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RESUMO

A fibrose cistica (FC) é a doenca autossdmica recessiva mais comum em euro-descendentes, com uma incidéncia estimada
de 1 caso a cada 2.500 nascimentos. A FC é uma doenga multissistémica, caracterizada principalmente por doenga pulmo-
nar progressiva, disfuncdo pancredtica exdcrina e concentragdo elevada de eletrélitos no suor. O gene associado a essa
doenga é denominado CFTR e se localiza no cromossomo 7, sendo dividido em 27 éxons. Até o momento, mais de 1.800
variagbes de sequéncia foram identificadas no gene CFTR, sendo que a mutagéo p.Phe508del é a mais frequente entre os
pacientes de FC. No Brasil, a frequéncia dessa mutagao néo é tdo elevada, devido provavelmente a miscigenagéo e, con-
sequentemente, o locus CFTR apresenta maior heterogeneidade alélica. A probabilidade de um filho afetado com FC é de 1
em 4, ou 25%, para filhos de um casal em que ambos sdo portadores de uma mutagao. O risco de um individuo com FC ter
filhos afetados depende de seu parceiro — se o parceiro for portador da doenca o risco serd de 50%. Para casais em risco
de terem filhos com FC e com mutag&o ou mutagdes identificadas, é possivel oferecer diagnéstico pré-natal (DPN) e diag-
nostico genético pré-implantacional (DPI). Considerando a complexidade da informagdo genética relacionada a FC e das
alternativas reprodutivas que estdo surgindo, € muito importante a disponibilizagdo do aconselhamento genético para o
paciente e sua familia.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disease in European-derived populations, with an estimated
incidence of 1/2,500 live births. CF is a multisystem disease, mainly characterized by progressive obstructive pulmonary
disease, pancreatic insufficiency, and high electrolyte levels in sweat. The gene responsible for CF (CFTR) is located on
chromosome 7, which comprises 27 exons. More than 1,800 sequence variations have been reported in the CFTR gene so
far, and the p.Phe508del mutation is the most frequent among patients with CF. In Brazil, the frequency of p.Phe508del is
lower than in other countries probably because of population admixture. This indicates that the CFTR locus may be more
heterogeneous. For a couple with both parents carrying CF mutations, the probability of having a child with CF is 1 in 4, or
25%. The risk of having a child with CF for a CF patient depends on his/her partner - if the partner is a carrier of a CF muta-
tion, the risk is 50%. For couples at risk of having a child with CF and with known CF mutations, it is possible to offer prenatal
diagnosis (PND) and preimplantation genetic diagnosis (PGD). Considering the complexity of the genetic information related
to CF and the reproductive alternatives that are emerging, it is very important to offer genetic counseling for patients and
their families.
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A fibrose cistica (FC, OMIM 219700) é a Transmembrane Regulator (CFTR). O gene

doenga genética de heranga autossdmica re-
cessiva mais comum em euro-descendentes,
com incidéncia estimada em 1:2.500 nascidos-
vivos (1). Entretanto, essa incidéncia pode variar
entre populagbes diferentes. Por exemplo, ela
varia entre 1:4.000-1:10.000 em latino-
americanos a 1:350.000 no Japao (2).

GENETICA MOLECULAR DA
FIBROSE CISTICA

O gene responsavel pela FC foi localizado
no brago longo do cromossomo 7 (locus 7931) e
identificado por técnicas de clonagem posicional
em 1989, sendo denominado Cystic Fibrosis

CFTR abrange aproximadamente 190 kb de
DNA gendmico e esta dividido em 27 éxons.
Esse gene é transcrito em um mRNA maduro de
6,5 kb cuja tradugdo da origem a uma proteina
composta por 1.480 aminoacidos, com peso
molecular de 168 kDa (3-5).

O gene CFTR apresenta um padréo de ex-
pressao altamente regulado temporal e espaci-
almente. Analises dos niveis de mRNA por hi-
bridizagéo in situ demonstraram que o CFTR é
altamente expresso no epitélio do ducto pancre-
atico e no epitélio intestinal. Além disso, os pa-
drées de expressado de CFTR no feto sdo manti-
dos apds o0 nascimento, exceto no sistema respi-
ratério, em que altos niveis de expressao sao
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encontrados nos pulmdes de fetos em contrapo-
sicdo a relativa baixa expressao detectada em
pulmdes de adultos (6).

A expressdo de CFTR em células epiteliais
esta bem descrita, e a fungdo do CFTR nestas
células estd relacionada a fisiopatologia da FC.
Porém, mais recentemente, a expressado de
CFTR foi descrita em células neuronais do hipo-
talamo, fornecendo uma possivel explicagao
para alguns sintomas neuroldgicos encontrados
em pacientes com FC (7).

A proteina codificada pelo gene CFTR fun-
ciona como um canal direto na membrana epite-
lial que realiza o transporte do ion cloro através
da membrana apical e o interior da célula, sendo
regulado por cAMP (1).

A proteina CFTR é uma glicoproteina, inte-
grante da familia de transportadores de mem-
brana acoplados a ATP (ABC — ATP-binding
cassette), que se localiza na membrana apical
de células epiteliais das vias aéreas, do intesti-
no, dos tecidos reprodutivos e das glandulas
exocrinas (8).

A proteina CFTR é composta por dois do-
minios transmembranicos hidrofébicos (MSD —
membrane-spanning domain), cada um com 6
subunidades, dois dominios de ligagao a nucleo-
tideo (NBD — nucleotide binding domains) e um
dominio regulatério citoplasmatico que contém
multiplos sitios-alvo para fosforilagdo por protei-
nas cinases. As caudas amino e carboxi-
terminal sao orientadas para o citoplasma e
atuam como mediadores da interagdo entre
CFTR e uma ampla variedade de proteinas li-
gantes (8,9).

As subunidades dos dominios MSDs con-
tribuem para a formacdo do poro do canal de
cloro, uma vez que mutagdes em sitios especifi-
cos dentro dos MSDs alteram sua seletividade a
anions. Os dominios NBD sao responsaveis
pela ligagédo e pela hidrélise de ATP e fornecem
a energia necessaria para a atividade do canal.
O dominio regulatério modula a atividade de
CFTR e pode ter um efeito inibitério ou estimula-
tério (1,9).

Muitas células epiteliais regulam a secre-
¢ao de CI através da modulagao da atividade do
canal CFTR e do controle do numero de canais
CFTR na membrana (10). A atividade do CFTR
pode ser modulada através de diferentes meca-
nismos, incluindo os que envolvem fosforilagao
e defosforilagdo. A ativagao do canal de CI pa-
rece ocorrer através de diferentes passos. Pri-
meiramente, o dominio regulatério se torna fos-
forilado por uma proteina cinase dependente de
cAMP (PKA). Em seguida, o ATP intracelular se
liga e é hidrolisado pelo NBD1 e assim o canal
se abre e os ions CI sdo transportados. A liga-
¢ao e hidrolise de ATP pelo NBD2 levam ao
fechamento do canal (11).

Além de funcionar como um canal de cloro,
a proteina CFTR também atua como um regula-
dor de condutancia, exercendo influéncias mo-

dulatérias sobre outros canais ibnicos (Na’ e
K"), sobre o transporte de proteinas e sobre
processos como mecanismos de liberagdo de
ATP, regulagdo da secrecdo de bicarbonato,
produgdo de oxido nitrico, entre outros (10)
(Guggino e Stanton, 2006). Essa proteina co-
regula o transporte de Na* através da interagéo
com o canal de sodio epitelial (ENaC). Esta
interacdo entre CFTR e ENaC é biologicamente
relevante porque o balango entre a secregéo de
cloro mediada pelo CFTR e a reabsorgdo de Na*
mediada pelo ENaC regulam a quantidade de
sais e agua nos fluidos encontrados na superfi-
cie celular de alguns tecidos (10).

A proteina CFTR também pode funcionar
como um neuromodulador e sinalizador celular,
mediando o fluxo de glutationa através da hidro-
lise de ATP, além de ser importante para a regu-
lacdo da reciclagem de membrana dependente
de cAMP, indicando que mutagdes em CFTR
podem induzir disfungdes no sistema nervoso
central (7).

MUTAGOES NO GENE CFTR

Segundo o Banco de Dados de Mutagdes
da Fibrose Cistica (Cystic Fibrosis Mutation
Database - http.//www.genet.sickkids.on.ca/cftr),
existem 1.876 mutacdes identificadas ao longo
do gene CFTR (acesso em maio de 2011). A
maior parte das alteragdes envolve um ou pou-
cos nucleotideos, sendo que a grande maioria é
responsavel por substituicdo de um aminoacido
(40,67%).

A mutagdo p.Phe508del, tradicionalmente
conhecida como deltaF508, é a mais frequente
entre os pacientes com FC, estando presente
em aproximadamente 66% dos alelos em esta-
tistica mundial. A maioria das mutagdes restan-
tes no gene CFTR sé&o raras, com apenas qua-
tro (p.Gly542X, p.Gly551Asp, p.Asn1303Lys e
p.-Trp1282X) apresentando frequéncias acima
de 1% (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

A frequéncia e a distribuicdo das mutagoes
no CFTR variam de acordo com a origem étnica
dos pacientes com FC. Por exemplo, a frequén-
cia alélica de p.Phe508del apresenta um gradi-
ente ao longo da Europa, variando de 24,5% na
Turquia a 90% na Dinamarca. Além disso, al-
gumas mutagdes sdo especificas ou apresen-
tam frequéncias elevadas em determinados
grupos étnicos, como a mutagéo p.Trp1282X em
judeus Ashkenazi e a ¢.2988G>A (também co-
nhecida como 3120+1G>A) em africanos (12).
Essas variagdes sdo, provavelmente, devido ao
efeito fundador durante a migracéo e estabele-
cimento de alguns grupos em diferentes areas
(13).

A populagédo brasileira é bastante hetero-
génea, com uma alta taxa de miscigenagao.
Uma das consequéncias deste fato é a grande
heterogeneidade alélica do gene CFTR, sendo
que a frequéncia das mutacbes é variavel de
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estado para estado. A mutagdo p.Phe508del
apresenta, nos estados do Parana, Santa Cata-
rina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas
Gerais, frequéncias entre 45,5 e 50% e, no Rio
de Janeiro e Para, frequéncias de 28,4 e 22,7%
respectivamente (14). No estudo realizado pelo
nosso grupo, a mutagédo p.Phe508del foi encon-
trada em 48,7% dos alelos (15). Varios estudos
foram realizados em diferentes regides do Brasil
e todos demonstram a heterogeneidade alélica
e a necessidade da realizagdo de estudos regi-
onais para determinar o perfil mutacional na
regido especifica (16-23),

As mutacées no gene CFTR podem ser
classificadas em diferentes grupos, de acordo
com 0s mecanismos pelos quais interrompem a
fungao de CFTR:

Classe | — Mutagcées que inibem ou reduzem
a producgéo da proteina

As mutacgdes de classe | podem criar um
coédon de terminagao prematuro (nonsense mu-
tations), deslocar a fase de leitura ou alterar o
padrao de splicing, inibindo a sintese da protei-
na estavel ou produzindo baixos niveis da prote-
ina madura (13).

As mutagdes p.Gly542X (ou G542X) e
p.Trp1282X (ou W1282X) sdo as representantes
mais comuns desta classe, estando relaciona-
das aos fendtipos mais graves de FC, uma vez
que a proteina CFTR nao ¢ sintetizada correta-
mente. Proteinas truncadas geralmente séao
instaveis, sendo reconhecidas por chaperonas
no reticulo endoplasmatico e degradadas rapi-
damente (13). A degradagao do mRNA mediada
pela criagédo de cédon de terminagédo prematuro
(NMD - nonsense mediated decay) também esta
relacionada a mutagbes de classe |, porém a
eficiéncia do processo de NMD ¢é variavel entre
os pacientes com FC (24).

Esta classe também inclui fenétipos menos
graves ou intermediarios, que ocorrem devido a
variagcbes de sequéncia que alteram o padrao
de splicing, produzindo baixos niveis da proteina
CFTR funcional. Um exemplo é o polimorfismo
de numero de repeticoes (TG),T,, na jungao
intron 8 - éxon 9.

O splicing alternativo € um processo regu-
lado, que aumenta a diversidade de mRNA ma-
duros correspondentes a um gene. Porém, oca-
sionalmente, éxons constitutivos também podem
ser removidos devido a presenga de sitios de
splicing com eficiéncia reduzida e o éxon 9 do
gene CFTR é um exemplo deste processo. En-
tre o sitio de ramificacdo e a extremidade 3’ do
sitio de splicing do intron 8 existe uma regiao
polimérfica com numero variavel de repeticbes
timidinas-guaninas (TG) seguida imediatamente
por uma repeticdo de timidinas (T), conhecida
como polimorfismo (TG),T,. Formas alélicas
contendo 5T, 7T ou 9T podem ser encontradas
nessa regiao e alelos com 5T tém altos niveis de

remogao do éxon 9. O nimero de repeticbes TG
pode variar de 10 a 13 e o tamanho desta repe-
ticao influencia a penetrancia dos alelos conten-
do 5T. Sequéncias TG com 12 ou 13 repetigcdes,
quando em cis com a repeticdo 5T, contribuem
para um aumento dos niveis de remocado do
éxon 9. O mRNA sem o éxon 9 codifica uma
proteina com dobramento incorreto e, assim, a
variante alélica contendo 5T pode estar relacio-
nada ao aumento da gravidade do fendtipo da
FC, principalmente se associada com 12 ou 13
TG (25).

Classe Il — Mutagbées que afetam o proces-
samento da proteina

Mutacgdes desta classe ndao permitem que a
proteina CFTR seja processada corretamente,
impedindo-a de alcangar a membrana celular
para funcionar como um canal de CI'. A principal
representante desta classe é a mutagao
p.Phe508del e também estdo incluidas outras
mutagdes associadas a dobramento incorreto da
proteina, como algumas que causam substitui-
¢ao de aminoacido (13).

A p.Phe508del é uma delegao de 3 pb no
éxon 10 do gene CFTR, que ocasiona a perda
da fenilalanina na posigdo 508 da proteina. A
proteina CFTR com p.Phe508del ¢ sintetizada,
mas nao € transportada para a membrana celu-
lar por apresentar dobramento incorreto.

Classe lll - Mutacées que afetam a regulagao
do canal de CI

Mutacdes de classe Il produzem proteinas
CFTR que séo transportadas para a membrana
celular, mas nao respondem a estimulagéo por
cAMP (13). As mutagdes desta classe geralmen-
te estdo presentes nos NBD, interferindo na
interagdo desses dominios com ATP intracelular
e, consequentemente, impedindo a regulagao
correta da abertura do canal de CI. Algumas
mutagdes interrompem fortemente a fungdo do
CFTR, como a p.Gly551Asp, e estdo associadas
aos fendtipos graves da FC, e outras, como a
p.Alad55Glu (ou A455E), causam uma diminui-
¢do moderada da fungcdo de CFTR e sdo asso-
ciadas a fenétipos leves (1).

Classe IV — Mutagbées que afetam o transpor-
tede CI

Muitas mutagdes foram identificadas nos
dominios transmembrénicos, sendo que o gene
codifica uma proteina que é transportada corre-
tamente para a membrana celular e responde a
estimulos, mas gera um fluxo reduzido de ions
CI. Alguns exemplos incluem mutagdes no
MSD1, como a p.R117H, a p.R334W e a
p.R347P, estando associadas ao fendtipo inter-
mediario de FC. A mutacdo p.D1152H, localiza-
da na alga intracitoplasmatica que conecta o
MSD2 ao NBD2, reduz significativamente o fluxo
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de CI" estimulado por cAMP e também esta in-
cluida na classe IV (13).

CORRELAGAO GENOTIPO-FENOTIPO

O fendtipo da FC é altamente heterogéneo,
indicando uma complexa contribuicdo de dife-
rentes fatores na determinagéo da gravidade da
doenga, como a presenca de mutagdes no gene
CFTR com diferentes efeitos na proteina, genes
modificadores e efeitos ambientais (1). O atraso
no diagnostico, a disponibilidade e adesdo ao
tratamento, a exposi¢cao a poluentes do ar, bem
como o tempo de infecgdo pulmonar podem ser
considerados como fatores ambientais.

As mutagdes denominadas graves, em que
a proteina CFTR funcional esta ausente, estdo
correlacionadas principalmente com insuficién-
cia pancreatica, inicio precoce dos sintomas,
altos niveis de CI" no suor e infertilidade mascu-
lina. As mutagbes intermediarias, cujo efeito é
mais sutil na fungdo da proteina ou permitem
que uma pequena quantidade de CFTR funcio-
nal seja produzida, sdo geralmente associadas
com suficiéncia pancreatica, diagnéstico tardio,
baixos niveis de CI" no suor e dano pulmonar
intermediario (13).

Poucas mutagdes no gene CFTR foram
associadas a doencga pulmonar na FC, ja que
este aspecto é altamente variavel, mesmo entre
irmaos que possuem o0 mesmo gendtipo. Paci-
entes apresentando a mutacdo p.A455E, por
exemplo, parecem ter uma menor taxa de decli-
nio da fungdo pulmonar, e algumas mutagdes
que afetam o splicing foram correlacionadas
com um baixo risco de infeccdo com P. aerugi-
nosa. Apesar dessas observagoes, existe um
consenso de que o gendtipo é pouco correlacio-
nado com a gravidade da doenga pulmonar (26).

Por outro lado, o estado pancreatico dos
pacientes é altamente associado com o genoti-
po de CFTR. Pacientes com suficiéncia pan-
creatica tém pelo menos uma mutagao interme-
diaria, enquanto pacientes com insuficiéncia
pancredtica sdo homozigotos ou heterozigotos
compostos para duas mutagdes de efeito grave.
As mutagdes p.R117H, p.R334W, p.R347P e
p.A455E, por exemplo, sdo geralmente associa-
das com dano pancreatico menos grave (26).

O gendtipo do CFTR também esta associ-
ado ao transporte idnico através do epitélio in-
testinal, porém a fungédo do gendtipo no desen-
volvimento das complicagdes intestinais em
pacientes com FC ainda é pouco clara. A mani-
festacdo de ileo meconial parece ocorrer so-
mente em pacientes com insuficiéncia pancrea-
tica (26).

A doencga hepatica esta altamente associa-
da com o estado pancreatico e, em alguns ca-
sos, com ileo meconial. Assim, pacientes com
doenga hepatica tendem a apresentar mutagdes
de efeito grave, que séo altamente associadas a
insuficiéncia pancreatica (26).

O TGFB1 (Transforming Growth Factor 81),
um mediador de fibrose, foi identificado como
modificador da doenga pulmonar, sendo que
uma variante alélica responsavel por alta produ-
¢ao da proteina foi associada a um pior estado
pulmonar em pacientes com FC. Modelos recen-
tes para a fisiopatologia da FC incluem elemen-
tos que contribuem para a remogao bacteriana
anormal dos pulmdes, para a infecgao persisten-
te, para a inflamagao intensa e para o dano
estrutural dos orgéos, e o TGFB1 participa des-
ses processos. Muitos outros candidatos a modi-
ficadores estdo sendo estudados, como, por
exemplo, MBL2 (Mannose Binding Lectin 2) e
TNFa (Tumor Necrosis Factor a), porém os es-
tudos sao, em geral, de pequeno porte levando
a resultados conflitantes (27, 28).

Recentemente, um estudo de associagao
genome-wide identificou uma regido genbmica
no locus 11p13, perto dos genes EHF e APIP,
com associagéo estatisticamente significante em
pacientes homozigotos para a mutagao
p.Phe508del (29).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Individuos sintomaticos

O diagnéstico molecular de FC nao é facil
de ser realizado devido ao grande numero de
mutacgdes ja descritas. Em regides em que a
mutacao p.Phe508del apresenta alta frequéncia,
boa parte dos casos podem ser identificados
pela analise molecular de apenas essa muta-
¢éo. No caso do Rio Grande do Sul, onde paci-
entes homozigotos para a mutagao p.Phe508del
totalizam aproximadamente 30% dos casos de
FC (15), o gendtipo da grande maioria dos paci-
entes ndo é identificado apenas pela analise
dessa mutagao, sendo necessaria a realizagao
de sequenciamento completo do gene.

Triagem neonatal

A triagem neonatal para FC é realizada a-
través da avaliagdo da tripsina imunorreativa
(IRT), com o objetivo de auxiliar no diagndstico
precoce (1). A IRT é avaliada no sangue para
identificacdo precoce de manifestagdes bioqui-
micas da disfungdo pancreatica. A medicdo é
feita em amostras de sangue seco (teste do
pezinho) usando radioimunoensaio (30).

Uma simples elevagao de IRT logo apos o
nascimento ndo é especifica para FC, uma vez
que elevagao transitdria nos niveis de IRT pode
ser detectada em criangas normais. Criancas
com FC apresentam elevacgdes persistentes de
IRT.

Por outro lado, a dosagem de IRT é sem-
pre um assunto controverso, devido as taxas de
resultados falso-positivos (0,5%) e falso-
negativos (até 20%). Além disso, a concentra-
¢ao do tripsinogénio diminui em poucas sema-
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nas apds o nascimento, o que limita o uso dessa
medida aos dois primeiros meses de vida (30).

Os principais beneficios da triagem neona-
tal para FC demonstrados em estudos randomi-
zados s&o a melhora do estado nutricional e
melhor desempenho cognitivo dos pacientes
detectados. Sao considerados beneficios se-
cundarios a detecgao de portadores e as opgoes
reprodutivas decorrentes. Espera-se que em
longo prazo o tratamento pré-sintomatico dimi-
nua as lesdes pulmonares, contribuindo para um
aumento na expectativa e na qualidade de vida
dos afetados (31).

A principal complicagdo da triagem neona-
tal para FC é ansiedade causada pelos resulta-
dos anormais, sendo que a maioria sera falso-
positivo. O aconselhamento genético para as
familias € essencial, contribuindo para o escla-
recimento do significado de portadores sauda-
veis e para o manejo dos casos confirmados e
dos familiares (32).

No Brasil, a triagem neonatal para FC na
rede publica é incluida entre as doengas da
Fase lll (fenilcetondria, hipotireoidismo, anemia
facilforme e fibrose cistica), tendo sido implanta-
da inicialmente em apenas trés estados: Parana,
Santa Catarina e Minas Gerais
(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm
?id_area=1061). Mais recentemente, outros trés
estados passaram também a incluir a FC na
triagem obrigatéria: Espirito Santo, Goids e Séo
Paulo, mas ainda ndo ha dados disponiveis.

Identificagcdo de individuos portadores na
populagao

A triagem populacional para a FC se refere
a testagem de mutagdes no gene CFTR em
individuos que nao tém historia familiar de fibro-
se cistica. Existe um numero crescente de pro-
gramas que disponibilizam a investigacdo de
casais durante a gestacdo ou em aconselha-
mento pré-concepcional (33).

O objetivo dessa triagem é identificar ca-
sais em risco de terem filhos afetados pelas
formas graves da doencga, permitindo opgdes
reprodutivas e o diagnéstico pré-natal.

A frequéncia de portadores de mutagéo pa-
ra FC varia de acordo com a ancestralidade dos
individuos. Por exemplo, na populagdo norte-
americana a frequéncia de portadores da FC é
de 1:25 brancos nao hispéanicos, 1:58 hispani-
cos, 1:61 afro-americanos e 1:94 americanos de
origem asiatica (34).

Nos Estados Unidos €& recomendado um
painel que identifica as 23 muta¢des mais co-
muns na populagado norte-americana. A taxa de
detecgdo de portadores para FC através deste
painel varia de acordo com a origem étnica,
sendo 94% em judeus Ashkenazi, 88% em
brancos nao hispanicos, 72% em hispanicos,
64% em afro-americanos e 49% em americanos
de origem asiatica (34).

A populagao brasileira é ainda mais hete-
rogénea do que norte-americana, e os estudos
disponiveis ainda sao limitados a alguns esta-
dos, ndo estando estabelecido um painel de
mutagdes proprio. Portanto, a interpretacdo dos
resultados obtidos com a utilizagdo de testes
desenvolvidos em outras populagdes deve ser
cautelosa.

Investigagéao de fibrose cistica na infertilida-
de masculina

As mulheres com FC s&o usualmente fér-
teis. Ja os homens com FC s&o quase invaria-
velmente inférteis, por apresentarem agenesia
congénita ou hipoplasia dos vasos deferentes
(ACVD), o que resulta em azoospermia obstruti-
va (2).

Algumas mutagdes relacionadas a fendti-
pos mais leves da FC podem resultar em azo-
ospermia obstrutiva por ACVD como Unica mani-
festacdo da doencga (35).

Através de técnicas de reprodugdo assisti-
da, atualmente é possivel recuperar espermato-
zoides através de pungdo de testiculos e ofere-
cer fertilizagao assistida com técnica de ICSI
aos homens com azoospermia obstrutiva (36).

ACONSELHAMENTO GENETICO NA
FIBROSE CISTICA

Aconselhamento genético é o processo de
ajudar as pessoas a entender e adaptar-se as
implicagbes médicas, psicologicas e familiares
da contribuicdo da genética a doenga. Este
processo integra as seguintes etapas:
Interpretagdo da histéria familiar e da histéria
medica para avaliar a possibilidade de
ocorréncia ou recorréncia da doenga; educagao
sobre heranga, testes genéticos, manejo,
prevengdo, recursos disponiveis e pesquisa;
aconselhamento para promover escolhas
informadas e adaptacao ao risco ou a condigao
(37).

Assim, o processo de AG envolve a confir-
magdo do diagnodstico, estimativa do risco de
recorréncia, fornecimento de informagdes sobre
a doenga e apoio a aceitagdo do diagndstico.
Incluiu também disponibilizar tratamento quando
indicado e apresentar alternativas para a pre-
vengdo, como o diagnostico pré-natal e o diag-
nostico pré-implantacional.

A primeira etapa para o aconselhamento
genético é a confirmagéo diagndstica do indivi-
duo afetado (38). O diagnéstico de certeza da
FC é obtido a partir de manifestagcbes clinicas
caracteristicas e da elevagao na concentragao
de eletrdlitos (cloro e sodio) no suor. O diagnés-
tico pode também ser suspeitado a partir de
uma triagem neonatal alterada, antes do apare-
cimento dos sintomas (2).
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O padrao de heranga da fibrose cistica é
autossémico recessivo, ou seja, para manifestar
a doenga os individuos afetados devem apre-
sentar uma mutagéo nos dois alelos do gene da
fibrose cistica. Portanto ambos os pais de um
afetado sao portadores (heterozigotos), e o risco
de recorréncia da FC é de 25% para seus pro-
ximos filhos.

O individuo com FC pode apresentar a
mesma mutacdo nos dois alelos (homozigoto
para determinada mutagdo) ou mutagdes dife-
rentes em cada um dos alelos (heterozigoto
composto). Os individuos saudaveis portadores
de mutagdo em somente um dos alelos sao
chamados de heterozigotos.

Com o aumento na expectativa de vida dos
pacientes com FC, muitas mulheres portadoras
da doenca tem tido gestagcbes. Ja os homens
afetados apresentam infertilidade secundaria a
azoospermia obstrutiva, mas poderao ter filhos
como o auxilio de técnicas de reprodugao assis-
tida. O risco de um individuo com fibrose cistica
ter filhos afetados depende de seu parceiro — se
o parceiro for portador da doenga este risco é de
50% (1,36).

A frequéncia de portadores para a fibrose
cistica na populagdo em geral é variavel de a-
cordo com a origem étnica. Em populag¢des cau-
casianas, a frequéncia de heterozigotos varia
em torno de 1/25 a 1/30 individuos (34).

As principais limitagdes para o aconselha-
mento genético na fibrose cistica sdo os casos
em que a confirmagao clinica permanece incer-
ta, ou os casos em que nao é possivel a detec-
¢ao da mutagdo causadora da doenga, 0 que
impede a identificagdo de outros individuos por-
tadores na familia, assim como impede o ofere-
cimento de diagndstico pré-natal (DPN) e diag-
nostico genético pré-implantacional (DPI).

DIAGNOSTICO PRE-NATAL (DPN) E O DIAG-
NOSTICO GENETICO PRE-MPLANTACIONAL
(DPI) DA FIBROSE CiSTICA

Para familias cuja mutacdo ou mutacdes
causadoras da FC sado conhecidas, é possivel
oferecer diagndstico pré-natal e diagnostico
genético pré-implantacional.

O diagnostico pré-natal (DPN) é realizado
através da pesquisa das mutagbes em tecido
fetal. O material fetal para estudo molecular
pode ser obtido através da puncao de vilosida-
des coribnicas em torno das 12 semanas de
idade gestacional ou através de amniocentese,
realizada em torno das 15-16 semanas de ges-
tagdo. Estes procedimentos sado realizados com
o auxilio de ultrassom, por um profissional espe-
cializado em medicina fetal, e apresentam um
risco de perda gestacional entre 0,5 e 1% (39).

O diagnostico genético pré-implantacional

(DPI), usualmente conhecido pela sigla PGD do
inglés Preimplantation Genetic Diagnosis, con-
siste em um conjunto de procedimentos e técni-
cas que permite identificar anormalidades cro-
mossOmicas ou doengas génicas no embrido
poucos dias apds a concepgao realizada por
fertilizacdo assistida. Esta técnica comegou a
ser desenvolvida na Inglaterra a partir de 1989.
O primeiro caso de bebé saudavel apos o DPI
para FC foi publicado em 1992 (40). Desde en-
tdo, muitos estudos publicados relatam o nasci-
mento de bebés normais nascidos apos a reali-
zacao do DPI para diferentes doengas genéti-
cas. No Brasil ja existem alguns laboratérios
especializados que disponibilizam este exame.

O DPI depende de uma técnica altamente
especializada, que necessita de centros experi-
entes e requer a realizagao de fertilizagao assis-
tida através da técnica de Injecdo Intracitoplas-
matica de Espermatozdide (ICSl). No terceiro
dia apés a fecundacao, quando o embrido apre-
senta 6 a 8 células, uma ou duas células séo
retiradas; a seguir, é feita a analise molecular
para a fibrose cistica, e o resultado devera estar
pronto em torno de 24 horas, quando os embri-
des normais sao transferidos para o utero ma-
terno. Para cada casal que ira se submeter ao
DPI é preciso estabelecer previamente um pro-
tocolo de investigacéo, estudando a mutagao e
marcadores genéticos que permitam aumentar a
precisdo do exame (41,42).

No DPI, como somente uma célula é anali-
sada, existe a possibilidade de um resultado
falso negativo (exame normal e o bebé afetado
pela doengca pesquisada). Embora este risco
seja relativamente baixo (em torno de 1 a 5 %),
posteriormente esta é indicada a realizagdo de
diagnostico pré-natal para a confirmagdo do
resultado normal (42).

Embora esta técnica ainda seja muito cara
e trabalhosa, tem-se tornado uma opgao pro-
missora para 0s casais em risco para doengas
genéticas, como a fibrose cistica.

CONCLUSAO

Um crescente desenvolvimento nas técni-
cas moleculares nos ultimos anos tem contribui-
do para o diagnostico das mutagdes relaciona-
das a FC nos pacientes e na investigacdo de
portadores.

Existe uma grande variabilidade na fre-
quéncia da doenga e das principais mutagcdes
causadoras da FC de acordo com a ancestrali-
dade dos individuos.

Considerando a complexidade da informa-
¢ao genética relacionada a FC e as alternativas
reprodutivas que estdo surgindo, é muito impor-
tante a disponibilizagdo do aconselhamento
genético para o paciente e sua familia.
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