ALVAREZ et al., 
2004). Em 2014, o Registro Brasileiro de FC publicou que a mediana de 
sobrevida foi de 37,7 anos.  
 Segundo Reis e colaboradores (2000), os avanços no diagnóstico 
e o desenvolvimento de estratégias terapêuticas têm elevado a 
expectativa de vida dos pacientes com FC. Além destes fatores, o 
desenvolvimento de centros de referência para o diagnóstico e o 
tratamento precoce da FC também contribui para aumentar as taxas de 
sobrevida e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (ROSA et al., 
2008). 

 
2.2 GENE CFTR E SUA PROTEÍNA 

 
A FC é causada por mutações no gene CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Condutance Regulator) localizado no braço longo do 
cromossomo 7, lócus q31, sendo dividido em 27 éxons e representando 
cerca de 5% do DNA genômico (REIS e DAMACENO, 1998; DAVIS, 
2006). Além disso, é constituído de aproximadamente 250 kb e é 
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responsável pela codificação de uma protéina de 1.480 aminoácidos, 
denominada CFTR (Figura 1) (ZIELENSKI e TSUI, 1995).  
 

 
Figura 1. Gene CFTR, proteína CFTR e sua posição na célula.  
Fonte: Adaptado de ZIELENSKI e TSUI, 1995. 
 
 
 A CFTR é uma glicoproteína sintetizada no núcleo, que sofre 
maturação em organelas citoplasmáticas, localizando-se na membrana 
apical das células epiteliais de diversos órgãos, como intestino grosso, 
trato respiratório, tecidos reprodutivos, pele, pâncreas, glândulas 
sudoríparas e fígado. Ademais, é uma proteína transmembrana 
dependente de ATP que funciona como um canal de cloro, mantendo o 
equilíbrio eletrolítico da célula, favorecendo o transporte de íons cloro 
para o meio extracelular e a inibição da entrada de íons sódio para o 
meio intracelular (HUFFMYER et al., 2009; LUBAMBA et al., 2012). 

A proteína CFTR é membro da superfamília dos transportadores 
ABC e é formada por dois domínios transmembrana hidrofóbicos 
(MSD), cada um com 6 segmentos, dois domínios de ligação de 
nucleotídeo (NBD) e um domínio regulatório citoplasmático (R) que 
contém múltiplos sítios-alvo para fosforilação por proteínas quinases 
(Figura 2). As caudas amino e carboxo-terminal são orientadas para o 
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citoplasma e atuam como mediadores da interação entre CFTR e uma 
ampla variedade de proteínas ligantes (ZIELENSKI, 2000; LI e 
NAREN, 2005; ROWE et al.,2005).  

 

 
Figura 2. Estrutura da proteína CFTR e seu posicionamento na célula.  
Fonte: LUBAMBA et al., 2012. 
 
 Na FC a proteína CFTR está ausente no epitélio ou apresenta 
alterações qualitativas e quantitativas em seu nível de expressão, o que 
confere às células epiteliais impermeabilidade ao cloro. Desta forma, a 
diminuição da secreção de cloro e o aumento excessivo da reabsorção 
do sódio alteram a composição do muco secretado pelas células 
epiteliais (BIEGER et al., 2012; LUBAMBA et al., 2012).  

As consequências da perda de função da proteína CFTR variam 
de acordo com os tecidos envolvidos. Nas glândulas sudoríparas, a 
CFTR normal funciona reabsorvendo o cloro do lúmen da glândula. 
Quando defeituosa, o cloro deixa de ser reabsorvido ficando em 
concentrações elevadas no lúmen. Como a CFTR também regula os 
canais de sódio, quando está defeituosa, o cloro não é reabsorvido e o 
sódio, devido à hiperatividade dos canais de sódio, é hipersecretado 
fazendo com que o cloro e o sódio sejam encontrados em concentrações 
elevadas no suor, levando ao conhecido “suor salgado” encontrado nos 
pacientes (ROWE et al., 2005).  O funcionamento da proteína CFTR na 
glândula de suor pode ser observado na figura 3. 
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Figura 3. Mecanismos associados aos níveis elevados de NaCl no suor 
de pacientes com FC. Ductos de suor (Painel A) em pacientes com FC 
diferem daqueles em pessoas sem a doença na capacidade de reabsorção 
de Cl- antes do suor ser liberado na superfície da pele. A principal via de 
absorção de Cl- é através da proteína CFTR, inserida na membrana 
plasmática do lúmen das células que revestem o ducto (Painel B). A 
diminuição da reabsorção de cloro e a alteração no transporte de sódio 
levam a diferença de potencial transepitelial elevada por todo ducto de 
suor, e o lúmen se torna carregada negativamente devido à falha da 
reabsorção do Cl- (Painel C). O resultado é que o fluxo de NaCl total 
diminui acentuadamente, levando ao teor de sal aumentado. A espessura 
das setas corresponde ao grau de movimento de íons.  
Fonte: Adaptado de ROWE et al., 2005. 
 

Em outros órgãos, como o pulmão e o pâncreas, a CFTR normal 
atua secretando o cloro e não o reabsorvendo como ocorre nas glândulas 
sudoríparas (HULL, 2003). Portanto, o funcionamento da CFTR 
defeituosa, provoca um acúmulo do íon cloro dentro da célula, causando 
aumento do fluxo de sódio através dos canais de sódio, com o objetivo 
de manter o equilíbrio eletroquímico interno da célula (REIS e 
DAMACENO, 1998).  

A combinação da diminuição da secreção do íon cloro, pela 
ausência ou mau funcionamento da CFTR, e do aumento da reabsorção 
de sódio e água, através dos canais de sódio, resulta na diminuição do 
líquido de superfície das vias aéreas, conduzindo à desidratação das 
secreções respiratórias e ao aumento de sua viscosidade. Essa alteração 
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da viscosidade do muco, principalmente no epitélio pulmonar e 
pancreático, causa obstrução nos ductos de ambos os órgãos, 
propiciando um ambiente favorável para infecções (RIBEIRO et al., 
2002; BIEGER et al., 2012).  
 
2.3 MUTAÇÕES ASSOCIADAS À FIBROSE CÍSTICA 
 

As mutações do gene CFTR podem ocorrer pela substituição de 
nucleotídeo (missense), deleção de pares de bases, inserção ou deleção 
de uma base na sequência do DNA resultando em deslocamento do 
códon de leitura durante a tradução (frameshift), formação de um códon 
de parada prematuro (nonsense) ou alteração do local de splicing 

(LUBAMBA et al., 2012; CFTR1, 2015). As mutações do gene CFTR 
encontram-se localizadas ao longo de toda a região codificante do gene, 
nos íntrons e no promotor, porém, são comuns nos domínios de ligação 
de nucleotídeos e no domínio regulador da proteína (ROWNTREE e 
HARRIS, 2003). 

Em todo mundo, menos de 20 mutações CFTR apresentam uma 
frequência superior a 0,1%, sendo que estas frequências variam entre 
diferentes regiões geográficas e grupos étnicos (BRODLIE et al., 2015). 
A mutação F508del é a mutação CFTR mais comum na população 
caucasiana, sendo encontrada em aproximadamente dois terços dos 
indivíduos diagnosticados com FC (FEREC e CUTTING, 2012). 
Entretanto, a frequência relativa da mutação F508del tem uma 
variabilidade grande entre diferentes regiões geográficas e distintos 
grupos étnicos. Na Europa, esta mutação apresenta um evidente 
gradiente na sua frequência, variando de 100% em ilhas da Dinamarca a 
24,5% na Turquia (BOBADILLA et al., 2002; FEREC e CUTTING, 
2012). Nas populações nativas da África e Ásia a F508del está ausente, 
embora exista com uma frequência considerável em populações mistas, 
tais como os afro-americanos (BARTOSZEWSKI et al., 2010). 

A mutação F508del consiste na deleção de 3 pares de base 
(CTT) no éxon 10, resultando na ausência do aminoácido fenilalanina na 
posição 508 da proteína CFTR (BIEGER et al., 2012; LUBAMBA et al., 
2012). Esta deleção da fenilalanina impede a migração da proteína para 
o ápice da membrana celular, mantendo-a retida no citoplasma celular, 
no complexo de Golgi (CG) e no retículo endoplasmático (RE). A 
ausência da proteína na membrana celular proporciona um fenótipo 
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grave da doença, marcado por insuficiência pancreática (FEREC e 
CUTTING, 2012; BRODLIE et al., 2015). 

Desde a identificação do gene CFTR, em 1989, quase 2.000 
mutações já foram descritas, segundo o site Cystic Fibrosis Mutation 

Database, destas, a mutação F508del apresenta a maior frequência 
mundial (66% dos casos) seguida das mutações G542X (2,4%), G551D 
(1,6%), N1303K (1,3%) e W1282X (1,2%) (CFTR1, 2015). 

Em estudo realizado nos EUA, além da alta frequência 
observada da mutação F508del, presente em 75% dos casos, outras 
mutações encontram-se presentes: G542X (3,4%), W1282X (3,1%), 
G551D (2,4%), N1303K (1,8%), R117H (1,3%) e 3120+1G>A (1,2%) 
(STROM et al., 2011). Segundo Bobadilla e colaboradores (2002), a 
elevada frequência da mutação F508del pode ser atribuída à forte 
origem européia da população (BOBADILLA et al., 2002).  
 No entanto, no Brasil, a frequência da mutação F508del tem se 
mostrado variável de estado para estado. Segundo Raskin e 
colaboradores (1993) a frequência da mutação F508del foi de 49% no 
Rio Grande do Sul, 27% em Santa Catarina, 44% no Paraná, 52% em 
São Paulo e 53% em Minas Gerais (RASKIN et al., 1993). Em estudo 
similar, conduzido no Rio de Janeiro, a frequência da mutação F508del 
foi de 30,68% (CABELLO et al., 1999).  
 No Brasil há uma frequência reduzida da mutação F508del em 
comparação as taxas mundiais e aquelas registradas em países europeus 
e norte-americanos, provavelmente em decorrência da maior 
miscigenação racial e da existência de perfis mutacionais particulares 
para as diferentes regiões do país (ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al., 
2005).  
 Neste contexto, ao longo dos anos pesquisas realizadas no Brasil, 
nas regiões sul e sudeste, mostraram as seguintes frequências 
mutacionais: F508del (47%), G542X (5,5%), N1303K (2,6%), R553X 
(0,8%) e G551D (0,2%) (RASKIN et al., 1993). Enquanto, no Estado do 
Pará, região norte do Brasil, o perfil mutacional apresentou a seguinte 
particularidade: F508del (22,7%) e G551D (3%) (ARAÚJO et al., 
2005), ressaltando que a frequência das mutações da FC, assim como 
sua incidência, varia entre as diferentes regiões e populações do Brasil 
(OKAY et al., 2005).   
 Além destes perfis mutacionais peculiares de cada região do 
país, estima-se que aproximadamente 73% dos alelos mutantes da FC 
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permaneçam não caracterizados indicando que outras mutações podem 
estar envolvidas nestes perfis (CABELLO et al., 2003). 

De acordo com a funcionalidade da proteína, as mutações do 
gene CFTR, foram organizadas em sete classes, as quais associam a 
gravidade da mutação em relação ao fenótipo do paciente (Tabela 1). As 
mutações pertencentes às classes I, II, III e VII são consideradas graves 
e as das classes IV, V e VI moderadas (RATJEN, 2009; CULLING e 
OGLE, 2010; BRODLIE et al., 2015; DE BOECK e AMARAL, 2016). 

Classe I: pertencem a esta classe todas as mutações que 
impedem a transcrição do gene CFTR em seu RNA mensageiro 
(RNAm) completo. As mutações nonsense, frameshift e que alteram o 
local de splicing são as mais encontradas nesta classe (FEREC e 
CUTTING, 2012). A mutação mais frequente é a G542X, que produz 
um códon de término da transcrição. Ocorre formação de transcritos 
instáveis e ou proteínas aberrantes que são reconhecidas por proteínas 
chaperonas no RE e rapidamente degradadas. Desta forma, não se 
observa proteína CFTR ativa na membrana (VANKEERBERGHEN et 
al., 2002; BELCHER e VIJ, 2010; CULLING e OGLE, 2010; 
BRODLIE et al., 2015). Outras mutações pertencem a esta classe como 
R1162X, R553X e W1282X (ROWE et al., 2005). 

Classe II: as mutações que pertencem a esta classe estão 
associadas com um processamento anormal da proteína CFTR, pois 
bloqueiam os eventos pelos quais a proteína se torna madura, impedindo 
que esta chegue à membrana e assuma sua correta conformação 
(KREINDLER, 2010). As proteínas imaturas traduzidas ficam retidas no 
RE e, portanto, não passam para o CG para serem glicosiladas, havendo 
uma falha de proteínas funcionais na membrana. Estas proteínas 
anormais saem diretamente do RE para o citosol para serem degradadas 
no proteossoma (BRODLIE et al., 2015). Devido à ausência de 
proteínas na membrana, as mutações (F508del, N1303K e G85E) desta 
classe estão associadas a fenótipos de FC graves (BELCHER e VIJ, 
2010; CULLING e OGLE, 2010). 

Classe III: nesta classe as mutações causam uma regulação 
anormal do canal de cloro, portanto, ocorre o amadurecimento e 
posicionamento da proteína na membrana celular, mas não seu 
funcionamento. As mutações interferem na fosforilação do domínio 
regulatório (R) e por consequência na hidrólise de ATP nos domínios de 
ligação aos nucleotídeos (NBD), necessários para a ativação do canal 
(ROGAN et al., 2011; BRODLIE et al., 2015). Nesta classe estão 
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incluídas as mutações G551D, G551S, G1244E e G1349D (CULLING e 
OGLE, 2010). 

 Classe IV: as mutações associadas a esta classe incluem os 
casos em que o gene codifica uma proteína CFTR que é corretamente 
traduzida, processada, transportada e inserida na membrana apical e que 
responde a estímulos, contudo, a condutância de cloro é reduzida. Estas 
mutações estão localizadas nas regiões correspondentes aos vários 
segmentos transmembrana (MSD), alterando a condutância e/ou as 
propriedades de transporte do canal de cloro (BELCHER e VIJ, 2010; 
BRODLIE et al., 2015). Assim, quando existe uma mutação desta 
classe, há uma diminuição do fluxo iônico.  Nesta classe se enquadram 
as mutações R117H, R334W, R337P, G314E (KREINDLER, 2010; 
FEREC e CUTTING, 2012). 

Classe V: a proteína se encontra em quantidade reduzida, porém 
ativa (VANKEERBERGHEN et al., 2002; BELCHER e VIJ, 2010). 
Nesta classe se incluem mutações nas regiões promotoras que reduzem a 
transcrição, alterações de nucleotídeos que promovem splicing 
alternativo do transcrito da CFTR e substituições de aminoácidos que 
causam maturação protéica ineficiente (BRODLIE et al., 2015). Dentro 
dessa classe, podem ser citadas as mutações A455E, P574H e 
3849+10KbC>T (FEREC e CUTTING, 2012; BRODLIE et al., 2015). 

Classe VI: inclui as mutações que diminuem a estabilidade da 
proteína CFTR, tais como mutações nonsense ou frameshift que causam 
a deleção dos últimos 70-98 pb da zona C-terminal da proteína e 
mutações que afetam a regulação de outros canais (ZIELENSKI, 2000; 
KREINDLER, 2010). As mutações desta classe são responsáveis pelo 
turnover acelerado e precoce da proteína na superfície celular (ROWE et 
al., 2005; BRODLIE et al., 2015). Pertence a esta classe as mutações 
Q1412X e 4326delTC (CULLING e OGLE, 2010). 

Atualmente se tem descrito a sétima classe de mutação que está 
associada a fenótipos graves da FC por causar ausência do RNAm, 
entretanto, os mecanismos que contribuem para a falta de RNAm e 
consequentemente ausência da proteína CFTR ainda não estão 
esclarecidos. A CFTR del2,3 (21 kb) e a 1717-1G>A são exemplos de 
mutações de classe VII (DE BOECK e AMARAL, 2016). 
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Tabela 1. Categorias e classes de mutações do gene CFTR. 
Classe 

da 

mutação 

Efeito na via 

metabólica 

Efeito na 

proteína 

CFTR 

Exemplo 

de 

mutações 

Mecanismo 

I 

Ausência de 
proteína 
CFTR na 

membrana 
apical 

Defeito na 
síntese  

G542X 
R1162X 
R553X 

W1282X 

Mutação 
sem 

sentido, 
frameshift 

ou em sítio 
de 

splicing 

II 

Ausência de 
proteína 
CFTR na 

membrana 
apical 

Defeito no 
tráfego até a 

membrana ou 
processamento 

anormal 

F508del 
N1303K 
3905insT 

G85E 

Mutações de 
sentido 

trocado ou 
deleção 

de 
aminoácidos 

 

III 

Proteína 
CFTR em 
quantidade 
normal na 
membrana 

apical, 
porém não 
funcional 

Defeito na 
regulação  

G551D 
R553G 
R560T 

Mutações de 
sentido 
trocado 

IV 

Proteína 
CFTR em 
quantidade 
normal na 
membrana 

apical, 
porém 

parcialmente 
funcional 

Redução na 
condutância 

R334W 
R117H 
R347P 
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V 

Proteína 
CFTR em 
quantidade 
reduzida na 
membrana 

apical 

Redução na 
síntese/tráfego 

2789 
+5G/A 

IVS8-5T 
A455E 

 

Mutações de 
sentido 

trocado ou 
em sítio 

de splicing 
 

VI 

Proteína 
CFTR 

presente na 
membrana 

apical, 
porém 

instável 

Redução da 
estabilidade 

4326delTC 
4279ins A 
Q1412X 

 

Mutações 
em sentido 

ou 
frameshift 

VII 

Ausência de 
proteína 
CFTR na 

membrana 
apical 

Ausência de 
RNAm 

CFTR 
dele2,3 (21 

kb) 
1717-
1G>A 

 

Fonte: Adaptado de CULLING e OGLE, 2010; DE BOECK e AMARAL, 2016. 
 

 
2.4 CORRELAÇÃO ENTRE GENÓTIPO E FENÓTIPO 

 
 

A FC é uma doença altamente heterogênea, com uma 
considerável variabilidade na gravidade e velocidade de progressão nos 
diferentes órgãos. Apesar da classificação das mutações fornecerem 
informações acerca da gravidade da mutação, não podem ser 
consideradas como o único fator para previsão de prognóstico 
(CASTELLANI et al., 2009). A grande variabilidade clínica associada à 
presença de heterozigotos compostos dificulta o estabelecimento da 
correlação entre genótipo e fenótipo (FAUCZ et al., 2007).  

Dentre as várias manifestações clínicas, a função pancreática 
demonstra a maior correlação com as características genotípicas 
(MOSKOWITZ et al., 2008; BRENNAN e SCHRIJVER, 2016). Em 
geral, pacientes com insuficiência pancreática são homozigotos ou 
heterozigotos compostos para duas mutações graves (classes I, II e III) 
(SLIEKER et al., 2005). Enquanto, pacientes com uma ou duas 
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mutações das classes IV, V e VI (mutações moderadas) têm função 
pancreática suficiente (RATJEN et al., 2009).  

Além da insuficiência pancreática, os pacientes homozigóticos 
ou heterozigóticos compostos para mutações graves tendem a apresentar 
elevada frequência de íleo meconial, mortalidade prematura, 
deterioração precoce e grave da função respiratória, maior incidência de 
desnutrição, doença hepática grave, altos níveis de cloro no suor e 
infertilidade masculina. Ao passo que indivíduos portadores de pelo 
menos uma mutação moderada, apresentam geralmente, doença 
pulmonar moderada, baixos níveis de cloro no suor, diagnóstico tardio e 
expectativa de vida maior (MCKONE et al., 2006; ROWNTREE e 
HARRIS, 2003; BRENNAN e SCHRIJVER, 2016). Normalmente, as 
mutações moderadas são fenotipicamente dominantes quando ocorrem 
em combinação com as mutações graves, favorecendo um quadro 
clínico mais brando (CASTELLANI et al., 2008). 

Em estudo realizado na Holanda observou-se que doentes 
heterozigóticos nos quais foram evidenciadas mutações F508del/A455E 
apresentavam uma melhor função pulmonar que os pacientes 
homozigóticos F508del/F508del. Estes resultados mostraram que a 
mutação A455E (classe V) causa uma forma de doença pulmonar menos 
severa que a mutação F508del (WELSH e SMITH, 1993). Entretanto, 
foi observado que existem pacientes homozigóticos para F508del que 
apresentam insuficiência pancreática e outros que apresentam um 
funcionamente normal (KRISTIDIS et al., 1992).  

A heterogeneidade fenotípica da FC, observada em indivíduos 
com genótipos semelhantes, sugere que existem mais fatores envolvidos 
na determinação do fenótipo que vai além do fator genótipo CFTR, 
como por exemplo, fatores ambientais (estado socioeconômico, tabaco, 
outros poluentes e exposições infecciosas) e outros modificadores 
genéticos (GRAVINA et al., 2015). 

Estudos demonstraram que genes envolvidos no processo da 
inflamação, atuam como modificadores da doença pulmonar na FC 
(ROWNTREE e HARRIS, 2003). Neste sentido, Coutinho et al. (2014) 
verificaram associação entre gene tumour necrosis factor α (TNF-α) 

com a doença pulmonar grave, Arkwright et al. (2000) encontraram 
relação entre o gene transforming growth factor β1 (TGF- β1) com o 
rápido declínio da função pulmonar e Rowntree e Harris (2003) também 
verificaram que variantes alélicas do gene mannose-binding lectin 2 

(MBL2) estão relacionadas com a gravidade da doença pulmonar na FC.  
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2.5 TERAPIAS ESPECÍFICAS DE MUTAÇÃO 

 
Os tratamentos atualmente disponíveis, como os mucolíticos, 

antimicrobianos na forma inalatória e antinflamatórios sistêmicos tem 
aumentado a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes 
fibrocísticos. No entanto, não tratam do defeito básico, ou seja, a 
ausência da proteína CFTR funcional (SLOANE e ROWE, 2010).  
 Neste sentido, novos medicamentos prometem dar suporte 
complementar às terapias disponíveis, agindo na modulação da proteína 
CFTR através do tipo de mutação (BRENNAN e SCHRIJVER, 2016). 
 Dentre os novos fármacos disponíveis está o Ataluren, 
anteriormente chamado de PTC124, age principalmente nas mutações de 
classe I. Este fármaco permite a leitura do RNA mensageiro pelo 
ribossoma, que não identifica as mutações, levando à formação de uma 
proteína funcional com troca de apenas um aminoácido (RATJEN, 
2009). Segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF), 2015, o Ataluren 
vem apresentando resultados promissores na modulação da CFTR do 
epitélio respiratório de adultos e crianças, entretanto, é um fármaco que 
ainda se encontra em fase três de estudo clínico (FLUME e VAN 
DEVANTER, 2012; CFF, 2015). 
 Outra estratégia terapêutica que está sendo utilizada com êxito 
na modulação da proteína CFTR é o VX-770 ou ivacaftor. Este fármaco 
aumenta o tempo de fosforilação dos canais CFTR defeituosos 
(mutações de classe III) permitindo que permaneçam abertos, com isso o 
fluxo de cloro e bicarbonato aumentam através das membranas apicais 
(ERLINGER, 2011). Ensaios clínicos de fase três com o ivacaftor em 
pacientes adultos e pediátricos, que apresentavam a mutação G551D, 
mostraram melhora expressiva nas funções pulmonares e em outros 
sintomas da FC, incluindo aumento de massa corporal e redução nas 
taxas de exacerbação pulmonar (FLUME e VAN DEVANTER, 2012; 
BRODLIE et al., 2015; EGAN, 2016). Com base nestes resultados, o 
ivacaftor foi primeiramente aprovado em 2012 para uso em adultos e 
crianças acima de 6 anos com a mutação G551D. Em decorrência dos 
bons resultados obtidos, em março de 2015 a Food and Drug 

Administration (FDA) também aprovou o uso do ivacaftor no tratamento 
de crianças de 2 a 5 anos de idade e com outras mutações relacionadas: 
G178R, S549N, S549R, G551S, G1244E, S1251N, S1255P, G1349D e 
R117H (CFF, 2015). 
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 Além dos fármacos citados, o lumacaftor, também conhecido 
como VX-809, é outra opção terapêutica que tenta resgatar a atividade 
da proteína CFTR. O objetivo deste fármaco é facilitar o movimento da 
proteína mutante CFTR (mutações de classe II), permitindo-lhe escapar 
da degradação pelo retículo endoplasmático e encaminhando-a para a 
superfície da célula (BRODLIE et al., 2015). Ensaios clínicos de fase 
três com o lumacaftor em combinação com o ivacaftor, em pacientes 
homozigotos para F508del, mostraram melhora significativa nas funções 
pulmonares e em outros sintomas da FC (EGAN, 2016).  
 Mesmo com estes progressos na terapêutica da FC, poucos 
ensaios clínicos se destinam a corrigir o defeito básico, refletindo o 
baixo impacto que estas abordagens ainda têm na clínica (CFF, 2015; 
BRENNAN e SCHRIJVER, 2016). Entretanto, as mais recentes terapias 
dirigidas para a correção do defeito básico, que estão em fase de teste, 
dependem do conhecimento prévio da mutação responsável e 
representam um marco para o tratamento efetivo da FC e outras doenças 
genéticas (BRODLIE et al., 2015; EGAN, 2016). Neste sentido, o mape-
amento das mutações próprias de cada população permitirá aos 
pesquisadores investigarem terapias personalizadas, proporcionando aos 
acometidos melhor qualidade de vida (CABELLO et al., 2003; DOULL, 
2016). 
  
 
2.6 DIAGNÓSTICO 
 
 

O diagnóstico de FC deve ser estabelecido rapidamente de forma 
a providenciar aconselhamento genético e tratamento apropriado aos 
doentes. A FC é diagnosticada na presença de pelo menos um achado 
clínico (como doença sinusopulmonar crônica, manifestações 
gastrointestinais e nutricionais, síndromes perdedoras de sal e 
anormalidades urogenitais), história familiar de FC (que ocorre em cerca 
de 20% dos casos) ou teste de triagem neonatal alterado, acompanhado 
de evidência laboratorial de disfunção da proteína CFTR (teste do suor 
alterado) ou pela identificação de duas mutações causadoras de FC 
(DALCIN e ABREU, 2008; FARRELL et al., 2008). 

Conforme estabelecido pelo Ministério da Saúde (portaria 822 de 
06/06/2001), através do Programa Nacional de Triagem Neonatal 
(PNTN), Santa Catarina ficou apta para detectar mutações no gene 
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CFTR. Os indivíduos que apresentam IRT positivo e teste de suor 
alterado são encaminhados para a investigação molecular da mutação 
F508del no gene CFTR, conforme fluxograma 1 (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2004). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IRT ALTERADO 
 

NOVA COLETA: 

IRT ALTERADO 
 

TESTE DO 

SUOR 

ALTERADO 

ANÁLISE DE 

DNA: F508del 

Triagem 

Neonatal 

Testes 

Confirmatórios 

  
Fluxograma 1. Investigação molecular da mutação F508del no gene 
CFTR após Triagem Neonatal positiva. 
Fonte: Adaptado de MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004. 

2.6.1 Triagem Neonatal 
 
 

Com a ampliação das doenças pesquisadas pelo PNTN em 2001, 
a FC passou a ser rastreada, no Brasil, pelo “teste do pezinho”, através 
da dosagem do IRT (NUNES et al., 2013). O Estado do Paraná foi 
pioneiro na realização da triagem neonatal para FC (2001), seguido por 
Santa Catarina (2002) e Minas Gerais (2003) (SANTOS et al., 2005; 
PERONE et al., 2010). 

A dosagem do IRT deve ser realizada na primeira semana de 
vida dos neonatos com FC, pois avalia a integridade da função 
pancreática. O IRT é um precursor da enzima pancreática, cuja 
concentração sérica nos fibrocísticos atinge níveis entre 5 a 10 vezes os 
valores normais. O aumento desta enzima na circulação é ocasionado 
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pela fibrose pancreática, que a maioria dos recém-nascidos apresenta no 
período intrauterino, levando a um refluxo das enzimas pancreáticas 
para a circulação e aumento dos níveis de IRT (NUNES et al., 2013; 
BREWINGTON e CLANCY, 2016). 

A interpretação do resultado do IRT para FC na triagem neonatal 
no Estado de Santa Catarina é estabelecida com ponto de corte de 70 
ng/ml em sangue total (NUNES et al., 2013). Portanto, a presença de 
níveis elevados de IRT em um primeiro exame indica que é necessário 
um segundo teste para confirmação. Este segundo exame deve ser 
realizado em até 30 dias de vida do recém-nascido. Após este período, o 
IRT tende a baixar sua concentração e normalizar, dificultando a 
suspeita e o diagnóstico da FC (CABELLO et al., 2003; SANTOS et al., 
2005; FARREL et al., 2008; DALCIN e ABREU, 2008). 

Um dos problemas relacionados com a utilização da dosagem de 
IRT é a falta de consenso relativamente ao valor normal. O número de 
falsos negativos depende do ponto de corte escolhido. Se o ponto de 
corte do IRT for elevado, existe um risco aumentado de ocorrer 
resultados falsos negativos. Pelo contrário, com um valor limite baixo, 
maior é o risco de existir falsos positivos (PARAD e COMEAU, 2003). 
O valor de 70 ng/ml correspondente ao percentil 99,8 estabelecido por 
Hammond et al. (1991) e confere ao teste sensibilidade de 
aproximadamente 90% e uma especificidade de 98% (HAMMOND et 
al., 1991; SANTOS et al., 2005). Entretanto, a especificidade deste 
exame pode se apresentar baixa, variando de 32 a 74%, dependendo dos 
pontos de corte estipulados pelos laboratórios (FOLESCU e COHEN, 
2011). 

Além da FC, outras condições fisiológicas ou médicas estão 
relacionadas com o aumento do IRT no período neonatal como as 
trissomias 13 e 18, a agenesia de ductos pancreáticos, as infecções 
congênitas, a obstrução intestinal e os casos de diabetes (SANTOS et 
al., 2005; CASTELLANI et al., 2009). Baseado nestes aspectos, as taxas 
de falso-positivos obtidas na dosagem do IRT têm se mostrado elevadas 
com valores entre 5 e 10% (SOUZA et al., 2002). Entretanto, a repetição 
do exame nos primeiros 30 dias de vida da criança reduz o número de 
falso-positivos em torno de 90% (SANTOS et al., 2005). Por outro lado, 
os falso-negativos estão associados à coleta tardia, visto que os valores 
de IRT tendem a declinar após a terceira semana de vida, mesmo em 
crianças afetadas. Nestes casos, as taxas de falso-negativos obtidas na 
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dosagem do IRT se encontram em torno de 20% (SOUZA et al., 2002; 
CABELLO et al., 2003).  

O IRT está aumentado mesmo em crianças com mutações 
pertencentes às classes IV ou V e associadas à suficiência pancreática 
(O’SULLIVAN e FREEDMAN, 2009). Neste sentido, em alguns países 
a estratégia de rastreio neonatal pode apresentar duas fases (Figura 4): 
na primeira, realiza-se o IRT numa amostra de sangue seco; na segunda, 
repete-se o IRT numa amostra de sangue fresco recolhido após 1-2 
semanas de idade (IRT/IRT), ou realiza-se um teste de DNA para a 
mutação F508del ou múltiplas mutações (IRT/DNA) (MOSKOWITZ et 
al., 2008; CULLING e OGLE, 2010). Entretanto, o rastreio IRT/DNA 
sugere uma melhor sensibilidade que o algoritmo IRT/IRT por 
possibilitar a obtenção de um resultado específico com o 
reconhecimento das mutações do gene CFTR (SOUTHERN et al., 
2007). 

Em países desenvolvidos como o Canadá, que utiliza a estratégia 
de rastreio neonatal IRT/DNA, aproximadamente 59% dos pacientes 
fibrocísticos são diagnosticados no primeiro ano de vida e 67% até os 2 
anos de idade (CANADIAN CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 
2016). Enquanto, no Brasil aproximadamente 56% dos casos são 
diagnosticados até o primeiro ano de vida e 61% até os 2 anos de idade 
(REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014), mostrando a grande 
contribuição da triagem neonatal baseada no algoritmo IRT/IRT para a 
detecção da FC. Neste contexto, em 2014, segundo o Registro Brasileiro 
de FC, 70% do total de casos de FC foram diagnosticados por triagem 
neonatal. 
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Figura 4. Estratégias utilizadas para o rastreio neonatal – IRT/IRT e 
IRT/DNA 
Fonte: Adaptado de KLOOSTERBOER et al., 2009. 
 

Desta forma, a detecção precoce da FC, proporcionado pela 
triagem neonatal é importante para a profilaxia das infecções 
pulmonares nos recém-nascidos, para a reposição das enzimas 
pancreáticas, crescimento normal, diminuição das complicações 
resultantes da doença e para o aumento da expectativa de vida 
(BREWINGTON e CLANCY, 2016). No entanto, a triagem neonatal é 
um método de rastreamento da doença e não de diagnóstico. Nos casos 
positivos, os recém-nascidos são encaminhados para realizar exame 
confirmatório (teste do suor) (RATJEN e DORING, 2003; 
ROSENFELD et al., 2016). 
  

2.6.2 Teste do Suor 

 
 O teste confirmatório de FC, padrão ouro no Brasil, é o teste do 
suor com precisão superior a 90%. O teste do suor raramente é normal 
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em pacientes homozigotos para o gene da FC (DOMINGOS et al., 
2015). Este teste é uma análise quantitativa de eletrólitos no suor e 
mantém-se como a chave de investigação que sustenta o diagnóstico de 
FC. As indicações para o teste do suor incluem: fenótipo sugestivo de 
FC, história familiar e seguimento de alguns testes de rastreio 
populacional (GREEN e KIRK, 2007).  

Embora várias técnicas tenham sido criadas para a coleta e 
medição de eletrólitos do suor, o método mais confiável é baseado na 
estimulação por iontoforese pela pilocarpina, também denominada de 
método clássico de Gibson e Cooke (REIS e DAMACENO, 1998). 
Entretanto, é uma técnica laboriosa que requer a determinação do peso 
exato do suor através de balança analítica e o cuidado para evitar a 
evaporação do mesmo durante a coleta, além da amostra de suor 
necessitar ser submetida à análise bioquímica dos eletrólitos, técnica 
também relativamente complexa. Por esse método, deve-se colher um 
mínimo de 50 mg de suor (idealmente ≥ 75 mg) para se obter um 
resultado acurado (MATTAR et al., 2010). A incidência de erros, neste 
procedimento, está entre 10 e 15% com maior porcentagem de falso-
positivos, mas também de falso-negativos (BARRETO e PEREIRA, 
2004).  
 A maioria dos erros é atribuída a profissionais inexperientes e 
sem treinamento especializado na coleta e análise do suor, no entanto, 
algumas falhas que ocorrem no teste do suor podem ser ocasionadas por 
problemas fisiológicos ou patologias de outra natureza, resultando tanto 
em falso-positivos quanto falso-negativos (BEAUCHAMP e LANDS, 
2005; LEGRYS et al., 2007; MASTELLA, 2010). 
 Neste sentido, o teste do suor pode ser falso-positivo na 
insuficiência adrenal não tratada, displasia ectodérmica, 
hipoparatireoidismo, hipotireoidismo, diabetes insípido nefrogênico, 
deficiência de glicose 6-fosfatase, síndrome nefrótica, doença de Von 
Gierke, fucosidose, colestase familiar, pseudo-hipoaldosteronismo, 
mucopolissacaridose, pan-hipopituitarismo. Bem como pode se 
apresentar falso-negativo nos seguintes casos: em lactentes com 
hipoproteinemia, edema e que fazem uso de mineralocorticoides, coleta 
e análise de quantidade insuficiente de suor e outros problemas técnicos 
(LEIGH, 2004; BEAUCHAMP e LANDS, 2005). 
 Quanto aos valores de referência do método, o resultado é 
positivo quando a concentração de cloro é maior que 60 mEq/l. Os 
níveis considerados normais são abaixo de 30mEq/l e limítrofes estão 



46 
 

 

entre 31 e 59 mEq/l. Pela gravidade da doença e pelo prognóstico 
reservado da mesma, o diagnóstico de FC somente poderá ser 
confirmado com dois testes positivos, realizados em momentos distintos 
(FARRELL et al, 2008; FARRELL et al., 2017).  
 Com base nestes fatos, qualquer um dos critérios clínicos, se 
acompanhado por níveis de cloro no suor acima de 60 mEq/l, seria 
suficiente para confirmar o diagnóstico de FC. Porém, por motivos 
técnicos, o teste é usualmente realizado somente após o segundo mês de 
vida do recém-nascido, mesmo quando há forte suspeita clínica 
(BARRETO e PEREIRA, 2004; MASTELLA, 2010). Por isso, apesar 
da urgência do resultado, o diagnóstico do neonato não pode ser 
confirmado neste período (MATTAR et al., 2010). 
 Em 97 a 98% dos pacientes fibrocísticos o teste do suor é 
patológico, entretanto, 4 a 5% pode apresentar níveis limítrofes entre 40 
e 60 mEq/l ou normais, o que também dificulta o diagnóstico e acaba  
em interpretações incorretas (BARRETO e PEREIRA, 2004). Neste 
aspecto, é importante ressaltar que o teste do suor normal ou limítrofe 
não exclui o diagnóstico de formas atípicas de FC e, por isso deverá ser 
confirmado em outras técnicas (RIBEIRO et al, 2002).  
 Diante do exposto, presume-se que a taxa de subdiagnóstico de 
FC no Brasil é alta, e isso decorre, em parte, da complexidade que 
envolve a realização do teste do suor, da pouca quantidade de 
profissionais especializados para tal realização no nosso meio e também 
da ausência de equipamentos para a realização adequada do teste 
(MATTAR et al., 2010). 
 

2.6.3 Análise Molecular 
 

A análise molecular pode ser realizada por métodos de análise 
direta do gene CFTR, através da detecção de mutações causadoras de 
FC. Uma grande variedade de técnicas é utilizada para a identificação de 
variações na sequência do gene CFTR, não havendo um padrão 
estabelecido (DEQUEKER  et al., 2009).  

Os kits comerciais disponíveis permitem detectar as mutações 
causadoras de FC mais frequentes na população caucasiana (DE 
BOECK et al., 2005). A maioria destas mutações é recomendada pelo 
American College of Medical Genetics (ACMG) e pelo American 

College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG), sendo as outras 
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específicas de determinadas populações. Neste contexto, os kits 
comerciais apresentam alta especificidade, porém baixa sensibilidade 
em decorrência do grande número de mutações conhecidas, (RIBEIRO 
et al., 2002; DALCIN e ABREU, 2008; FARREL et al., 2008; 
CASTELLANI et al., 2008). 

 No caso de nenhuma ou apenas uma mutação ser detectada 
através do kit comercial, pode recorrer-se a um estudo molecular 
completo do gene CFTR. Normalmente, o sequenciamento completo do 
gene permite a análise da região promotora e de todos os éxons e regiões 
intrônicas flanqueadoras. Adicionalmente, pode ser também realizada a 
pesquisa de rearranjos do gene CFTR, como grandes deleções, inserções 
ou duplicações, pela técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification) e QF-PCR (Quantitative Fluorescent multiplex 
PCR) (DE BOECK et al., 2005; DEQUEKER et al., 2009; CULLING e 
OGLE, 2010).  

Além das técnicas anteriormente descritas, outras podem ser 
utlizadas na detecção das mutações presentes no gene CFTR como a 
análise de polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP), a 
análise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição 
(RFLP), hibridização de oligonucleotídeos alelo-específicos (ASO), 
sistema de mutação refratária à amplificação (ARMS-PCR), eletroforese 
em gel com gradiente de desnaturação (DGGE), cromatografia líquida 
desnaturante de alta performance (dHPLC) e sistemas de PCR em tempo 
real usando sondas para hibridização (DEQUEKER et al., 2009). 

Face o acima exposto e em conformidade com Culling e Ogle 
(2010), haja vista o amplo conjunto de técnicas utilizadas para 
identificar as variações nas sequências do gene CFTR, não existe um 
padrão-ouro para o teste de rotina.  
 Dentro deste cenário, a análise de mutações tem se mostrado 
muito útil para esclarecer casos de FC atípica, que podem apresentar 
resultados de teste do suor inconclusivo ou normais (ROSENSTEIN, 
2003; FOLESCU e COHEN, 2011). Neste sentido, alguns estudos 
mostraram associação das mutações R117H, P5L, D1152H e 
polimorfirmos com concentrações de cloro no suor normal ou 
borderline (NOOIJER et al., 2011; SPICUZZA et al., 2012; TERLIZZI 
et al., 2015). Além disso, é uma técnica que possibilita o diagnóstico 
molecular precoce nos pacientes fibrocísticos e possui valor prognóstico 
e epidemiológico, identificando portadores de alelos para FC e 
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permitindo a documentação de mutações raras no gene CFTR (LYON e 
MILLER, 2003). 
 Em alguns países, onde o diagnóstico molecular faz parte dos 
exames dos programas de triagem neonatal, esta estratégia diagnóstica 
tem se mostrado significativa para melhorar a qualidade de vida e, 
consequentemente, a sobrevida dos pacientes fibrocísticos (FOLESCU e 
COHEN, 2011). Nos EUA, por exemplo, o teste genético é menos 
oneroso do que o teste do suor e como a mutação mais frequente no país 
é a F508del, o teste molecular costuma ser a primeira opção de 
diagnóstico (BREDEMEIER, 2005). Além disso, em países 
desenvolvidos é comum a utilização de kits diagnósticos desenvolvidos 
a partir das mutações mais frequentes nos países de origem, como, por 
exemplo, o kit Elucigene (Tepnel Diagnostics Ltda.), que detecta 
simultaneamente até 50 mutações frequentes em diferentes países 
europeus (FRENTESCU et al., 2008). 
 Entretanto, no Brasil a análise de DNA é uma das alternativas 
menos escolhida para o diagnóstico da FC, dado seu alto custo, o grande 
número de mutações envolvidas e os poucos centros capacitados em 
realizá-la (BREDEMEIER, 2005; FOLESCU e COHEN, 2011). 
Ademais, a sensibilidade da genotipagem para FC depende inteiramente 
do númeo de mutações testadas e da etnia dos indivíduos testados 
(CABELLO et al., 2011; SARAIVA-PEREIRA et al., 2011). 
Geralmente a reduzida sensibilidade é em decorrência do número de 
mutações conhecidas e da miscigenação racial, uma vez que as 
mutações causadoras da FC em países desenvolvidos não são as mesmas 
encontradas no Brasil (CABELLO et al., 2003; FAUCZ et al., 2010). 

Contudo, mesmo com a futura melhora da sensibilidade dos 
testes genéticos, uma grande parcela dos pacientes com FC será portador 
de uma mutação não identificada (REIS e DAMACENO, 1998). Em 
função disso é aconselhável que seja analisado o maior número de 
mutações disponíveis, levando-se em conta o perfil mutacional de cada 
população (CABELLO et al., 2003; FOLESCU e COHEN, 2011). 
 No Brasil, o programa nacional de triagem neonatal contempla o 
diagnóstico precoce para FC com a dosagem do IRT, o teste do suor e a 
pesquisa de uma única mutação genética, no caso, a F508del 
(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). Neste sentido, é necessário um 
processo diagnóstico estruturado, com uma triagem molecular mais 
detalhada, incluindo mutações além da F508del, para validar ou excluir 
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o diagnóstico (KIEHL, 2010; CABELLO et al., 2011; SARAIVA-
PEREIRA et al., 2011). 
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3 JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO 

 
Atualmente o diagnóstico, manejo e tratamento de pacientes 

fibrocísticos são voltados para os avanços genéticos. Hoje em dia sabe-
se que a utilização de estratégias baseadas na análise de diferentes 
mutações do gene CFTR e o conhecimento do perfil mutacional, 
variável em populações étnicas e geograficamente diferentes, permite i) 
aumentar a acuidade do diagnóstico, melhorando o valor preditivo dos 
programas de rastreio; ii) correlacionar o genótipo-fenótipo, 
possibilitando prever como evoluirá a doença, facilitando estratégias 
para o controle das manifestações clínicas futuras e iii) utilizar 
tratamentos específicos e mais efetivos em função da disfunção genética 
responsável pela doença, uma vez que já existem no mercado 
tratamentos específicos para certas mutações, além de outras terapias 
genéticas em fase de desenvolvimento.  
 Neste sentido, o conhecimento do perfil mutacional da 
população de Santa Catarina é crucial para o desenho e aplicação de 
qualquer nova estratégia em prol de avanços diagnósticos e terapêuticos 
para as crianças e jovens catarinenses afetados pela doença. Todavia, 
diante da ausência de estudos moleculares prévios, há total 
desconhecimento do perfil mutacional do gene CFTR no Estado, 
impossibilitando implementar ou melhorar quaisquer estratégias 
baseadas na relação genótipo-fenótipo. 
 Frente ao exposto, justifica-se a urgente necessidade de 
determinar a frequência das mutações do gene CFTR e conhecer o perfil 
genético de Santa Catarina. Além disso, o projeto se diferencia por sua 
relevante característica de inovação científica e seu desenvolvimento 
propiciará dados de extrema importância para o seguimento de 
diferentes linhas de pesquisa, uma voltada a desenvolver novas 
tecnologias para testes diagnósticos e a outra para o desenvolvimento de 
novas estratégias de manejo ambulatorial e tratamento mais apropriadas.  
 Ademais, com o conhecimento do painel de mutações 
características da população de Santa Catarina, estratégias de 
diagnóstico e tratamento específicos poderão começar a ser aplicadas. 
Isto colocaria o Estado de Santa Catarina ao lado de países 
desenvolvidos, onde tais estratégias já estão bem determinadas e são 
rotineiramente utilizadas. É importante destacar que os resultados deste 
estudo terão consequências práticas, de aplicações clínicas imediatas, já 
que os dados a serem obtidos irão proporcionar à equipe multidisciplinar 
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de FC do Hospital Infantil Joana de Gusmão (HIJG) informações 
essenciais para: i) adequar o acompanhamento multidisciplinar dos 
pacientes incluídos neste estudo, uma vez que através da informação 
genotípica e sua correlação com o fenótipo será possível antecipar 
estratégias voltadas a adiar e controlar as complicações decorrentes da 
doença; e ii) possibilitar aos clínicos optarem por terapias 
personalizadas, uma vez que já existe no mercado internacional 
tratamentos específico para certas mutações.  
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4 OBJETIVOS 

 
OBJETIVO GERAL 

 Determinar o perfil mutacional do gene CFTR na população de 
Santa Catarina; 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Caracterização da frequência das mutações do gene CFTR 
identificadas no Estado de Santa Catarina; 

 Padronizar e validar protocolos de Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) do tipo Allele Specific Oligonucleotide 

(ASO) para a detecção individual das mutações: F508del, 
G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A; 

 Identificar mutações conhecidas e/ou mutações raras e/ou novas 
mutações (não descritas) do gene CFTR por sequenciamento.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 

O projeto intitulado "Desenvolvimento de um kit diagnóstico de 
Fibrose Cística" foi submetido ao Comitê de Ética do HIJG de 
Florianópolis e aprovado em 11 de setembro de 2014 (CONEP 
789.932/2014), conforme parecer anexo 1. 
 

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 
Trata-se de um estudo prospectivo com coleta de dados 

retrospectiva de 113 pacientes com achados clínicos de FC, atendidos no 
HIJG de Florianópolis no período de 2002 a 2016. Optou-se por realizar 
o estudo neste hospital por ser um Centro de Referência em FC, que 
recebe pacientes encaminhados de serviços públicos e particulares de 
todo o Estado de Santa Catarina.  

Em relação à coleta de dados retrospectiva, que compõe a 
primeira parte desta pesquisa (Fluxograma 2), foram realizados 3 
estudos a partir da análise dos prontuários dos 113 pacientes. No 
primeiro estudo, realizado com 94 dos 113 pacientes avaliamos a 
prevalência da mutação F508del em Santa Catarina e a necessidade de 
se ampliar a triagem molecular para auxiliar na confirmação ou exclusão 
do diagnóstico de FC. Este primeiro estudo resultou em um artigo, que 
foi publicado em revista internacional (anexo 2). Em um segundo estudo 
foi realizado um levantamento de todas as mutações encontradas no 
gene CFTR dos 113 pacientes. No terceiro estudo avaliamos o 
rastreamento molecular realizado e o resultado do estudo genético dos 
pacientes. 

Com base no segundo estudo restrospectivo foi realizado, 
inicialmente uma padronização e validação de protocolos de singleplex 
PCRs-ASO para a detecção individual das mutações de maior 
frequência alélica, utilizando-se de amostras controles positivas para as 
mutações selecionadas. Posteriormente, 27 pacientes aceitaram 
participar do estudo prospectivo, sendo que 21 foram submetidos à 
detecção molecular por PCR-ASO das mutações de maior frequência 
alélica encontradas no segundo estudo retrospectivo e 6 foram 
submetidos ao sequenciamento de Nova Geração para a investigação de 
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mutações raras e/ou novas mutações (não descritas) do gene CFTR 
(Fluxograma 3).  

Inicialmente, os pacientes ou seus responsáveis legais foram 
esclarecidos quanto ao objetivo da pesquisa, forma de condução (sigilo e 
privacidade), os métodos aplicados e os benefícios que o projeto poderia 
trazer. Após os esclarecimentos foram convidados a participar da 
pesquisa, e, havendo interesse, foi solicitada a confirmação da 
participação através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE) (Anexo 3). 

Após o consentimento por escrito dos responsáveis legais, uma 
alíquota de 2 mL de sangue periférico foi coletada em tubo a vácuo com 
EDTA. Estas amostras de sangue foram encaminhadas para o 
Laboratório DNAnálises em Florianópolis/SC, seguindo as normativas 
de transporte de amostras biológicas estipuladas pela Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA), para extração do DNA genômico e, 
posteriormente, realização da PCR-ASO. Para a realização do 
sequenciamento, amostras de DNA genômico foram encaminhadas em 
gelo seco para a Unidade de Análises Moleculares e de Proteínas 
(Centro de Pesquisa Experimental) do Hospital de Clínicas de Porto 
Alegre/RS.  
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113 pacientes com fibrose cística atendidos no HIJG  

Prevalência da mutação F508del e a 
necessidade de se ampliar a triagem 

molecular para auxiliar na 
confirmação ou exclusão do 

diagnóstico de FC. 

Levantamento de todas as mutações 
encontradas no gene CFTR dos 

pacientes. 

Primeiro Estudo Segundo Estudo Terceiro Estudo 

Rastreamento molecular 
realizado e o resultado do estudo 

genético dos pacientes. 
 

ESTUDO RETROSPECTIVO 

94 pacientes (188 alelos) 113 pacientes (226 alelos) 113 pacientes (226 alelos) 

Artigo publicado 

 
 
Fluxograma 2. Delineamento experimental do estudo prospectivo. 
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Fluxograma 3. Delineamento experimental do estudo prospectivo. 

ESTUDO PROSPECTIVO 

Detecção molecular por PCR-ASO 
das mutações de maior frequência 

alélica. 

Sequenciamento de Nova Geração 
do gene CFTR 

21 pacientes (42 alelos) 
 

6 pacientes (12 alelos) 
 

27 pacientes  

Padronização e validação de protocolos de 
singleplex PCRs-ASO para a detecção individual 

das mutações de maior frequência alélica. 
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5.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO  

 
 Foram incluídos no estudo pacientes com achados clínicos de 

FC, com confirmação pelo teste do suor; 
 A participação no estudo somente foi aceita posteriormente à 

assinatura do TCLE pelo responsável legal. 
 
 
5.4 CRITÉRIO DE EXCLUSÃO 

 
 Foram excluídos do estudo pacientes, cujos responsáveis legais 

não aceitaram participar ou assinar o TCLE. 
 

5.5 CASUÍSTICA 
 

5.5.1 População do Estudo Prospectivo 
 
 

O grupo de participantes foi composto por 27 pacientes 
acompanhados pela equipe multidisciplinar de FC do HIJG, que 
previamente foram submetidos à dosagem do IRT no LACEN/SC, e ao 
teste do suor pela equipe de FC do HIJG. Além disso, os pacientes 
apresentavam características clínicas da doença. Os pacientes que 
compuseram a população de estudo eram provenientes de diferentes 
regiões do Estado de Santa Catarina e possuiam diferentes origens 
étnicas, entre eles descendentes de portugueses, alemães, italianos, e 
outras origens. 
 

5.5.2 Grupo Controle 
 

Dois grupos controles foram utilizados neste estudo. O primeiro 
grupo sem FC, constituído de 2 doadores de sangue sadios, forneceu 
uma grande quantidade de DNA sem as mutações F508del, G542X, 
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A e, portanto, foram utilizados 
como controles negativos das reações. Também foram utilizados 
controles negativos, sem adição de DNA. 
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O segundo grupo controle foi composto de 10 pacientes com FC 
que apresentaram as mutações em questão (F508del, G542X, R334W, 
R1162X, N1303K e 3120+1G>A) e, portanto, foram convidados a 
participar da pesquisa como controles positivos. 

O DNA obtido dos doadores de sangue sadios e dos pacientes 
convidados nos permitiu fazer os testes necessários à padronização da 
PCR tipo ASO e serviu de controle para todo o estudo.  

 
 

5.6 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 

5.6.1 Extração do DNA 
 

O isolamento do DNA das amostras de sangue venoso foi 
realizado utilizando o Kit de extração por coluna (Ludwig Biotec®) e 
seguindo instruções do fabricante. Cerca de 200µL de sangue com 
anticoagulante EDTA foram adicionados a microtubos de 1,5mL 
contendo 20µL de proteinase K 20mg/mL (Ludwig Biotec), para a 
eliminação inicial de proteínas. Em seguida, foram adicionados 200µL 
de tampão CB (tampão do kit Ludwig Biotec®) para promover a lise das 
hemácias e lavagem da amostra, agitados por 30 segundos em vórtex e 
incubados por 10 minutos em termobloco a 70ºC. Após a incubação 
foram acrescentados 100µL de isopropanol, seguido de 30 segundos de 
agitação em vórtex. Em seguida as amostras foram transferidas para a 
coluna acoplada ao microtubo de 2 mL e centrifugadas a 12.000 rpm por 
1 minuto. Descartou-se o filtrado e acrescentou-se 500µL do tampão IR 
(tampão do kit Ludwig Biotec®) no interior da coluna para lavagem da 
amostra e eliminação de proteínas. Em seguida foi realizada a 
centrifugação a 12.000 rpm por 30 segundos. O filtrado foi descartado e 
adicionou-se 600µL de tampão WB (tampão do kit Ludwig Biotec®) no 
interior da coluna, para a eliminação completa de impurezas da amostra. 
A seguir, foi realizada uma centrifugação a 12.000 rpm por 30 segundos 
e o filtrado novamente desprezado. Esta etapa com a adição do tampão 
WB foi repetida mais uma vez. Em seguida realizou-se a centrifugação 
com a coluna vazia para remover completamente o etanol da coluna, a 
12.000 rpm por 2 minutos. Esta coluna foi transferida para um 
microtubo de 1,5 mL e 50 µL do tampão de eluição (do kit Ludwig 
Biotec®) foram adicionados no centro da coluna. A seguir o microtubo 
e a coluna contendo o tampão de eluição foram incubados à temperatura 
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ambiente por 3 minutos e centrifugados à 12.000 rpm por 1 minuto para 
retirar o restante de DNA da coluna. Finalmente, a coluna foi descartada 
e o DNA obtido em 50µL de tampão de eluição (do kit Ludwig 
Biotec®), mantido a -20ºC até o momento da análise. 

5.6.2 Quantificação e grau de pureza do DNA 
 

Após a extração de DNA, foi realizada a determinação da 
concentração e da pureza da amostra.  

Para quantificar o DNA, usou-se um espectrofotômetro 
(NanoDrop® 1000 – Thermo Fisher Scientific, EUA). Este equipamento 
quantifica o DNA de cadeia dupla de acordo com a lei de Lambert-Beer:  

 
Onde C é a concentração de DNA em ng/μL, Abs a absorvância 

(neste caso a 260nm, que corresponde ao pico de absorção de UVs do 
DNA), ε o coeficiente de extinção (que para o DNA de cadeia dupla é 
igual a 50 ng.cm/µL) e b a altura da coluna criada no espectrofotômetro 
(que neste caso corresponde a 1cm). Assim, quando o NanoDrop® mede 
a absorbância a 260 nm obtêm-se um valor, que multiplicado por 50 
(constante ε) indica a concentração de DNA na amostra, em ng/μL. 

Além de calcular a concentração de DNA na amostra, este 
equipamento é acompanhado de um software que permite observar o 
espectro de absorbância da amostra em forma de gráfico permitindo que 
contaminações sejam detectadas mais facilmente (BOESENBERG-
SMITH et al., 2012).  

É importante medir a absorvância a 230nm e a 280nm uma vez 
que é comum as amostras de ácidos nucleicos estarem contaminadas 
com outras moléculas. Assim, ácidos nucléicos apresentam uma 
absorbância máxima a um comprimento de onda de 260nm, enquanto 
que as proteínas absorvem luz a 280nm e outros contaminantes 
orgânicos a 230nm. Com base nestas leituras, é calculada a razão da 
absorbância 260/280, que indica a pureza das amostras de DNA. O 
DNA puro deve apresentar uma razão A260/A280 que se situa entre 1,7 
e 2,0 (AGRAWAL et al., 2011). 
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5.6.3 Eletroforese em gel de agarose para avaliação da 

integridade do DNA 

 
Na avaliação da integridade do DNA foi preparado um gel de 

agarose a 1% (p/v) (Ludwig Biotec®) em tampão TBE 1X (Ludwig 
Biotec®) e adicionados 2,5 μL de brometo de etídio (Ludwig Biotec®), 
para atingir uma concentração de 0,5 μg/mL no gel. Foram aplicados 3 
μL de azul de bromofenol (Ludwig Biotec®), com 5 μL de DNA em 
cada poço. Foi então aplicada uma corrente de 100 volts durante 20 
minutos e após este tempo, o gel foi exposto à luz ultravioleta para 
detectar as bandas de DNA. 

O DNA das amostras íntegro surgiu como uma banda bem 
definida enquanto que o aparecimento de arrastamento indicou 
degradação do material genético (VINOD, 2004).  
 

5.6.4 Padronização da PCR-ASO para identificação das mutações 

F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A 
 

A PCR-ASO é um método de detecção direta de mutações que 
utiliza um par de oligonucleotídeos com seqüência específica na 
extremidade 3´ para cada alelo presente no lócus gênico (EDELMANN 
et al., 2004), requerendo, desta forma, duas amplificações 
independentes. Portanto, com duas PCRs diferentes é possível 
determinar se o paciente é homozigoto mutante, heterozigoto ou 
homozigoto selvagem, isto é, quando não possui a mutação. 

Para a detecção da mutação F508del foi utilizado o protocolo 
descrito por Perone e colaboradores (2010), o qual foi testado e 
adaptado às condições de trabalho a fim de obter-se a máxima 
sensibilidade e especificidade com os reagentes e equipamentos 
disponíveis. Para tanto, foram utilizados os primers da tabela 2.   
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edelmann%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15371909
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Tabela 2. Descrição da sequência dos iniciadores utilizados na PCR-
ASO para a mutação F508del. 
 

Mutação Sequência 5’→3’ 
Tamanho do 

produto (pb) 

F508del-S 
F508del-M 
F508del-R 

ACC ATT AAA GAA AAT ATC 
ATC TT 

ACC ATT AAA GAA AAT ATC 
ATT GG 

TGC AAG CTT CTT AAA GCA 
TA 

262 

Sufixo –S indica um primer especifico para alelo selvagem; sufixo –M 
um primer especifico para alelo mutante e sufixo –R primer utilizado na 
amplificação tanto do alelo selvagem quanto mutante. 
 

As condições de amplificação para a detecção da mutação 
F508del estão descritas na tabela 3.  

 
Tabela 3. Preparação da mix de PCR-ASO para amplificação e detecção 
da mutação F508del, em um volume final de reação de 25 µL. 
 

Reagente Concentração na reação 

DNA  50 ng 
Tris-HCl pH 8,3 (100 mM)* 10 mM 

MgCl2 (50 mM)* 3 mM 
dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM 

Iniciadores (100 pmoles-cada)* 10 pmoles 
Taq polimerase (5U/µL)* 1,25 U 

                 *Ludwig Biotec® 
 
 O programa de termociclagem para a amplificação e detecção da 
mutação F508del está descrito na tabela 4. 
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Tabela 4. Programa de PCR-ASO para a realização do gradiente de 
temperatura no termociclador DA-7600 (Da An Gene Co.). 
 

Ciclos da PCR-ASO Temperatura Tempo 

 

Desnaturação inicial 94°C 5 min 
Desnaturação 95°C 1 min 

35 ciclos Anelamento 54°C 30 seg 
Extensão 72°C 30 seg 

Extensão Final 72°C 10 min  
 

 Para analisar o produto amplificado foi preparado um gel de 
agarose 2% (p/v) (Ludwig Biotec®) em tampão TBE 1X (Ludwig 
Biotec®) e adicionados 3,5 μL de brometo de etídio (Ludwig Biotec®), 
para atingir uma concentração de 0,7 μg/mL no gel. Dez microlitros do 
produto amplificado foram aplicados com 3 μL de azul de bromofenol 
(Ludwig Biotec®) em cada poço e a eletroforese decorreu durante 60 
minutos a uma voltagem constante de 100 volts, utilizando um marcador 
de peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotec®) (Anexo 4). Após este 
tempo, as bandas foram visualizadas em transiluminador com luz 
ultravioleta (UV Transilluminator 2000 – Bio-Rad, EUA). 
 Para a realização da amplificação e detecção das mutações 
G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A por PCR-ASO, 
foram desenhados primers específicos para as mutações alvo. As 
sequências dos iniciadores não serão apresentadas neste estudo (Tabela 
5) por serem parte integrante de um kit diagnóstico para fibrose cística, 
o qual se encontra em fase de registro de patente. Entretanto, para esta 
etapa foram levadas em consideração as seguintes características dos 
iniciadores:  
 

 Tamanho entre 18–28 nucleótidos, o que confere uma boa 
especificidade a uma única sequência alvo, mesmo com um 
molde complexo como o DNA genômico humano;  

 Conteúdo ideal em GC de 40-60%, o que confere uma 
temperatura de melting (Tm) mais elevada, aumentando a 
especificidade para o DNA molde;  



 65 
 

 

 Ambos os iniciadores devem ter Tm que diferem entre si apenas 
de 2 a 5° C, assegurando que é atingida a temperatura de 
emparelhamento apropriada para os dois iniciadores no passo 
de anelamento.  

 Devem ser evitadas sequências que sejam complementares no 
próprio iniciador, para evitar a formação de estruturas 
secundárias e também no outro iniciador, para evitar a formação 
de dímeros que podem competir com a amplificação do produto 
de PCR pretendido (KAMPKE et al., 2001).  
 

Tabela 5. Tamanho do produto dos iniciadores utilizados na PCR-ASO 
para as mutações G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A. 
 

Mutação Tamanho do produto (pb) 

G542X 800 

R334W 296 

R1162X 453 

N1303K 872 

3120+1G>A 374 

 
 Para a detecção das mutações G542X, R334W, R1162X, 
N1303K e 3120+1G>A optou-se por utilizar a enzima Taq DNA 
Polimerase hot start, empregando para a Master mix seu tampão e 
cofator, resultando na produção de bandas mais intensas e específicas. 
As condições das singleplex PCRs padronizadas estão descritas nas 
tabelas 6 e 7. 
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Tabela 6. Preparação da mix de PCR-ASO para amplificação e detecção 
da mutação G542X, R334W, R1162X e N1303K, em um volume final 
de reação de 25 µL. 
 

Reagente Concentração na reação 

DNA  50 ng 
Tampão de PCR (5X)** 1X 

MgCl2 (25 mM)** 0,75 mM 
dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM 

Iniciadores (10 µM-cada)*** 0,4 µM 
Taq polimerase Hot Start (5U/µL)** 1,25 U 

               *Ludwig Biotec®; **Promega®;***Sigma®. 
 

 

Tabela 7. Preparação da mix de PCR-ASO para amplificação e detecção 
da mutação 3120+1G>A, em um volume final de reação de 25 µL. 
 

Reagente Concentração na reação 

DNA  50 ng 
Tampão de PCR (5X)** 1X 

MgCl2 (25 mM)** 0,75 mM 
dNTP (2,5 mM)* 0,2 mM 

Iniciadores (10 µM-cada)*** 0,6 µM 
Taq polimerase Hot Start (5U/µL)** 1,25 U 

               *Ludwig Biotec®; **Promega®;***Sigma®. 
 

O parâmetro fundamental que determina o sucesso da reação de 
PCR é a temperatura à qual os iniciadores se ligam à sequência-alvo, ou 
seja, a temperatura de anelamento. Esta temperatura situa-se geralmente 
5ºC abaixo da Tm dos iniciadores. Assim, uma das formas de 
optimização do PCR é realizar um gradiente que compreenda um 
intervalo que inclua estas temperaturas, a fim de determinar a mais 
específica (ISHII e FUKUI, 2001). Nesta pesquisa, a temperatura 
específica de anelamento dos primers dirigidos às mutações G542X, 

http://aem.asm.org/search?author1=Kousuke+Ishii&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Manabu+Fukui&sortspec=date&submit=Submit
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R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A foi de 60°C, conforme 
observado na tabela 8.  
 
Tabela 8. Programa de PCR-ASO para a realização do gradiente de 
temperatura no termociclador DA-7600 (Da An Gene Co.). 
 

Ciclos da PCR-ASO Temperatura Tempo 

 

Desnaturação inicial 94°C 2 min 
Desnaturação 94°C 1 min 

35 ciclos Anelamento 60°C 1 min 
Extensão 72°C 1 min 

Extensão Final 72°C 5 min  
 
O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 2% (p/v) 

(Ludwig Biotec®) com tampão TBE 1X (Ludwig Biotec®) e 
adicionados 3,5 μL de brometo de etídio (Ludwig Biotec®), para atingir 
uma concentração de 0,7 μg/mL no gel. Dez microlitros do produto 
amplificado foram aplicados com 3 μL de azul de bromofenol (Ludwig 
Biotec®) em cada poço e a eletroforese decorreu durante 60 minutos a 
uma voltagem constante de 100 volts, utilizando um marcador de peso 
molecular de 50 pb (Ludwig Biotec®) (Anexo 4). Após este tempo, as 
bandas foram visualizadas em transiluminador com luz ultravioleta (UV 
Transilluminator 2000 – Bio-Rad, EUA). 
 

5.6.5 Validação da técnica de PCR-ASO e comparação dos 

resultados obtidos com os do HIJG 

 
O controle de qualidade dos resultados foi realizado por meio da 

reprodutibilidade intra e inter-ensaio. Para os testes intra-ensaio houve 
repetição de todas as amplificações e comparação com os resultados 
anteriormente obtidos.  

Em relação aos testes de reprodutibilidade inter-ensaio foi 
realizada uma comparação dos resultados da PCR-ASO do presente 
estudo com os resultados obtidos de um kit diagnóstico para fibrose 
cística de 34 mutações (CFTRdel 2,3 (21kb), I507del (-ATC), F508del 
(-CTT), 1717-1G>A, G542X, G551D, R553X, R560T, 2143delT, 
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2183AA>G, 2184delA, 2184insA, 2789+5G>A, R1162X, 3659delC, 
3905insT, W1282X, N1303K; G85E, 394delTT, R117H, Y122X, 
621+1G>T, 711+1G>T, 1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E, 
1898+1G>A, 3120+1G>A, 3272-26A>G, Y1092X, 3849+10kbC>T, 
IVS8 5T/7T/9T) (Figura 5). Este kit inclui três passos: (1) isolamento do 
DNA; (2) amplificação por PCR utilizando primers biotinilados e (3) 
hibridação dos produtos de amplificação em uma tira teste, na qual se 
encontram sondas de oligonucleotídeos alelo-específicas dispostas em 
um array de linhas paralelas. As sequências biotiniladas ligadas neste 
array são detectadas usando fosfatase alcalina-estreptavidina e 
substratos de cor (CF StripAssay®). 

Para finalizar, quando possível foi comparado os resultados da 
técnica de PCR-ASO com os resultados obtidos do HIJG. 
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Figura 5. Desenho dos TestStrips. 
Fonte: Adaptado do manual de uso do kit CF StripAssay® (Vienna Lab). 
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5.6.6 Sequenciamento de Nova Geração 

 

Para investigar a ocorrência de polimorfismos/mutações raras e/ou 
novas mutações (não descritas) no gene CFTR foi realizado o 
sequenciamento de amostras de DNA genômico de 6 pacientes 
(Fluxograma 4)  através do uso de tecnologia baseada em chip 
semicondutor sensível ao íon hidrogênio (H+) (Ion Torrent Personal 

Genome Machine/Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA). 
Este consiste num método de sequenciamento de DNA por síntese, 
baseado na detecção de íons H+ que são liberados durante a 
polimerização de DNA, desta forma, o sistema Ion Torrent é capaz de 
determinar a sequência da molécula em estudo, transformando o sinal 
químico em sinal digital (MERRIMAN et al., 2012). 

As etapas envolvidas no processo de sequenciamento na plataforma 
Ion Torrent foram as seguintes: 1) Construção da biblioteca; 2) Preparo 
de template e 3) Sequenciamento em chip semicondutor (SHENDURE e 
JI, 2008; MERRIMAN et al., 2012; MARDIS, 2013). 

A construção da biblioteca iniciou-se com a amplificação dos 27 
éxons do gene CFTR por PCR multiplex. Em seguida, os amplicons 
produzidos nesta reação receberam nas extremidades 3’ e 5’ dois 
adaptadores de DNA com sequência conhecida, os quais são essenciais 
nas etapas posteriores do processo. Nesta etapa foram utilizados o kit 
Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, EUA) e painel de primers específico (Ion AmpliSeq™ CFTR 
Panel (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA)) para 
amplificação do gene CFTR. Como foram processadas 6 amostras na 
mesma corrida de sequenciamento, junto aos adaptadores sequências 
denominadas de barcodes foram utilizadas. Estas sequências são 
específicas para cada amostra, permitindo que no momento da análise 
cada amostra seja devidamente separada (MARDIS, 2008; 
MERRIMAN et al., 2012). 

As bibliotecas de DNA resultantes foram purificadas utilizando-se 
microesferas magnéticas (beads (AMPure beads)). Após o preparo das 
bibliotecas de DNA, realizou-se a etapa de PCR em emulsão utilizando-
se as esferas conhecidas como Ion Sphere Particles – ISP, que contêm 
primers complementares aqueles adaptadores adicionados durante o 
preparo da biblioteca. Nesta etapa, ocorre o preparo dos moldes para 
sequenciamento (template) através de uma PCR em emulsão, a qual 
consiste na amplificação clonal dos fragmentos de DNA dentro de 
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micelas geradas em uma solução emulsionada. Cada fragmento de DNA 
é isolado em uma micela independente, a qual funciona como um 
microrreator. Os microrreatores gerados na reação, quando submetidos a 
ciclos de PCR, fazem com que os adaptadores da biblioteca hibridizem 
ao primer da microesfera, produzindo novas cadeias de DNA fita dupla 
ligadas às beads. Após o término da reação, a emulsão foi desfeita com 
uma solução de recuperação contend detergente. As microesferas 
carregadas (positivas) foram recuperadas e separadas daquelas onde não 
houve amplificação através da reação de enriquecimento, a qual se 
baseia na interação estreptavidina-biotina. Portanto, na etapa final do 
enriquecimento, as esferas positivas recuperadas estavam com DNA fita 
simples ligado a elas (METZKER, 2010). 

Finalmente, as microesferas positivas contendo DNA foram 
depositadas em um chip semicondutor para sequenciamento. O chip 
semicondutor utilizado na reação foi o Ion 314TM Chip v2 com 
rendimento de até 100 Mb. Este chip é constituído por milhares de 
poços de diâmetro micrométrico, cada um com diâmetro suficiente para 
acomodar apenas uma microesfera carregada (MERRIMAN et al., 
2012).  

Abaixo dos micropoços, existe uma placa-sensor ISFET (Ion-

Sensitive field-effect transistor) que é sensível a alterações de pH. O 
equipamento Ion Torrent Personal Genome Machine (Life 
Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA) fornece às microesferas 
carregadas quatro nucleotídeos (A, C, T ou G) separadamente, desta 
forma, quando ocorre a incorporação de algum nucleotídeo em algum 
fragmento de DNA, a ligação fosfodiéster gerada liberará íons H+ no 
meio, alterando o pH no micropoço de reação. Esta alteração de pH foi 
detectada pelos semicondutores e transformada em impulsos elétricos 
que são interpretados por algoritmos especializados (ROTHBERG et al., 
2011; MERRIMAN et al., 2012).  

A análise da informação bruta obtida no sequenciamento foi 
realizada utilizando-se a plataforma de bioinformática Ion Reporter 
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA), o programa VEP 
(Variant Effect Predictor) do Ensembl 
(http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) e o software 
de análise de sequências de DNA Enlis Genome Research.  

As alterações detectadas (polimorfismos e mutações) foram 
identificadas recorrendo às bases de dados Cystic Fibrosis Mutation 

Database (CFTR1) (http://www.genet.sickkids.on.ca/app), Clinical and 

http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.genet.sickkids.on.ca/app


72 
 

 

Functional Translation of CFTR (CFTR2) (https://www.cftr2.org/) e 
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Preparo das bibliotecas: 

 Inserção de adaptadores; 
 Inserção de barcodes; 

 

Preparo dos templates: 

 PCR em emulsão; 
 Amplificação clonal; 
 Remoção das beads sem fragmento de DNA; 

 

6 pacientes (12 alelos): rastreio 
molecular prévio com painel 36 

mutações 
 

Coleta de material biológico 
 

Extração de DNA 
 

PCR multiplex 
 Amplificação dos 27 éxons 

 

 
 

Fluxograma 4. Etapas envolvidas no processo de sequenciamento. 
 
 
 

https://www.cftr2.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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6 RESULTADOS  

 

6.1 ESTUDO RETROSPECTIVO 

 
Após levantamento e análise dos prontuários dos 113 pacientes 

incluídos neste estudo foram identificadas 14 mutações, responsáveis 
por 69% dos alelos de FC em Santa Catarina, sendo que 70 alelos 
(30,97%) não foram identificados a partir do rastreio prévio utilizado 
(mutação F508del e painéis 3 e 36 mutações). A análise dos 226 alelos 
demonstrou que das 14 mutações identificadas, 6 (F508del, G542X, 
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) apresentavam frequência 
alélica superior a 1%, totalizando em conjunto 65,04% dos alelos 
caracterizados (Anexo 5). As demais mutações detectadas mostraram 
frequências menores que 1% e foram responsáveis por 3,08% dos alelos 
de FC. 

A descrição da frequência alélica para as mutações identificadas é 
apresentada na tabela 9. 
 
Tabela 9. Descrição da frequência alélica das mutações identificadas 
nos pacientes com fibrose cística atendidos no HIJG. 

Alelos n Frequência (%) 

F508del 116 51,33 
G542X 11 4,87 
R334W 5 2,21 
R1162X 5 2,21 
N1303K 5 2,21 

3120+1G>A 5 2,21 
CFTR dele2,3 (21 kb) 2 0,88 

R553X 1 0,44 
1717-1G>A 1 0,44 
2183AA>G 1 0,44 

I507del 1 0,44 
R1066C 1 0,44 
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W1282X 1 0,44 
Y1092X 1 0,44 

Não identificado 70 30,97 
Total 226 100 

                                n: número de alelos; 
Excluindo-se os alelos que não puderam ser identificados 

(30,97% dos casos), as 6 mutações com maior frequência representam 
94% dos alelos identificados a partir do rastreio prévio utilizado 
(mutação F508del e painéis 3 e 36 mutações) (Figura 6). 
                 

 
Figura 6. Distribuição das 6 mutações de maior frequência sobre o total 
de alelos de FC identificados no Estado de Santa Catarina. 
 

 

Quinze genótipos foram definidos a partir do rastreio prévio, 
conforme observado na tabela 10. Entre estes, a mutação F508del em 
homozigose foi a mais frequente, observada em 35 (30,97%) pacientes. 
Cinquenta e quatro pacientes (47,79%) não tiveram o diagnóstico 
molecular definido, apesar de todos apresentarem os critérios clínicos 
característicos da doença (Anexo 5). Destes (n=54), 40 (74,07%) 
apresentaram o genótipo parcialmente caracterizado e nenhuma mutação 
foi detectada nos outros 14 (25,92%). 
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Tabela 10. Descrição da frequência genotípica das mutações 
identificadas nos pacientes com fibrose cística atendidos no HIJG. 
 

Genótipos n Frequência (%) 

 F508del/ F508del 35 30,97 
 F508del/N1303K 5 4,42 
 F508del/R1162X 3 2,65 
 F508del/R334W 2 1,77 
G542X/R334W 2 1,77 

G542X/3120+1G>A 2 1,77 
G542X/G542X 2 1,77 

 F508del/3120+1G-A 1 0,88 
R1162X/R1162X  1 0,88 
G542X/R553X  1 0,88 

G542X/1717-1G>A 1 0,88 
 F508del/2183AA>G 1 0,88 

 F508del/W1282X 1 0,88 
F508del/Y1092X 1 0,88 

3120+1G>A/I507del 1 0,88 
 F508del/? 33 29,20 
G542X/? 2 1,77 

CFTR dele2,3 (21 Kb)/? 2 1,77 
R334W/?  1 0,88 

3120+1G>A/ ? 1 0,88 
R1066C/?  1 0,88 

?/? 14 12,39 
Total 113 100 

n: tamanho amostral em número absoluto de pacientes; ? = Mutação não 
identificada; 
 

As 6 mutações selecionadas para realizar o estudo prospectivo, 
quando em combinação, apresentaram potencial para definir o 
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diagnóstico molecular em 89,83% dos pacientes – 9 dos 15 genótipos 
definidos. 
 
 
6.2 ESTUDO PROSPECTIVO 

 

6.2.1 Determinação da concentração, grau de pureza e 

integridade do DNA genômico 

 

As amostras de DNA utilizadas neste estudo foram avaliadas 
segundo o procedimento de controle de qualidade anteriormente citado, 
que engloba a determinação da concentração de DNA, grau de pureza e 
avaliação da integridade do material genético. 

Em relação aos parâmetros de concentração e grau de pureza, as 
amostras encontravam-se dentro do intervalo aceitável com uma 
concentração média de DNA de 58,532,1 e razão da absorbância 
260/280 média de 1,790,05 (Tabela 11). 

 
Tabela 11. Resultados da quantificação e grau de pureza das amostras 
de DNA avaliadas pelo equipamento NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher 
Scientific). 
 

Amostra Concentração de DNA (ng/µL) Razão A260/A280 

25 89,8 1,79 
26 80,5 1,78 
27 44,0 1,72 
29 78,0 1,77 
31 165,2 1,84 
1 34,6 1,75 
8 59,5 1,81 
11 13,8 1,70 
16 84,0 1,83 
18 37,3 1,84 
20 55,7 1,76 
21 46,7 1,73 
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6 50,4 1,75 
9 55,8 1,85 
17 35,8 1,77 
19 98,6 1,78 
24 53,6 1,78 
30 35,1 1,86 
33 71,9 1,79 
34 89,9 1,83 
36 24,9 1,70 
37 40,6 1,79 
38 43,1 1,74 
39 14,9 1,90 

 
 As amostras com parâmetros fora do controle de qualidade 
apresentavam concentração média de DNA de 33,524,0 e razão 
A260/A280 média de 1,640,02 (Tabela 12). 
 
 
Tabela 12. Resultados da quantificação e grau de pureza das amostras 
que se encontravam fora do intervalo da razão A260/A280. 
 

Amostra Concentração de DNA (ng/µL) Razão A260/A280 

28 27,2 1,67 
35 65,5 1,63 
10 7,7 1,61 

 

 Após a verificação destes parâmetros, as amostras foram 
avaliadas quanto à integridade por eletroforese em gel de agarose a 1% 
(p/v), onde foram obervadas bandas sem a presença de arrastamento, 
indicando que as mesmas não se encontravam degradadas.  
 Após o controle de qualidade das 27 amostras foi possível 
determinar que, relativamente à pureza do DNA, 88,9% das amostras 
encontravam-se dentro do intervalo 1,7 e 2,0 e 11,1% não foram aceitas 
neste parâmetro, no entanto, esta limitação da amostra não comprometeu 
as análises posteriores. Em relação à integridade do DNA em gel de 
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agarose, 81,5% das amostras apresentavam DNA genômico íntegro com 
bandas bem definidas enquanto 18,5% não apresentavam bandas 
definidas. 
 

6.2.2 Padronização da técnica de PCR-ASO para detecção da 

mutação F508del  

 
Neste estudo, os resultados da PCR-ASO para detecção da 

mutação F508del apresentavam concordância absoluta com os 
resultados do HIJG, conforme pode ser observado nas figuras 7 a 11. E 
os testes intra-ensaio revelaram reprodutibilidade de 100%, pois não 
houve discrepância entre os resultados obtidos na primeira e na segunda 
amplificação.

 

 

 
 

A B 

CN1 CN2 CP P17 P16 P8 PPM CN1 

 

CN2 

 
PPM CP 

 
P17 P16 P6 P9 P8 

 
P6 P9 

262 pb 
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350 pb 

250 pb 

1000 pb 

 
Figura 7. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A está representada a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal 
e em B a amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. 
PPM: Padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: 
controle negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo 
(paciente não portador da deleção F508del); CP: controle positivo 
(paciente portador da deleção F508del em homozigose 
(F508del/F508del); P17: paciente 17  - heterozigoto para a deleção 
F508del (F508del/?); P16: paciente 16 - heterozigoto para a deleção 
F508del (F508del/?); P8: paciente 8 - heterozigoto para a deleção 
F508del (F508del/?); P6: paciente 6 - heterozigoto para a deleção 
F508del (F508del/?); P9: paciente 9 - heterozigoto para a deleção 
F508del (F508del/?); 
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 Figura 8. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A está representada a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal 
e em B a amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. 
PPM: padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: 
controle negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo 
(paciente não portador da deleção F508del); P18: paciente 18 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P1: paciente 1  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P37: paciente 37 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P36: paciente 36 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P35: paciente 35 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P34: paciente 34 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); 
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 Figura 9. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A está representada a 
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amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal 
e em B a amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. 
PPM: padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: 
controle negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo 
(paciente não portador da deleção F508del); P19: paciente 19  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P29: paciente 29  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P26: paciente 26 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P24: paciente 24 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P21: paciente 21 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P20: paciente 20 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); 
 

 

 

 
 
 A B 
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Figura 10. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A está representada a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal 
e em B a amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. 
PPM: padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: 
controle negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo 
(paciente não portador da deleção F508del); P30: paciente 30  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P33: paciente 33  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P38: paciente 38 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P39: paciente 39 - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P25: paciente 25 - não 
portador da deleção F508del; P31: paciente 31 - heterozigoto para a 
deleção F508del (F508del/?); 
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Figura 11. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação F508del em gel de agarose 2% (p/v). Em A está representada a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal 
e em B a amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. 
PPM: padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: 
controle negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo 
(paciente não portador da deleção F508del);  P10: paciente 10  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P11: paciente 11  - 
heterozigoto para a deleção F508del (F508del/?); P27: paciente 27 - não 
portador da deleção F508del; P28: paciente 28 - não portador da deleção 
F508del; 
 

6.2.3 Padronização da técnica de PCR-ASO para detecção das 

mutações G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A 

 
 A padronização realizada neste estudo foi bem sucedida, pois 
apresentou reprodutibilidade intra-ensaio de 100% e concordância 
absoluta com os resultados do HIJG, conforme demonstrado na figura 
12. 
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Figura 12. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação das 
mutações G542X, 3120+1G>A, R334W, N1303K e R1162X em gel de 
agarose 2% (p/v). Em A está representada a amplificação com os 
iniciadores dirigidos ao alelo selvagem ou normal e em B a amplificação 
com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: padrão de peso 
molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CP G542X: controle positivo - 
heterozigoto para a mutação G542X (G542X/?); CP 3120+1G>A: 
controle positivo - heterozigoto para a mutação 3120+1G>A 
(3120+1G>A/?); CP R334W: controle positivo - heterozigoto para a 
mutação R334W (R334W/?); CP N1303K: controle positivo - 
heterozigoto para a mutação N1303K (N1303K/?); CP R1162X: 
controle positivo - heterozigoto para a mutação R1162X (R1162X/?); 
CN: controle negativo sem adição de DNA; 
 

6.2.4 Detecção das mutações G542X, R334W, R1162X, N1303K e 

3120+1G>A 

 
Uma única amplificação com iniciadores dirigidos ao alelo 

mutante foi realizada, pois os pacientes deste estudo eram heterozigotos 
para a mutação F508del, logo se determinou a mutação do outro alelo. 
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Nenhum dos pacientes do estudo apresentou a mutação 3120+1G>A, 
entretanto, os pacientes que apresentavam as mutações G542X, R334W, 
N1303K e R1162X estão demonstrados nas figuras 13 a 20. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata, acrescidos de um controle 
negativo (sem adição de DNA), controle negativo (pacientes sem a 
mutação) e controle positivo (pacientes com a mutação em questão). 

 
Figura 13. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação G542X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
G542X; CP: controle positivo para a mutação G542X; PN: pacientes 
negativos para a mutação G542X; P11: paciente 11  - positivo para a 
mutação G542X; P18: paciente 18  - positivo para a mutação G542X; 
 

 
Figura 14. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação G542X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
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amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
G542X; CP: controle positivo para a mutação G542X; PN: pacientes 
negativos para a mutação G542X; P35: paciente 35  - positivo para a 
mutação G542X; 
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Figura 15. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação R334W em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
R334W; CP: controle positivo para a mutação R334W; P1: paciente 1  - 
positivo para a mutação R334W; PN: pacientes negativos para a 
mutação R334W; P20: paciente 20  - positivo para a mutação R334W; 
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Figura 16. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação R334W em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
R334W; CP: controle positivo para a mutação R334W; PN: pacientes 
negativos para a mutação R334W; 
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Figura 17. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação N1303K em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
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amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
N1303K; CP: controle positivo para a mutação N1303K; PN: pacientes 
negativos para a mutação N1303K; P21: paciente 21  - positivo para a 
mutação N1303K; 
 

 
Figura 18. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação N1303K em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1 controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
N1303K; CP: controle positivo para a mutação N1303K; PN: pacientes 
negativos para a mutação N1303K; 

 
Figura 19. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação R1162X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
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amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
R1162X; CP: controle positivo para a mutação R1162X; PN: pacientes 
negativos para a mutação R1162X; P16: paciente 16  - positivo para a 
mutação R1162X; 
 

 
 

Figura 20. Eletroforese dos produtos resultantes da amplificação da 
mutação R1162X em gel de agarose 2% (p/v). Representada somente a 
amplificação com os iniciadores dirigidos ao alelo mutante. PPM: 
padrão de peso molecular com 50pb (Ludwig Biotec®); CN1: controle 
negativo sem adição de DNA; CN2: controle negativo para a mutação 
R1162X; CP: controle positivo para a mutação R1162X; PN: pacientes 
negativos para a mutação R1162X; 
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6.2.5 Reprodutibilidade inter-ensaio dos resultados  
 
 
 Os resultados obtidos na PCR-ASO para as mutações F508del, 
G542X R334W, N1303K, R1162X e 3120+1G>A foram comparados 
aos resultados obtidos em um Kit de diagnóstico de fibrose cística, 
constituído a partir de um painel de 34 mutações (Figuras 21 a 26). 
Estes testes inter-ensaio para uma mesma amostra de DNA revelaram 
concordância de 100% e comprovaram a especificidade, 
reprodutibilidade e acurácia da técnica de PCR-ASO padronizada neste 
estudo. 
 

 
 

Figura 21. Resultado obtido com o painel 34 mutações para o controle 
negativo (paciente sem as mutações F508del, G542X, R334W, N1303K, 
R1162X e 3120+1G>A). A seta indica o controle da prova. 
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Figura 22. Resultado obtido com o painel 34 mutações para os 
pacientes 11, 18 e 35, heterozigotos compostos para as mutações 
F508del/G542X. 
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Figura 23. Resultado obtido com o painel 34 mutações para os 
pacientes 1 e 20, heterozigotos compostos para as mutações 
F508del/R334W. 
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Figura 24. Resultado obtido com o painel 34 mutações para o paciente 
21, heterozigoto composto para as mutações F508del/N1303K. 
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Figura 25. Resultado obtido com o painel 34 mutações para o paciente 
16, heterozigoto composto para as mutações F508del/R1162X. 
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Figura 26. Resultado obtido com o painel 34 mutações para os 
pacientes 6, 17 e 34, negativos para a mutação 3120+1G>A e 
heterozigotos para a mutação F508del. 
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6.2.6 Panorama do rastreamento com as mutações F508del, 

G542X R334W, N1303K, R1162X e 3120+1G>A 

 
No terceiro estudo retrospectivo, onde avaliamos o rastreamento 

molecular realizado e o resultado do estudo genético dos pacientes, 
observamos que 54 dos 113 pacientes atendidos no HIJG apresentavam 
genótipo parcialmente definido ou não identificado (Anexo 5). Com 
base neste estudo foi possível definir a população de estudo, entretando, 
somente 27 dos 54 pacientes aceitaram coletar a amostra de sangue e 
participar do estudo prospectivo. 

Estes 27 pacientes previamente realizaram rastreio molecular 
para a mutação F508del ou painel 3 mutações (F508del; R553X; 
N1303K) ou painel 36 mutações (711+1G>T; 3120+1G>A; 621+1G>T; 
1717-1G>A; CFTR dele2,3(21Kb); 3849+10Kb C>T; 2789+5G>A; 
1898+1G>A; G542X;  G85E; Y1092X(C>A); G551D; R553X; 
3659delC; N1303K; R560T; R117H; R1162X; L1077P; R117C; 
R1066C; L1065P; W1282X;  R347H;R347P;  I507del; T338I; F508del; 
I336K; 1677delTA; R334W;  3272-26 A>G; 1078delT; 2183AA>G; 
2184insA; 2143delT e região poliT), conforme observado na tabela 13. 
Os pacientes (n=21) que realizaram rastreamento molecular prévio para 
a mutação F508del ou painel de 3 mutações foram submetidos à 
detecção molecular por PCR-ASO das 6 mutações de maior frequência 
alélica (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) 
encontradas no segundo estudo retrospectivo (Anexos 5 e 6). 

Neste estudo preliminar com 21 pacientes (42 alelos), o 
rastreamento molecular com as mutações de maior frequência alélica 
definiu o genótipo em 7 (33,33%) e apresentou um poder de detecção de 
66,67% (Tabelas 14 e 15). Quatorze pacientes (66,66%) não tiveram o 
genótipo definido pelo rastreio molecular com as 6 mutações e nenhum 
paciente do estudo apresentou a mutação 3120+1G>A. 
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Tabela 13. Participantes da pesquisa, rastreamento molecular 
previamente realizado e resultado do teste genético. 

 

Pacientes 

 

Rastreamento molecular 

realizado* 

Resultado do teste 

genético* 

1 F508del F508del em 
heterozigose 

6 F508del F508del em 
heterozigose 

8 F508del F508del em 
heterozigose 

9 F508del F508del em 
heterozigose 

10 F508del F508del em 
heterozigose 

11 F508del F508del em 
heterozigose 

16 F508del F508del em 
heterozigose 

17 F508del F508del em 
heterozigose 

18 F508del F508del em 
heterozigose 

21 F508del F508del em 
heterozigose 

30 F508del F508del em 
heterozigose 

33 F508del F508del em 
heterozigose 

34 F508del F508del em 
heterozigose 

35 F508del F508del em 
heterozigose 

19 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

20 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 
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24 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

36 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

37 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

38 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

39 Painel 3 mutações F508del em 
heterozigose 

25 Painel 36 mutações Negativo 
26 Painel 36 mutações F508del em 

heterozigose 
27 Painel 36 mutações Negativo 
28 Painel 36 mutações R1066C em 

heterozigose 
29 Painel 36 mutações F508del em 

heterozigose 
31 Painel 36 mutações F508del em 

heterozigose 
*Informações obtidas de prontuários e laudos de investigação genética 
do HIJG. 
 
 
Tabela 14. Genótipos definidos com 5 mutações. 
 

Genótipos n Frequência (%) 

 F508del/G542X 3 14.28 
F508del/R334W 2 9.52 
F508del/R1162X 1 4.76 
F508del/N1303K 1 4.76 

Total 7 33,33 
                 n: tamanho amostral em número absoluto de pacientes. 
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Tabela 15. Frequência alélica das 5 mutações nos pacientes analisados. 

Mutações detectadas n Frequência (%) 

F508del 21 50 
G542X 3 7.14 
R334W 2 4.76 
R1162X 1 2.38 
N1303K 1 2.38 

Poder de detecção 28 66,67 
ND 14 33.33 

Total 42 100 
                                            n: número de alelos; ND: alelos com 
mutações não detectadas; 

6.2.7 Sequenciamento de Nova Geração  
 

6.2.7.1 Controle de qualidade e desempenho  

 
O sequenciamento do gene CFTR dos 6 pacientes, que 

previamente realizaram triagem com painel de 36 mutações (Tabela 13 e 
Anexo 6), foi processado na mesma corrida produzindo um pool de 
amostras, o que gerou um perfil de resultados em termos de rendimento 
e qualidade dos dados. Os dados obtidos do experimento apresentaram 
boa qualidade. Esta ocorrência deveu-se em parte às condições de 
carregamento do chip com as microesferas contendo em sua superfície 
as moléculas a serem sequenciadas. O carregamento do chip com as 
microesferas enriquecidas foi eficiente, pois o total de bases geradas a 
partir do carregamento de 79% da área total do chip foi de 84,7 Mb 
(Figura 27). 
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Figura 27. Imagem da área de carregamento do chip contendo as 
microesferas (Ion Sphere Particles- ISP) com os pools de amplicons. A 
variação da escala de cores indica a densidade de poços carregados com 
beads enriquecidas; cores tendendo para o vermelho indicam boa 
densidade, e cores tendendo para o azul, indicam baixa densidade de 
microesferas carregadas. M: Megabases 
 

A figura 28 apresenta um resumo das condições de carregamento 
do chip. O total de microesferas carregadas foi de 994.273, que 
ocuparam uma área de 79% do chip (Figura 28A). Destas, 100% 
continham moléculas de DNA (Figura 28B) e destas, 60% (600.978 
microesferas) eram clonais (Figura 28C), ou seja, microesferas com 
apenas um tipo de molécula de DNA que foi sequenciada em um poço 
específico. Das 600.978 microesferas clonais, 88% (530.476) geraram 
leituras de reads que foram utilizadas nas análises; os 12% excluídos 
correspondem a 8% retirados por serem de baixa qualidade e 4% 
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continham sequências de teste de fragmento, sequências conhecidas e 
introduzidas junto com a biblioteca para análise de qualidade (Figura 
28D). Do total de bases geradas (84,7 Mb) 55% geraram sequências 
adequadas.  

 

 
Figura 28. Rendimento das microesferas (Ion Sphere Particles- ISP) 
geradas.  A) carregamento do chip, B) presença de microesferas 
enriquecidas, C) presença de microesferas clonais, D) biblioteca efetiva. 
 
 

A figura 29 apresenta o perfil de distribuição do tamanho das 
reads e seu número total por tamanho. Observa-se um perfil de 
distribuição das reads na faixa entre 160 e 184 pb. Este perfil reflete 
uma seleção uniforme na etapa final do preparo da biblioteca, pois o 
perfil esperado é de um pico único na faixa entre 170 e 220 pb para um 
melhor rendimento e montagem inequívoca dos alinhamentos.  

 
 

A 

B 

C 

D 
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Figura 29. Distribuição dos tamanhos das leituras geradas. O eixo y 
corresponde ao número de reads e o eixo x, o tamanho das reads. 

 
A tabela 16 apresenta os resultados de qualidade geral das reads 

e bases alinhadas. O parâmetro AQ (Alignment Quality) refere-se à 
qualidade de alinhamento em escala Phred; AQ17 corresponde à escala 
Phred de 17, ou seja, 2% de erro na identificação de bases em uma 
determinada read (isto é, 2 nucleotídeos incorretos em uma read de 100 
pb); AQ20 equivale a 1% de erro e "perfeito" equivale a qualidade igual 
ou superior a AQ30 (≤0,1% de erro). O resultado de alinhamento das 
reads para o pool de pacientes apresentou 67,8 Mb de sequências com 
qualidade superior a AQ30; estas sequências correspondem a reads com 
comprimento médio de 139 pb sem nenhum erro de sequenciamento.  
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Tabela 16. Qualidade de alinhamento das reads. 
 AQ17 AQ20 Perfeito 

Número total de bases 

(Mb) 

79,95 77,1 67,8 

Comprimento médio (pb) 158 154 139 
       AQ17: alignment quality 17; AQ20: alignment quality 20; Mb: 
mega bases; pb: pares de bases. 

 
 
Para concluir, o sequenciamento do gene CFTR nos 6 pacientes 

gerou uma média de 86.300 reads por paciente. Em média, 98% destas 
são mapeadas para as regiões alvo do gene CFTR. Para os 6 pacientes 
analisados em um chip 314TM obteve-se uma cobertura média de 
225.000X, que se mostrou muito satisfatória, uma vez que os valores de 
cobertura impactam diretamente na qualidade e confiabilidade da 
detecção de variantes. 

6.2.7.2 Alterações encontradas 

 
No total, foram detectadas 9 alterações diferentes nas 6 amostras, 

descritas na tabela 17.  
 
Tabela 17. Alterações detectadas nas 6 amostras analisadas por 
sequenciamento. 
Nome legal Localização cDNA dbSNP 

E92X* Éxon 4 c.274G>T rs121908751 

M470V** Éxon 10 c.1408G>A rs213950 

P205S* Éxon 6 c.613C>T rs121908803 

F508del* Éxon 10 c.1521_1523delCTT rs113993960 

IVS8(TG)m** Íntron 8 c.1242-12_1242-35TG rs200454589 
R1066C* Éxon 20 c.3196C>T rs78194216 

406-6T->C** Íntron 3  c.274-6T>C rs371315549 

711+5G->A* Íntron 5 c.579+5G>A rs78440224 

3132delTG* Éxon 19 c.3002_3003delTG rs193922731 

     *Mutações; **Polimorfismos; dbSNP: Single Nucleotide 

Polymorphism Database; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs121908751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs213950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs121908803
javascript:void(0)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs78194216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs371315549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs78440224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs193922731
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Dos 6 pacientes, que previamente realizaram o rastreamento 
molecular com painel 36 mutações, 3 tiveram o genótipo (mutação) 
definido pelo sequenciamento, 2 tiveram o genótipo parcialmente 
definido e 1 não teve o genótipo definido por nenhuma das duas técnicas 
(Tabela 18). 

 
Tabela 18. Comparação dos resultados obtidos com o painel 36 
mutações e sequenciamento dos 6 pacientes incluídos no estudo. 
 

PACIENTES 

RESULTADOS 

PAINEL 36 MUTAÇÕES 

RESULTADOS 

SEQUENCIAMENTO 

Genótipo 

Mutações 

Genótipo 

Polimorfismos 

Genótipo 

Mutações 

Genótipo 

Polimorfismos 

25 ND ND E92X/? M470V/? 

26 F508del/? 9T/7T F508del/ 
P205S 

M470V/? 
9T/7T 

27 ND 7T/7T ND M470V/? 
7T/7T 

28 R1066C/? 7T/7T R1066C/? 
406-6T->C/? 

7T/7T 

29 F508del/? 9T/7T 
F508del/ 
711+5G-

>A 

M470V/? 

9T/7T 

31 F508del/? 9T/7T F508del/ 
3132delTG 

M470V/? 

9T/7T 

ND: Nenhuma mutação detectada pela técnica; ? = Mutação ou 
polimorfismo não detectado; 
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7 DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 
 

7.1 ESTUDO RETROSPECTIVO 

 
No Brasil, o programa nacional de triagem neonatal contempla 

a triagem para FC com a dosagem sérica do IRT. A confirmação 
diagnóstica com a análise da concentração de eletrólitos no suor (teste 
do suor) e a pesquisa da mutação mais comum, a F508del 
(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). Entretanto, estudos mostraram que 
a frequência da mutação F508del no Brasil é de aproximadamente 47% 
(FAUCZ et al., 2010), muito similar as frequências encontradas em 
Portugal (45%), Espanha (53%) e Itália (51%), provavelmente em 
decorrência da colonização ocorrida no Brasil por esses países 
(BOBADILLA et al., 2002). Deste modo, não sendo a população 
brasileira etnicamente homogênea, a heterogeneidade de mutações varia 
entre as regiões (ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al., 2005).  

No presente estudo, dos 226 alelos analisados (Tabela 9), a 
mutação F508del foi identificada em 116 (51,33%). Outras pesquisas de 
frequência alélica realizadas no Brasil também revelaram variações na 
prevalência da F508del como observado por Streit et al. (2003) no Rio 
Grande do Sul, Raskin et al. (2003) no Paraná,  Coutinho et al. (2013) 
em São Paulo, Perone et al. (2010) em Minas Gerais, Cabello et al. 
(2001) no Rio de Janeiro e Araújo et al. (2005) no Pará,  nos quais, 
respectivamente, as análises de 154, 100, 140, 222, 148 e 66 alelos, 
mostraram a frequência de 48,7%, 39%, 50%, 48,2%, 25,68% e 22,7%. 
Além da mutação F508del apresentar prevalências variáveis de Estado 
para Estado, a sua frequência também tem se mostrado reduzida em 
comparação as taxas mundiais e aquelas registradas em populações 
euro-descendentes (cerca de 66% dos casos), provavelmente em 
decorrência da variação étnica em cada região (BOBADILLA  et al., 
2002; ALVAREZ et al., 2004; OKAY et al., 2005). 

Embora a F508del seja a mutação mais frequente e a 
preconizada pelo programa nacional de triagem neonatal para o 
diagnóstico da FC (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004; BIEGER et al., 
2012), outras mutações podem estar envolvidas. Em análise de pacientes 
brasileiros com FC, Raskin e colaboradores (1999) mostraram que a 
F508del e outras 4 mutações (G542X, N1303K, G551D e R553X) 
representaram 56% dos alelos de FC. Segundo o Registro Brasileiro de 
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Fibrose Cística, 2014, as 4 mutações não F508del mais frequentes foram 
G542X (4,33%), 3120+1G>A (1,18%), R334W (1,12%) e R1162X 
(1%).  

Em Santa Catarina observamos 5 mutações (G542X, R334W, 
R1162X, N1303K e 3120+1G>A) com frequência alélica superior a 1%, 
que em conjunto com a mutação F508del totalizaram 65,04% dos alelos 
caracterizados (Tabela 9). Analisando-se somente a mutação F508del, a 
taxa de detecção foi de 51,33%, desta forma a utilização de estratégias 
baseadas na análise adicional de outras mutações do gene CFTR permite 
aumentar a acuidade do diagnóstico da FC, melhorando o valor 
preditivo dos programas de rastreio como o teste de triagem neonatal e o 
teste do suor (CABELLO et al., 2003; ROSENSTEIN et al., 2003).  

Portanto, excluindo-se os alelos que não puderam ser 
identificados (30,97% dos casos), as 6 mutações (F508del, G542X, 
R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) com maior frequência 
encontradas em nosso estudo representaram 94% dos alelos 
identificados (Figura 6). Em nossa casuística, a mutação G542X foi 
identificada em 4,87% dos alelos analisados (Tabela 9). Frequência 
semelhante às encontradas nos estudos de Alvarez et al. (2004),  Cabello 
et al., (2005), Friedrich (2007),  Faucz et al., (2007), Perone et al. (2010) 
e Coutinho et al. (2013), que respectivamente foram: 4,2%, 2,1%, 4,1%, 
6,3%, 4,5% e 4,3%. Mundialmente, a mutação G542X é a segunda mais 
frequente (2,4%), sendo mais prevalente na Itália e Espanha 
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/).  

As outras 4 mutações (R334W, R1162X, N1303K e 
3120+1G>A) verificadas em nosso estudo apresentaram a mesma 
frequência alélica de 2,21%. Numa investigação realizada em 
fibrocísticos na cidade do Rio de Janeiro, Cabello et al. (2001) 
identificaram a mutação R334W como a responsável pela doença em 
2,6% dos indivíduos analisados, cujos resultados foram similares ao do 
presente estudo e de Bernardino et al. (2000) em amostra de São Paulo. 
No Rio Grande do Sul, esta mutação, mais encontrada no sul da Europa, 
foi detectada em 1,3% de indivíduos analisados (STREIT et al., 2003). 

A frequência detectada da mutação R1162X em nossa pesquisa 
foi semelhante à encontrada no Estado do Paraná. Dos 100 alelos 
analisados apenas dois (2%) apresentaram a mutação, comum na Itália 
(RASKIN et al., 2003). Coutinho et al. (2013) também verificaram esta 
mutação em 2,4% dos alelos em pacientes no Estado de São Paulo.  
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A N1303K é a quarta mutação mundialmente mais frequente 
(1,3%), sendo mais prevalente na Itália 
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Na presente pesquisa foi identificada 
em 2,21% dos 226 alelos analisados. Bernardino et al. (2000) e 
Coutinho et al. (2013) encontraram as seguintes frequências, 
respectivamente, 2,5% e 1,43%. Enquanto Raskin et al. (2003) e Faucz 
et al. (2007) identificaram esta mutação em 5,21% e 4,5% dos alelos, 
respectivamente.  

A mutação 3120+1G>A é a mais prevalente (46%) na África 
(GOLDMAN et al., 2001) e a segunda mais prevalente (9-14%) em 
americanos afrodescendentes, perdendo em frequência apenas para a 
F508del (MACEK JUNIOR et al., 1997; MASEKELA et al., 2013). No 
Brasil, Cabello et al. (2001), foram os primeiros a reportar essa mutação 
em 5 pacientes (6,7%) no Rio de Janeiro. No Estado da Bahia, onde a 
população é bastante miscigenada esta mutação foi encontrada em 4 
pacientes (9%) (MOTA, 2015) e em Minas Gerais em 9 pacientes 
(4,05%) (PERONE et al., 2010). No Estado de Santa Catarina, onde a 
maioria é de origem caucasóide, esta mutação foi encontrada em 5 
pacientes (2,21%), o que presumivelmente emergiu de mistura étnica 
com afrodescendentes. 

As demais mutações detectadas em Santa Catarina mostraram 
as seguintes frequências (Tabela 9): CFTR dele2,3 (21 kb) (0,88%), 
R553X (0,44%), 1717-1G>A (0,44%), 2183AA>G (0,44%), I507del 
(0,44%), R1066C (0,44%), W1282X (0,44%) e Y1092X (0,44%). CFTR 
dele2,3 (21 kb) é uma mutação de origem eslava (DORK et al., 2000) e 
não há relatos de sua descrição no Brasil. As mutações R553X, 1717-
1G>A, I507del e R1066C são de origem européia e no Brasil foram, 
respectivamente, identificadas em 0,28%, 0,22%, 0,12% e 0,28% dos 
alelos analisados (CASTELLANI et al., 2008; REGISTRO 
BRASILEIRO DE FC, 2014). A 2183AA>G foi encontrada pela 
primeira vez em três pacientes com FC de origem sardenha 
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr) e no Brasil a frequência observada foi 
de 0,25% (REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014). A W1282X é uma 
mutação de origem Judaica-Ashkenazi (ZIELENSKI e TSUI, 1995) 
encontrada em 0,50% dos alelos analisados no Brasil (REGISTRO 
BRASILEIRO DE FC, 2014). A mutação Y1092X foi identificada pela 
primeira vez na população canadense francesa (BOZON et al., 1994; 
PEREIRA et al.,1999) e no Brasil foi observada com uma frequência de 
0,19% (REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014).  
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Segundo as diretrizes do programa nacional de triagem neonatal 
somente a identificação de duas mutações patogênicas no gene CFTR, 
uma em cada alelo, confirma o diagnóstico molecular (REIS e 
DAMACENO, 1998). Em nosso estudo, observamos que 30,97% 
(Tabela 10) dos pacientes tiveram o diagnóstico molecular definido pela 
mutação F508del, este baixo percentual de pacientes com teste genético 
confirmado por duas mutações também foi verificado em pesquisas 
realizadas no Rio Grande do Sul (STREIT et al., 2003), São Paulo 
(COUTINHO et al., 2013), Minas Gerais (PERONE et al., 2010) e Rio 
de Janeiro (OKAY et al., 2005) onde pacientes homozigotos para a 
mutação F508del totalizaram, respectivamente, 31,2%, 30%, 26,13% e 
10,81% dos casos de FC.  

No entanto, dos genótipos definidos de nossa pesquisa 6 
mutações (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A), 
quando em combinação, apresentaram potencial para definir o 
diagnóstico molecular em 89,83% dos pacientes fibrocísticos 
catarinenses (Tabela 10). Este achado é particularmente importante, pois 
a presença de determinadas mutações no gene CFTR contribuem na 
determinação da gravidade das manifestações clínicas da doença 
(CASTELLANI et al., 2008). A mutação F508del, por exemplo, está 
associada às manifestações clínicas graves de FC, entretanto, existe uma 
grande variabilidade do grau de comprometimento da doença entre as 
pessoas que apresentam esta mutação em homozigose e quando em 
combinação com mutações das classes IV, V ou VI do gene CFTR (OOI 
et al., 2011). Além disso, o conhecimento da identidade genética de cada 
paciente pode contribuir para um tratamento individualizado e não 
padronizado (SLOANE e ROWE, 2010). 

Neste contexto, no mercado internacional novos medicamentos 
estão sendo utilizados com êxito na modulação da proteína CFTR, 
agindo de maneira mutação-específica (CASTRO e FIRMIDA, 2011), o 
que depõe contra o rastreio molecular de uma única mutação em Santa 
Catarina e no Brasil. As mutações de classe I (G542X, R1162X e 
3120+1G>A) identificadas em nosso estudo, embora apresentem baixa 
frequência, vale ressaltar que estudos em modelos animais e humanos 
têm sido promissores para novos fármacos corretores da função da 
CFTR para essas mutações, entre eles, PTC124 (FLUME et al., 2012). 

Ao contrário da mutação F508del, também de classe II, com 
alta frequência, a N1303K apresentou baixa prevalência (2,21% dos 
alelos analisados). Para essa classe de mutação, fármacos corretores e 
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potenciadores da função da CFTR têm sido pesquisados, tais como VX-
770 e VX-809 (FLUME et al., 2012; COUTINHO et al., 2013).  

A G551D de classe III é a terceira mutação, mundialmente, 
mais prevalente (1,6%), sendo encontrada com frequência na população 
inglesa (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Em nosso estudo não foi 
identificada, entretanto, é uma das mutações mais pesquisadas no Brasil, 
com frequência diversificada entre os Estados: Pará (3%), até regiões 
onde também não foi detectada como Minas Gerais, São Paulo, Paraná e 
Rio grande do Sul (RASKIN et al., 2003; STREIT et al., 2003; 
ARAUJO et al., 2005; PERONE et al., 2010; COUTINHO et al., 2013). 
Para esta mutação, está disponível no mercado internacional o fármaco 
VX-770, conhecido como kalydeco (COUTINHO et al., 2013; CFF, 
2015). 

Mesmo com a melhora da sensibilidade do teste genético, 
incluindo-se mutações além da F508del, uma grande parcela dos 
pacientes com FC será portador de uma mutação não identificada 
(PEREZ et al., 2007). Portanto, a investigação de outras mutações não 
observadas em Santa Catarina como a G551D, porém frequentes no 
Brasil, podem contribuir para aumentar a taxa de detecção e possibilitar 
o uso de terapias personalizadas. 

Desta forma, a determinação do perfil mutacional da população 
de Santa Catarina é um dado de extrema importância não apenas para o 
desenvolvimento de estratégias de diagnóstico molecular eficientes, mas 
também para que, com o conhecimento das mutações características da 
população catarinense, possa ser criada uma diretriz que auxilie no 
manejo ambulatorial e tratamento dos afetados. 
 

7.2 PAINEL DE 6 MUTAÇÕES 

 
Nos Estados Unidos o rastreio mutacional para FC é realizado 

através de um painel que identifica as 23 mutações mais comuns na 
população norte-americana. A taxa de detecção de portadores para FC 
através deste painel varia de acordo com a origem étnica, sendo 94% em 
judeus Ashkenazi, 88% em brancos não hispânicos, 72% em hispânicos, 
65% em afro-americanos e 49% em americanos de origem asiática 
(ACOG, 2011). Strom e colaboradores (2011), utilizando um painel de 
32 mutações, observaram que a taxa de detecção não variou muito da 
obtida com painel de 23 mutações sendo 88% em judeus Ashkenazi, 
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86% em brancos não hispânicos, 75% em hispânicos, 63% em afro-
americanos e 43% em americanos de origem asiática. 

Em outro estudo realizado por Heim et al. (2001), nos Estados 
Unidos, utilizando painéis de 70 e 86 mutações a taxa de detecção de 
mutações no gene CFTR foi de 81% em americanos nativos, 85% em 
caucasianos de origem européia, 95% em judeus Ashkenazi, 58% em 
hispânicos, 62% em afro-americanos e 37% em americanos de origem 
asiática. 

A população brasileira é ainda mais heterogênea do que a norte-
americana, entretanto, em alguns centros de referência em FC o 
rastreamento mutacional é realizado através de kits de diagnóstico 
molecular importados, que são altamente específicos, porém, pouco 
sensíveis, ou seja, detectam, no máximo, 80 a 85% dos alelos de 
pacientes com FC (REIS e DAMACENO, 1998). A reduzida 
sensibilidade do método é devido à miscigenação racial, uma vez que as 
mutações causadoras da FC em países europeus e norte-americanos não 
são as mesmas verificadas no Brasil (RASKIN et al., 1993). Neste 
sentido, o conhecimento do perfil mutacional de cada população é o 
princípio crucial para o desenho e aplicação de qualquer nova estratégia 
em prol de avanços diagnósticos e terapêuticos. 

Em Santa Catarina o estudo preliminar com um painel de 5 
mutações (F508del, G542X, R334W, R1162X, N1303K e 3120+1G>A) 
teve um poder de detecção de 66,67% para mutações do gene CFTR 
(Tabela 15). Estudos anteriores realizados no Brasil utilizando painéis 
de mutações relataram uma taxa de detecção de 26% para 4 mutações no 
Pará (ARAÚJO et al., 2005), 42,5% para 5 mutações em São Paulo 
(PARIZOTTO e BERTUZZO, 1997), 57,9% para 6 mutações em São 
Paulo (COUTINHO et al., 2013), 68% para 8 mutações em Minas 
Gerais (PERONE et al., 2010) e 54,5% para 11 mutações no Rio Grande 
do Sul (STREIT et al., 2003).  

Em Minas Gerais, Raskin et al. (2003) utilizando um painel de 
70 mutações encontraram uma taxa de detecção de 75% em pacientes 
euro-brasileiros e de 21% em pacientes afro-brasileiros. No sul do 
Brasil, uma pesquisa envolvendo uma varredura completa do gene 
CFTR, por sequenciamento, detectou 95% dos alelos mutados no Estado 
de Santa Catarina e 73% dos alelos FC no Estado do Paraná (FAUCZ et 
al., 2007). Enquanto, no Rio de Janeiro foram detectados por 
sequenciamento 45,26% dos alelos mutados (CABELLO et al., 2005). 
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Adicionalmente, uma compilação de mutações do gene CFTR 
encontradas em países latino-americanos mostrou que um "painel 
mínimo" cobrindo as seis mutações mais freqüentes relatadas no Brasil 
(F508del, G542X, R1162X, W1282X, N1303K e R334W) teve um 
poder de detecção estimado de 53% (PEREZ et al., 2007). Desta forma, 
em países com alta heterogeneidade étnica, como o Brasil, e com baixa 
freqüência de F508del é necessário ter painéis de mutação específicos 
de região, permitindo um aumento da sensibilidade do painel para fins 
de diagnóstico e de programas de rastreio da FC (PERONE et al., 2010).  

Neste contexto, o fato de o painel aqui apresentado ter 
detectado pelo menos um alelo mutado em todos os 21 doentes 
analisados com um poder de detecção de 66,67% (Tabelas 14 e 15) 
representa um aporte para o rastreio molecular da FC no Estado de 
Santa Catarina, aproximando-se ao poder de detecção de outras 
metodologias mais completas como painéis de mutações importados e 
sequenciamento gênico. Ademais, a técnica escolhida e empregada 
(PCR-ASO) para a detecção das 6 mutações mostrou-se simples e 
eficiente, o que a torna uma alternativa de diagnóstico molecular viável 
para a triagem da FC em Santa Catarina, uma vez que metodologias 
mais completas são inviáveis para auxiliar no diagnóstico confirmatório 
de FC no sistema público de saúde por apresentarem elevado custo por 
análise e por serem técnicas muito laboriosas. 

 
 

7.3 SEQUENCIAMENTO 

 
Poucos centros de referência no Brasil têm acesso a painéis de 

triagem de mutações mais extensos ou podem realizar o sequenciamento 
completo do gene para diagnóstico de casos atípicos da FC (DALCIN e 
ABREU, 2008). Geralmente, a metodologia de sequenciamento é 
empregada com maior frequencia em trabalhos de pesquisa e na 
definição de um genótipo depois da utilização de outro sistema que 
detectou a presença de uma mutação (FRIEDRICH, 2007). 

No presente estudo, dos 6 pacientes, que previamente 
realizaram o rastreamento molecular com painel 36 mutações, 3 tiveram 
o genótipo definido pelo sequenciamento, 2 tiveram o genótipo 
parcialmente definido e 1 não teve o genótipo definido por nenhuma das 
duas técnicas (Tabela 18). O uso combinado de técnicas moleculares 
não garante a detecção das duas mutações causadoras da doença em 
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todos os pacientes, cerca de 1 a 5% dos alelos permanecem 
indeterminados em pacientes com FC clássica, sendo que a frequência 
aumenta em pacientes com FC atípica (OOI et al., 2011).  

A FC clássica abrange pacientes com ou sem insuficiência 
pancreática com história familiar, teste de triagem neonatal (IRT) acima 
de 70 ng/ml e dosagem de cloreto no suor maior que 60 mEq/l. 
Enquanto na doença não clássica ou atípica os achados fenotípicos são 
encontrados em pelo menos um órgão ou sistema, com dosagem de 
cloreto no suor normal - menor que 30mEq/l - ou limítrofe – 31 e 59 
mEq/l (FARRELL et al, 2008; FARRELL et al., 2017). 

Dentre os achados clínicos, deste estudo, a presença de 
insuficiência pancreática exócrina tendeu ser mais frequente nos casos 
com diagnóstico molecular confirmado (dados aqui não mostrados). 
Entretanto, outras características clínicas foram observadas nos 
pacientes como: íleo meconial, colonização broncopulmonar por germes 
sugestivos de FC, anormalidades gastrointestinais e nutricionais. A 
maioria dos casos (pacientes 25, 26, 28 e 31) apresentou teste de triagem 
neonatal acima de 70 ng/ml. Dos 3 pacientes com diagnóstico molecular 
definido pelo sequenciamento, 2 apresentaram teste do suor classificado 
como alterado (pacientes 26 e 31) e 1 não foi possível obter o resultado 
do teste (paciente 29). O paciente 28 com genótipo parcialmente 
definido também apresentou teste do suor alterado. Por outro lado, o 
teste do suor se apresentou normal em 1 dos 2 casos com uma mutação 
identificada (paciente 25) e no único caso em que a mutação não foi 
identificada (paciente 27), o teste do suor se mostrou alterado na 
primeira amostra e normal nas seguintes (Tabela 18). 

Portanto, os 2 casos (pacientes 26 e 31) com diagnóstico 
genético de FC podem ser caracterizados como doença clássica, pois 
tinham o teste do suor alterado; enquanto 1 paciente com genótipo 
parcialmente definido (paciente 25) e 1 sem diagnóstico genético 
(paciente 27) podem ser caracterizados com doença atípica, pois tinham 
eletrólitos do suor com valores normais. 

Com o avanço do conhecimento e com a disponibilidade da 
avaliação genética estendida, casos com maior dificuldade diagnóstica 
podem ser investigados (DALCIN e ABREU, 2008). Em nossa 
pesquisa, 6 pacientes de difícil diagnóstico e que previamente 
realizaram o rastreamento molecular com painel de 36 mutações foram 
selecionados para realizar o sequenciamento. No  total, foram detectadas 
9 alterações diferentes nas 6 amostras analisadas (Tabela 17). 
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A E92X é uma mutação de classe I, de origem germânica e 
nunca foi descrita no Brasil anteriormente. Esta mutação causa FC grave 
porque causa defeitos de splicing sem produção de proteína. Quanto aos 
achados fenotípicos, esta mutação está associada a doença típica com 
insuficiência pancreática e doença pulmonar crônica (WILL et al., 
1994). 

A P205S é uma mutação de classe IV, de origem hispânica e no 
Brasil apresenta frequência de 0,09% (REGISTRO BRASILEIRO DE 
FC, 2014). Cabello et al. (2005) e Marson et al. (2013) identificaram 
esta mutação, respectivamente, no Rio de Janeiro (1,05%) e São Paulo 
(0,6%). A mutação P205S produz um canal que responde ao 
monofosfato de adenosina cíclico com condutância reduzida, 
diminuindo assim o transporte de cloreto (WILSCHANSKI et al., 1995). 
Os pacientes com esta mutação podem apresentar suficiência 
pancreática, baixos níveis de cloro no suor e dano pulmonar 
intermediário (ROWNTREE e HARRIS, 2003). 

As mutações de classe II, F508del e R1066C, estão associadas à 
deficiência no processamento de proteínas, resultando em síntese da 
proteína CFTR que não é capaz de atingir a membrana apical (WELSH 
e SMITH, 1993; MARSON et al., 2013). A mutação F508del está 
associada à FC de maior gravidade clínica (DRUMM et al., 2012). 
Enquanto, pacientes com a mutação R1066C podem apresentar 
insuficiência pancreática ou função pancreática normal quando em 
combinação com uma mutação de classe leve (FANEN et al., 1997). 

A 711+5G->A  é uma mutação de classe I que causa defeitos de 
splicing sem produção de proteína, portanto, responsável pela 
insuficiência pancreática dos pacientes (BISCEGLIA et al, 1994; 
http://www.genet.sickkids.on.ca). Esta mutação é de origem hispânica 
(CASTELLANI et al., 2008) e no Brasil apresenta frequência de 0,03% 
(REGISTRO BRASILEIRO DE FC, 2014). Faucz et al. (2007) 
detectaram esta mutação no Paraná em 1,5% dos 68 alelos analisados. 

A mutação de classe I, 3132delTG, causa modificação na 
sequência de leitura (frameshift), resultando em proteína truncada, 
instável e facilmente degradável (http://www.genet.sickkids.on.ca). 
Portanto, esta mutação está associada a fenótipos mais graves da 
doença. Existem poucos relatos na literatura sobre a frequência desta 
mutação em outros países, entretanto, Picci et al. (2010) observou uma 
frequência de 0,9% na população italiana. Segundo o Registro Brasileiro 
de FC, 2014, a frequência desta mutação é de 0,03%.  

http://www.genet.sickkids.on.ca/
http://www.genet.sickkids.on.ca/
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Os polimorfismos são variações de sequência que não causam 
FC, mas podem alterar a produção e a função da proteína CFTR. Mais 
de 200 polimorfismos já foram identificados no gene CFTR 
(http://www.genet.sickkids.on.ca). A variante IVS8(TG)m (Tabela 17), 
encontrada em nosso estudo, é um polimorfismo que induz a perda do 
éxon 9  no splicing (CUPPENS et al., 1998). Este polimorfismo, 
também conhecido como sequência poliT, está localizado no íntron 8, e 
é uma sequência de polipirimidinas, compostas por 5, 7 ou 9 timinas em 
sequência, originando os alelos 5T, 7T ou 9T (CHU et al., 1993). Um 
menor número de timinas nessa região está associado com o aumento na 
frequência de perda do éxon 9 durante a transcrição do CFTR. Portanto, 
indivíduos homozigotos para o alelo 5T apresentam maior frequência 
(66 a 90%) de perda do éxon 9 em comparação aos homozigotos 7T (12 
a 25%) e 9T (1 a 13%)  (DAHL et al., 2005). O produto transcrito do 
CFTR sem o éxon 9 resulta em uma proteína mal dobrada e não 
funcional (RADPOUR et al., 2007). 

Cinco dos 6 pacientes analisados apresentaram os alelos 7T e 
9T (Tabela 18). Conforme descrito anteriormente, os transcritos 
derivados de alelos com 7 ou 9T apresentam baixos níveis de remoção 
do éxon 9 (DAHL et al., 2005). Deste modo, os pacientes incluídos 
neste estudo provavelmente não apresentaram fenótipo de FC 
influenciado pelo polimorfismo IVS8(TG)m. 

O polimorfismo M470V presente no éxon 10 afeta a intensidade 
da doença e a função de transporte de ânion da proteína CFTR (LEE et 
al. 2003). Um indivíduo que seja portador de uma mutação causadora de 
FC em um alelo, produzindo proteína CFTR não funcional, e o 
polimorfismo M470V no outro alelo, encontra-se sujeito a uma redução 
da atividade transcricional do alelo não mutado, podendo apresentar um 
fenótipo moderado ou atípico de FC (ROWNTREE e HARRIS, 2003). 
Em nosso estudo, o paciente 25 apresentou esta característica (Tabela 
18). Além disso, a variante M470V foi encontrada em maior frequência 
associada com a mutação F508del (VERA et  al., 2005), como também 
observado no presente estudo. Na FC monossintomática, a M470V 
interfere na biogênese da proteína CFTR, aumentando em 1,7 vezes a 
atividade intrínseca do cloro. Portanto, em pacientes com FC, suficiente 
pancreático, o diagnóstico de pancreatite pode preceder um diagnóstico 
de FC atípica (DE BOECK et al., 2005).  

A 406-6T->C foi descrita primeiramente na França e é relatada 
como possível polimorfismo, pois foi encontrada em uma criança com o 

http://www.genet.sickkids.on.ca/
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genótipo 406-6T->C/F508del, a qual não apresentava sintomas e o teste 
do suor era normal. Entretanto, esta variante também foi encontrada em 
um paciente sem nenhuma mutação identificada, suficiente pancreático, 
com sintomas respiratórios moderados e eletrólitos do suor com valor 
acima de 60 mEql/l (http://www.genet.sickkids.on.ca/). No presente 
estudo, o paciente 28 apresentou este polimorfismo associado a mutação 
R1066C, insuficiência pancreática e teste do suor alterado. 

A presença de apenas uma mutação ou nenhuma encontrada na 
análise molecular não descarta o diagnóstico de FC. Casos de FC atípica 
em que nenhuma mutação foi encontrada já foram descritos (GROMAN 
et al., 2004). Por isso, mutações não detectadas, como observado em 
nosso estudo, podem estar em regiões que não são normalmente 
analisadas, como sequências regulatórias distantes ou regiões 
promotoras, ou então dever-se a mutações e/ou polimorfismos em genes 
modificadores como TNF-α e MBL2 (DEQUEKER et al., 2009; 
CULLING e OGLE, 2010). 

Os genes modificadores podem agir por diferentes vias na 
modulação da gravidade e variabilidade clínica da FC, sendo as 
principais possibilidades: (1) em células ou tecidos específicos, ou ter 
ação sistêmica; (2) efeitos qualitativos ou quantitativos, ambos em nível 
da proteína ou no fenótipo da doença; (3) ação específica na 
apresentação da doença, bem como ação inespecífica; (4) ação direta ou 
controlada sobre a mutação que acarreta a doença, bem como, sobre 
condições ambientais específicas (SONTAG e ACCURSO, 2004; 
SLIEKER et al., 2005). 

Existe variabilidade fenotípica na expressão da FC em relação 
ao genótipo dos pacientes (CUTTING, 2010), não sendo observada 
correlação estrita entre mutações específicas no gene CFTR e o fenótipo 
(VANKEERBERGHEN et al., 2002), diferença esta, explicada pela 
interação do ambiente e de fatores genéticos adicionais acerca do 
fenótipo (STANKE et al., 2011). Cerca de 2% da população mundial é 
portadora assintomática de mutações no gene CFTR (MARSON et al., 
2013), no entanto, genes modificadores e polimorfismos genéticos 
podem estar envolvidos na penetrância fenotípica da doença (GROMAN 
et al., 2004). No presente estudo, o paciente 27 apresentou-se 
assintomático, nenhuma mutação no gene CFTR foi identificada pela 
técnica utilizada, porém apresentou dois polimorfismos M470V e 
IVS8(TG)m que podem estar relacionados com a penetrância fenotípica 
da FC. Entretanto, investigações adicionais de mutações no gene CFTR 

http://www.genet.sickkids.on.ca/
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por outras técnicas de sequenciamento precisariam ser realizadas, bem 
como a pesquisa de genes modificadores. 

Na população de pacientes com achados compatíveis de FC a 
análise molecular da região codificante do gene CFTR contribuiu para o 
diagnóstico definitivo da doença em 3 casos, sendo que 2 casos 
apresentaram teste do suor alterado; e possibilitou a identificação de um 
alelo mutado em um paciente com teste do suor normal (Tabela 18). Os 
pacientes sem mutações identificadas, provavelmente possuem 
alterações ainda não detectáveis pela técnica molecular utilizada. 

Com base no exposto, a investigação diagnóstica de FC requer 
testes diagnósticos adicionais ao teste do suor, pois este não possui 
especificidade suficiente para excluir a doença neste grupo de pacientes. 
Neste contexto, a pesquisa genética expandida com a detecção de 
mutações além da F508del é imprescindível para a correlação 
genótipo/fenótipo, possibilitando o diagnóstico das formas atípicas da 
doença e um melhor monitoramento dos pacientes.   

Entretanto, painéis de sequenciamento, além de serem 
dispendiosos, são técnicas inapropriadas para detectar mutações raras, 
pois as mutações de FC não são igualmente distribuídas entre as 
diferentes populações. Ademais, um dos obstáculos para estudos 
abrangentes do gene CFTR é a sua grande dimensão, compreendendo 27 
éxons com elevado número de mutações e polimorfismos, bem como 
regiões intrônicas e reguladoras, que normalmente não são avaliadas por 
apresentarem variantes de frequência rara (WEISS et al., 2005; 
CASTELLANI  et al., 2008). 
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8 PERSPECTIVAS 

 
 

 Pode-se estimar que os dados resultantes do presente estudo 
abrirão um leque de oportunidades que, imediata ou 
futuramente, poderão repercutir em inúmeras externalidades 
positivas como: antecipar o diagnóstico da FC, reduzindo a 
defasagem entre o aparecimento dos primeiros sintomas e o 
diagnóstico definitivo; aumentar a taxa de diagnóstico 
molecular; facilitar o tratamento dos portadores da FC; diminuir 
a possibilidade de internações recorrentes; barateamento dos 
exames de diagnostico molecular da FC; aumentar a 
investigação de portadores e possibilitar o aconselhamento 
genético aos casais e familiares em relação a futuras gestações 
e, finalmente, grande impacto social para a população 
catarinense no aumento da sobrevida dos pacientes; 

 Será desenvolvido e validado um Kit diagnóstico para FC para a 
detecção das 6 mutações selecionadas com a menor 
laboriosidade e custo por análise possível, sem perder a 
sensibilidade esperada; 
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ANEXO 1 

COMPROVANTES DA APROVAÇÃO DO PROJETO DE 

PESQUISA NO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA COM 

SERES  HUMANOS 
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ANEXO 2 

ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA 
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ANEXO 3 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(TCLE) 
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ANEXO 4 

MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE 50 PB (LUDWIG 
BIOTEC®) 
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ANEXO 5 

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO RETROSPECTIVO E 

RESULTADOS
 

 
 
 
 

113 pacientes com fibrose cística atendidos no HIJG  

Prevalência da mutação F508del e a 
necessidade de se ampliar a triagem 

molecular para auxiliar na 
confirmação ou exclusão do 

diagnóstico de FC. 

Levantamento de todas as mutações 
encontradas no gene CFTR dos 

pacientes. 

Primeiro Estudo Segundo Estudo Terceiro Estudo 

Rastreamento molecular 
realizado e o resultado do estudo 

genético dos pacientes. 
 

ESTUDO RETROSPECTIVO 

94 pacientes (188 alelos) 113 pacientes (226 alelos) 113 pacientes (226 alelos) 

54 pacientes com genótipo 
parcialmente definido ou não 

identificado. 
 

6 mutações (F508del, G542X, 
R334W, R1162X, N1303K e 

3120+1G>A) de maior frequência 
alélica. 

Artigo publicado 
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ANEXO 6 

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO PROSPECTIVO E  

RESULTADOS 
 

 
 

ESTUDO PROSPECTIVO 

Detecção molecular por PCR-ASO 
das 6 mutações (F508del, G542X, 

R334W, R1162X, N1303K e 
3120+1G>A) 

Sequenciamento de Nova Geração 
do gene CFTR 

54 pacientes com genótipo parcialmente 
definido ou não identificado. 

 

21 pacientes (42 alelos): rastreio 
molecular prévio para a mutação 
F508del ou painel 3 mutações. 

 

6 pacientes (12 alelos): rastreio 
molecular prévio com painel 36 

mutações. 
 

27 pacientes com genótipo 
parcialmente definido ou não 

identificado 

Padronização e validação de protocolos de 
singleplex PCRs-ASO para a detecção individual 

das 6 mutações predeterminadas. 

Rastreio molecular prévio: mutação F508del ou painel 3 mutações ou painel 36 mutações 

 




