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RESUMO

A fibrose cistica (FC) é diagnosticada na presenga de achados fenotipicos, histéria
familiar ou triagem neonatal positiva acompanhada de evidéncia laboratorial de
disfungcdo da CFTR, seja pelo teste do suor, diferenga de potencial nasal ou pela
identificacdo de duas mutagdes conhecidas como causa de FC nos genes da CFTR.
Objetivos: Avaliar a contribuicdo da andlise molecular do gene CFTR na
investigac&o diagnostica da fibrose cistica em pacientes com suspeita de FC leve ou
doenca atipica. Secundariamente, comparar as caracteristicas dos pacientes em 3
grupos: grupo com identificacdo de duas mutagdes conhecidas como causadoras da
FC, grupo com identificacdo de apenas uma mutagdo e grupo sem mutagao
identificada. Métodos: Estudo transversal em adolescentes e adultos (=14 anos). Os
pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica, laboratorial e radioldgica;
espirometria, microbiologia do escarro, ecografia hepatica, teste do suor e analise
molecular do gene CFTR. Resultados: Foram avaliados 37 pacientes com achados
fenotipicos de FC, com ou sem confirmacao pelo teste do suor. Houve predominio
do sexo feminino (75,7%) com média de idade de 32,5 + 13,6 anos. A analise
molecular contribuiu para o diagnéstico definitivo de FC em 3 casos (8,1%) dentre 37
pacientes em avaliagdo. Em 7 pacientes (18,9%) foram identificadas apenas uma
mutagcdo causadora de FC e em 26 pacientes (70,3%) ndo foram identificadas
mutagdes. Nenhuma caracteristica clinica estudada se associou com o diagnéstico
genético. A mutacado p.F508del foi a mais comum, encontrada em 5 pacientes. A
associagdao de p.V232D e p.F508del foi encontrada em 2 pacientes. Outras
mutagdes encontradas foram: p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T, p.V754M,
p.P1290P e p.R1066H e p.T351S. Conclusao: A analise molecular da regido
codificante do gene CFTR apresentou contribuicdo limitada para investigacéo
diagnostica de pacientes com suspeita de fibrose cistica leve ou doencga atipica.
Além disso, ndo houve associagao entre as caracteristicas clinicas e o diagndstico

genético.

Palavras-chaves: fibrose cistica, proteina reguladora da condutancia

transmembrana da fibrose cistica, fenétipo, gendétipo, diagnéstico.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is diagnosed in the presence of phenotypic findings, family history
or positive neonatal screening accompanied by laboratory evidence of CFTR
dysfunction, either by sweat test, nasal potential difference or the identification of two
mutations known to cause CF in the CFTR gene. Objectives: To evaluate the
contribution of molecular analysis of CFTR gene in cystic fibrosis diagnostic
investigation in patients with suspected mild FC or atypical disease. Secondarily, to
compare the characteristics of patients into 3 groups: group with identification of two
mutations known to cause CF, group with identification of just one mutation and
group without mutations. Methods: Cross-sectional study in adolescent and adult (=
14 years). The patient underwent clinical, laboratory and radiological spirometry,
sputum microbiology, liver ultrasound, sweat test and molecular analysis of the CFTR
gene. Results: We evaluated 37 patients with phenotypic findings of FC, with or
without confirmation by the sweat test. There was a predominance of females
(75.7%) with a mean age of 32.5 + 13.6 years. Molecular analysis contributed to the
definitive diagnosis of CF in 3 cases (8.1%) among 37 patients under evaluation. In 7
patients (18.9%) were identified only one mutation that causes CF and in 26 patients
(70.3%) were not identified mutations. No clinical feature studied was associated with
genetic diagnosis. The P.F508del mutation was the most common, found in 5
patients. The association p.V232D and p.F508del was found in 2 patients. Other
mutations found were: p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T, p.V754M, and
p.P1290P p.R1066H and p.T351S. Conclusion: Molecular analysis of the CFTR
gene coding region showed limited contribution to the diagnostic investigation of
patients with suspected cystic fibrosis mild or atypical disease. Moreover, there was

no association between clinical features and genetic diagnosis.

Keywords: cystic fibrosis, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,

phenotype, genotype, diagnosis
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1 INTRODUGAO

1.1 FIBROSE CISTICA

1.1.1 Descrigao

Fibrose cistica (FC) € uma doenca genética, multissistémica, autossémica
recessiva causada por mutacbes em um gene localizado no brago longo do
cromossomo 7, responsavel pela codificagdo da proteina reguladora da condutancia
transmembrana da FC (do inglés cystic fibrosis transmembrane condutance regulator
— CFTR). "2 Essa proteina se localiza na membrana apical das células epiteliais com
a funcao de regular e participar do transporte de eletrélitos, através das membranas

celulares.®

Trata-se de uma doenga genética, mais comum na populagdo caucasiana.
Apds a sua descricdo em 1938, a doenga tinha um progndstico quase que
uniformemente fatal no primeiro ano de vida. Porém, a média de sobrevida

aumentou dramaticamente nas Ultimas quatro décadas.?

Os achados clinicos incluem principalmente doenga sinusopulmonar cronica,
colonizagao ou infecgdo respiratoria crénica com patogenos tipicos, anormalidades
gastrointestinais, nutricionais e concentracdo elevada de eletrélitos no suor.* Com
grande variabilidade fenotipica, os pacientes podem ser classificados como

portadores de doenca tipica (classica) ou de doenca atipica (ndo-classica).’

A mutacao génica mais comumente encontrada € a F508del, representando a
auséncia do aminoacido fenilalanina na posi¢cao 508. Entretanto, mais de 1900

mutacdes causadoras de FC ja foram descritas.®”’



1.1.2 Historico

As primeiras observagdes aconteceram ja no seculo XVIIl e XIX, quando se
notou que as criangas com o suor salgado morriam precocemente. Os relatos iniciais
da associacao de insuficiéncia pancreatica e doenca pulmonar aconteceram em
1935 com Fancon}®.

Em 1938 Dorothy Andersen descreveu as caracteristicas clinicas,
anatomopatolégicas e epidemioldgicas da FC®. Em 1950 foi criado o termo
mucoviscidose por Farber.

Ja em 1953 Di Sant’‘Agnese e colaboradores observaram pela primeira vez
que os eletrdlitos no suor estavam aumentados nesses pacientes'®, sendo
padronizado o teste de suor por Gibson & Cooke em 1959"". No mesmo ano, foi
publicado o escore clinico de Schwachman o qual é utilizado até hoje12.

A descricao de infertilidade por obstrugcdo do deferente e tubos seminiferos
aconteceu em 1968°%.

Em 1985, um grupo de pesquisadores localizou o gene de FC, e também
realizou o sequenciamento em 1989'34,

Nas décadas de 1990 e 2000, varias pesquisas foram realizadas a fim de
promover o diagndstico precoce e medidas de tratamento visando melhor qualidade

de vida e maior sobrevida'®.

1.1.3 Epidemiologia

A incidéncia da doenga € de 1:3.500 nascidos vivos na populagéo
caucasiana, 1:15.000 em afro-americanos e 1:31.000 em asiaticos'"®.

De acordo com os dados da Cystic Fibrosis Foundation de 2010, observou-se
que mais de 800 casos novos de FC sao diagnosticados a cada ano nos Estados
Unidos, chegando a 26272 pacientes cadastrados'®.

Nas ultimas 4 décadas, a sobrevida dos pacientes com fibrose cistica tem

aumentado consideravelmente, chegando a 36,9 anos em 2006' e 38,3 anos em



2010'. O numero de pacientes com mais de 18 anos em 1990 era
aproximadamente 30% do total, aumentando para mais de 47% em 2010. Além
disso, a maioria desses pacientes € casado, possui emprego e ingressou na
faculdade™®.

A maior parte dos pacientes com FC é de origem caucasiana (94%), néo
havendo predominio significativo entre os sexos (52% s&o masculinos). Tendo em
vista que a maioria dos adultos com fibrose cistica possui entre 18 e 30 anos,
aumentou também o numero de adultos mais velhos sendo 25% entre 30 e 39 anos
e 10% acima de 40 anos’.

Mais de 1900 mutagdes ja foram descritas, e conforme os dados norte-
americanos 91,7% das pessoas possuem as mutagdes identificadas nesse pais.
Mais que 88% delas possuem pelo menos uma copia da mutagéo delta F508™°.

No Brasil, a prevaléncia estimada mais proxima da populagdo caucasiana
européia € na regiao sul — 1:2.500%. Apesar dos dados sobre incidéncia e
prevaléncia no Brasil ndo serem totalmente fidedignos, talvez pela baixa
porcentagem do total de casos diagnosticados?', estudos regionais mostram dados
estatisticos variaveis que sugerem uma incidéncia em torno de 1:7.000 no pais
como um todo?. Em Porto Alegre, a estimativa de incidéncia é de 1:2.745 nascidos

vivos?3.

1.1.4 Fisiopatologia

A fibrose cistica € uma doencga genética, autossOmica recessiva, causada
por mutagdes em um gene localizado no brago longo do cromossoma 72130 gene
codifica uma proteina denominada regulador da condutancia transmembrana da FC
(CFTR, em inglés, cystic fibrosis transmembrane condutance regulator)™.

A proteina CFTR funciona como um canal de cloro nas membranas
epiteliais, regulando o transporte e o balango de eletrélitos e égua"’. As mutacgdes do
gene da FC promovem auséncia ou disfungdo da CFTR, causando prejuizo na
condutancia de cloretos através da membrana apical das células epiteliais com

aumento da absorcdo celular de sodio®®. O resultado é uma secrecdo desidratada,



espessa e viscosa associada com obstrug¢ao luminal, destruicdo e cicatrizacdo nos
ductos exdcrinos®?’.

As manifestacbes da doenga ocorrem na presenca de dois alelos com
mutacdes no gene da FC, geralmente com envolvimento multissistémico. A FC leva
a alteragbes patoldgicas em 6rgdos em que a CFTR é expressa, incluindo células
epiteliais dos pulmbes, seios da face, pancreas, figado, sistema reprodutor,
glandulas sudoriparas e salivares?.

O desenvolvimento nas técnicas de andlise molecular permitiu a
identificacdo de mais de 1900 muta¢des da CFTR, conforme Banco de Dados de
Mutacbes da Fibrose Cistica (Cystic Fibrosis Mutation Database -
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). As mutagdes genéticas tém sido classificadas
em 6 classes, dividindo-se em severas (I, Il e lll) e leves (IV, V, VI); baseado no
mecanismo molecular alterado?®°.

Na classe |, a CFTR n&o ¢ sintetizada; na classe |l, ela é inadequadamente
processada no reticulo endoplasmatico; na classe Ill, ela € inadequadamente
regulada; na classe |V, ela apresenta uma condutancia anormal; na classe V, ocorre
um defeito parcial de produgédo; e na classe VI, ocorre uma degradagao
acelerada®*.

As formas nao classicas da FC tém sido associadas com mutacdes que
reduzem, mas nao eliminam a funcéo da proteina CFTR®'.

Em geral, os individuos homozigotos para as classes I-lll possuem
insuficiéncia pancreatica, diabetes, altas taxas de ileo meconial, mortalidade
precoce, declinio mais rapido da funcdo pulmonar, maior desnutricdo e
hepatopatia®®. Ja os pacientes de classe IV e V possuem uma doenga mais leve,
suficiéncia pancreatica e maior sobrevida®°.

As alteragdes mais impactantes da FC sdo nas vias aéreas, na qual a
disfungdo genética promove infecgdes pulmonares crbénicas com patdégenos
especificos. Nos pulmbes, a deplecao de liquido na mucosa reduz o funcionamento
e a estabilidade ciliar, diminuindo a depuragéao muco ciliar. A consequéncia disso &
um ciclo vicioso com retengédo de secrecao, infecgéo, inflamagdo e surgimento de

bronquiectasias™.



1.1.5 Manifestacoes Clinicas

1.1.5.1 Sinusopulmonar

Embora a FC afete varios 6rgaos, o pulmdo é responsavel pela maior
morbidade e mortalidade. O processo inflamatério e a infeccdo pulmonar cronica
promovem declinio da fungdo pulmonar resultando em sintomas como a tosse e
expectoracio cronica®®.

Niveis elevados de interleucina-8, interleucina-6 e leucotrienos bem como
reducdo dos niveis de citocinas antinflamatdrias e proteases foram encontrado nas
vias aéreas dos pacientes com FC?.

Os principais sintomas encontrados nos pacientes com FC s&o associados a
presenca dos tampdes mucosos nos bronquios, inflamacao e bronquiectasias. Essas
costumam surgir nos lobos superiores, podendo progredir para todos os lobos
restantes’.

A doenga sinusopulmonar cronica na FC se manifesta por: colonizagdo ou
infeccdo persistente com patogenos tipicos, tosse ou expectoragdo cronica,
anormalidades persistentes na radiografia de térax, obstrugdo das vias aéreas com
sibilancia e algaponamento aéreo, polipos nasais, anormalidades radiograficas ou
tomograficas dos seios paranasais e baqueteamento digital®.

O acompanhamento da fungdo pulmonar, avaliado pela espirometria, é
realizado pelo volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF4) como
parametro prognostico da doenga. O declinio progressivo se inicia na adolescéncia,
com uma taxa média de redugdo no VEF; de 1 a 4% ao ano'*. Quando o VEF;
chega a 30%, os pacientes geralmente iniciam com limitagado funcional importante e
internacbes mais frequentes, momento em que se considera a realizagdo do
transplante pulmonar bilateral®®.

A colonizacdo e infeccdo bacteriana cronica na FC ocorrem de maneira
progressiva de acordo com a idade e com o curso da doenga pulmonar. No inicio,
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenza sdo os mais comuns. Aos 18 anos,

aproximadamente 80% dos pacientes sido colonizados cronicamente pela



Pseudomonas aeruginosa'?, sendo que as cepas mucoides estdo associadas com
deterioracdo mais rapida do quadro clinico®.

A Burkholderia cenocepacia, um espécie gendmica especifica da B. cepacia,
€ a bactéria relacionada com rapido declinio da fungao pulmonar e pior progndstico.
Essa bactéria geralmente é resistente ao tratamento antipseudomonas habitual,
havendo necessidade de atengao especial pela possibilidade de transmissao através
do contato entre os pacientes com FC'*°,

Outras infecgbes que podem tornar o tratamento da FC um desafio maior

)41

sao: P. aeruginosa multirresistente (17-25%)”’, micobacteriose nao tuberculosa (7-

13%)* e a aspergilose broncopulmonar alérgica (2-7%)*.

Existem episddios intermitentes de piora aguda dos sintomas, definidos
como exacerbagdo pulmonar, os quais determinam piora da qualidade de vida,
maior velocidade de declinio da fungdo pulmonar e maior custo para o tratamento®.

A inflamagéo bronquiolar e brénquica crénica de predominio neutrofilico &
responsavel pelo surgimento das bronquiectasias. Essas areas sao predispostas a
hemoptise, podendo ser macica em 4,1% dos casos. A impactagado brénquica do
muco espesso pode também ocasionar atelectasia lobar ou segmentar. Lesbes
cisticas e areas bolhosas facilitam o surgimento de pneumotoérax (16% a 20% dos
adultos)®.

A maioria dos pacientes com FC e doenca pulmonar avancada possui
elevacdo da pressao na artéria pulmonar, geralmente de grau leve e relacionada a
destruicdo parenquimatosa ou hipoxemia*. O sono também geralmente é alterado,
com interrupgbes frequentes, relacionado parcialmente a gravidade da doencga

pulmonar®.

1.1.5.2 Gastrointestinais e Nutricionais

As manifestagdes mais precoces da FC sdo relacionadas a alteragdes
gastrointestinais e nutricionais. Destruigdo do tecido pancreatico acinar, obstrugéo
do ducto pancreatico, insuficiéncia pancreatica exocrina e doenca hepatica crénica

sdo exemplos*®?,



O estado nutricional possui relagdo com a progressao da doenga pulmonar.
Varios fatores contribuem para a desnutricdo como ma absorcéo crénica, infeccdes
sinusopulmonares recorrentes, inflamagao crbénica, aumento do gasto energético e
ingesta precaria. Dessa forma, pacientes com FC que possuem melhor estado
nutricional possuem melhor sobrevida. Recomenda-se um indice de massa corporal
de 22 kg/m? para as mulheres adultas e de 23 kg/m? para os homens adultos “¢*’.

Uma das primeiras manifestagdes da FC, logo apds o nascimento, pode ser
o ileo meconial (11 a 20%) causado pelo ressecamento do bolo fecal. De forma
similar nos adultos, a sindrome da obstrucdo intestinal distal promove quadro clinico
compativel com obstrucio intestinal do intestino delgado1'2.

A insuficiéncia pancreatica exdcrina acontece em aproximadamente 90%
dos pacientes com FC e necessitam suplementagdo de enzimas pancreaticas
(amilase, lipase e protease) a fim de evitar a ma absorgao crénica. Mesmo com o
uso dessas enzimas, os pacientes apresentam certo grau de ma absorgdo. Doses
extras de vitaminas lipossoltveis (A,D,E e K) também s3o recomendadas’.

Sintomas de refluxo gastro esofagico (RGE) podem ser observados com
uma prevaléncia de 35-81% dos pacientes com FC*. Essa condi¢do pode piorar o
estado nutricional*®. A ingesta aumentada com dieta hipercalérica, manobras de
fisioterapia, medicacdes e a tosse cronica contribuem para a condiggo®®.

A incidéncia cumulativa de doenga hepatica varia entre 27-35% dos
pacientes com FC e é considerada a segunda causa de morte nessa populacdo®>®2,
Dados de necropsia mostram até 70% de alguma alteracdo hepatica, porém
aproximadamente 5 a 10% dessa populagcdo desenvolvem cirrose multilobular com
hipertensdo portal °'. Assim ha necessidade de avaliagdo anual para rastreamento
de hepatopatia, geralmente com mensuragao de enzimas hepaticas e ecografia para
escore hepatico (borda hepatica, nodularidade e ecogenicidade periportal)®'3. O
padrdo aureo para diagnostico € a bidpsia hepatica com a opgdo do acido

ursodesoxicélico para tratamento adicional®®.



1.1.5.3 Disturbios Enddcrinos e Aspectos Reprodutivos

A diabetes relacionada a fibrose cistica (DMRFC) é a comorbidade comum
nos pacientes com fibrose cistica, ocorrendo em aproximadamente 20% dos
adolescentes e 40-50% dos adultos. O defeito basico parece ser devido a
precipitacdo de proteinas viscosas nos ductos pancreatico biliar com consequente
obstrugao ductal e lesdo ou destruicdo do tecido pancreatico, reduzindo o numero de
células beta. Dessa forma, a DMRFC é causada primariamente pela insuficiéncia de
insulina, embora niveis flutuantes de resisténcia insulinica sejam comuns®.

O surgimento clinico da DMRFC se associa ao declinio acentuado do estado
clinico, funcdo pulmonar e sobrevida, especialmente nas mulheres®. Ao contrario
dos pacientes com outros tipos de diabetes, ndo ha casos documentados de morte
relacionada a doenca ateroesclerdtica em pacientes com DMRFC®°.

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), os pacientes
com fibrose cistica devem realizar rastreamento anual com teste de tolerancia oral
da glicose a partir dos 10 anos de idade, com os critérios diagnosticos habituais.
Nao se recomenda o uso de hemoglobina glicosilada como teste de rastreamento. O
tratamento deve ser realizado com insulina a fim de atingir o alvo glicémico
adequado. Além disso, os pacientes devem ser monitorados anualmente para as
complicacdes do diabetes apds 5 anos do diagndstico de DMRFC?®’.

A prevaléncia de alteragcbes esqueléticas na populagdao de adultos com FC,
em decorréncia de disturbios do calcio, € alta. Em revisdo sistematica a prevaléncia
de osteoporose em adultos com fibrose cistica foi de 23,5% e a de fraturas vertebral
e nao vertebral de 14% e 19,7% respectivamente®. Osteopenia é observada em
38%°°.

Recentes dados sugerem que a disfungdo da CFTR afeta a atividade celular
O0ssea. A baixa densidade mineral 6ssea tem etiologia multifatorial como fatores
genéticos, insuficiéncia pancreatica, desnutricdo, corticoterapia, niveis inadequados
de hormdnios sexuais, niveis elevados de citocinas inflamatdrias, inatividade e ma
absorcao da vitamina D. Os bifosfonados mostraram melhorar a densidade mineral
dssea em pacientes com fibrose cistica®'.

Aproximadamente 99% dos homens com FC apresentam infertilidade por

auséncia congénita bilateral dos canais deferentes. A producdo de esperma, por



outro lado, acontece normalmante permitindo técnica de reproducédo assistida com
aspiragcdo microepididimaria e fertilizacdo in vitro'. As mulheres com FC n&o
parecem ter diminui¢do significativa da fertilidade e podem ter bom desfecho se

associada com boa fungdo pulmonar e nutricional®.

1.1.6 Diagnoéstico

O significativo avango no diagndstico e tratamento da FC nas ultimas
décadas ajudou a melhorar o entendimento da doencga, estimulando uma
reavaliacado dos critérios diagnosticos. A maioria dos pacientes é diagnosticada
antes do primeiro ano de vida, porém a idade de inicio dos sintomas é variavel.
Além disso, o entendimento da ampla variedade de fendtipos existentes nos
pacientes com FC, bem como os avancos do teste de eletrdlitos no suor ajudaram a
melhorar a acuracia do diagnéstico da FC'®.

Os pacientes diagnosticados na idade adulta habitualmente possuem mais
sintomas respiratérios crénicos. Por outro lado, geralmente apresentam doenca
pulmonar mais leve, menor taxa de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, menor
prevaléncia de insuficiéncia pancreatica, apresentam menos complicagbes e
parecem viver mais do que os pacientes que receberam o diagnodstico antes dos 18
anos®.

A triagem neonatal, também conhecida no Brasil como “teste do pezinho”, é
o meétodo de rastreamento da doenga e nao de diagndstico. Nos casos positivos, os
neonatos sd0 encaminhados para realizar o teste diagnéstico definitivo'®. A partir de
junho de 2012, o Rio Grande do Sul passou a realizar de rotina a pesquisa de
fibrose cistica nos pacientes do Sistema Unico de Saude.

A FC é diagnosticada na presenca de pelo menos um achado clinico
fenotipico, ja descritos anteriormente (doenga sinusopulmonar crénica,
manifestagbes gastrointestinais e nutricionais, sindromes perdedoras de sal e
anormalidades urogenitais), histéria familiar de FC ou triagem neonatal positiva
acompanhada de evidéncia laboratorial de disfuncdo da CFTR (teste do suor
positivo ou diferenca de potencial nasal positivo ou pela identificacdo de duas

mutacdes conhecidas como causa de FC nos genes da CFTR®2,
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1.1.6.1 Teste do suor

A avaliagao dos eletrélitos no suor tem sido o principal método utilizado para
diagnostico desde a sua padronizagdo em 1959 em um método conhecido como
Gibson-Cooke".

Embora a avaliagao genética das mutagdes da CFTR tenha ganhado espaco
no diagnostico da FC nos ultimos anos, o teste do suor continua sendo o teste
padrdo aureo para demonstrar a disfuncdo da CFTR na pratica clinica’®. Isso se
deve a combinacdo de uma alta sensibilidade (98%) e alta especificidade (95%)
associada a baixo custo do teste®.

A técnica realizada é a iontoforese pela pilocarpina para estimular a
secrecdo pelas glandulas de suor, seguido de coleta em gaze, filtro de papel ou
sistema Macroduct (Wescor,Logan, UT, USA) e analise da concentracio de cloro'®,
pois foi identificado como principal eletrélito afetado na FC®*. O valor de suor minimo
aceitavel é de 75 mg no procedimento de Gibson-Cooke e de 15 pL para o sistema
Macroduct?.

O teste deve ser realizado pelo menos duas vezes para confirmacdo do
diagndstico, com intervalo de semanas entre eles. O ponto de corte para diagnostico
€ de cloro acima de 60 mEq/l, em amostra adequada. Valores entre 40 e 60 mEq/I
sdo considerados limitrofes ou intermediarios; e valores inferiores a 40 mEq/lI séo
considerados normais®'®.

Entretanto, o teste do suor normal ou limitrofe ndo exclui o diagndstico de
FC. Esses pacientes deverao realizar testes adicionais. Aproximadamente 3,5% dos
pacientes com diagnostico de FC possuem cloro menor que 60 mEqg/l e somente

1,2% com menos de 40 mEq/I°.

1.1.6.2 Diferenca de Potencial Nasal (DPN)

Testes adicionais sao utilizados para auxiliar o diagndstico em pacientes

com sintomas gastrointestinais ou pulmonares menos especificos de FC. O teste de
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DPN pode ser particularmente util nos pacientes com teste de cloro no suor limitrofe
ou inconclusivo®’.

Os achados indicativos de FC incluem a presenca de uma alta diferenga de
potencial basal, maior inibicdo da DPN apds perfusdo nasal com amilorida e pouca
ou nenhuma alteragao apos a perfusao do epitélio com solucao livre de cloretos com
isoproterenol®.

Recomenda-se também que a DPN seja avaliada 2 vezes, em momentos
diferentes. Porém, poucos centros altamente especializados sao capacitados para

realizar a técnica com padronizacdo adequada®'®.

1.1.6.3 Analise Molecular

Nos pacientes em que o teste do suor é limitrofe, a analise molecular pode
ajudar a estabelecer o diagndstico. Tanto a analise quanto a interpretagdo do
gendtipo da FC requer a utilizagdo de técnicas apropriadas a fim de identificar as
mutacdes CFTR, critérios padronizados para definir quais as mutacbes sao
causadoras de FC e o entendimento da relacdo genétipo e fenétipo da FC'8,

A presenca de mutagcdes conhecidas como causadoras de FC em cada um
dos genes da CFTR (homozigoto), associada a um fendétipo clinico compativel ou
histéria familiar positiva estabelece diagnéstico de FC (doenga molecular
confirmada). Entretanto, o achado de uma mutacdo (heterozigoto) ou nenhuma
mutacdo ndo exclui o diagnodstico de FC2 Dessa forma, o diagndstico deve estar
associado a presenca de achados clinicos®’.

As duas mutacbes da CFTR podem ser localizadas no trans em 2
cromossomos separadas ou no cis no mesmo cromossomo. As mutagdes podem
variar conforme a populagdo estudada, diferindo os caucasianos dos hispanicos,
africanos e asiaticos'®.

A sensibilidade da genotipagem para FC depende inteiramente do numero
de mutacgdes testadas e da etnia dos individuos testados®®. Geralmente a baixa
sensibilidade ocorre devido a esse grande numero de mutagbes conhecidas e pela

disponibilidade que os painéis comerciais disponiveis s6é estudam uma minoria
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dessas mutagcbes. Poucos centros estdo capacitados para realizar o
sequenciamento genético para o diagndstico dos casos atipicos®’*"",

O desenvolvimento nas técnicas de analise molecular proporcionou melhor
entendimento da doencga. Atualmente mais de 1900 mutagbes da CFTR foram
identificadas. Essas mutagdes, como ja descrito, foram entdo classificadas em 5
classes, dividindo-se em severas (I, Il e Ill) e leves (IV, V)**%®. O mecanismo
molecular alterado em cada classe foi discutido anteriormente na sessédo de
fisiotatologia.

A mutacdo génica mais comumente encontrada é a F508del (auséncia do
aminoacido fenilalanina na posicédo 508), porém a frequéncia difere entre as
populagbes sendo aproximadamente 47% no Brasil’>. Em andlise de pacientes
brasileiros com FC, a F508del e outras quatro mutacdes (G542X, N1303K, G551D e
R553X) representaram 56% dos alelos de FC"'"®. O espectro de mutacdes de FC no
Brasil indica forte influéncia europeia, particularmente similar ao da populacéo
italiana’™. Em estudo gatcho, realizado no Servico de Genética Médica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, a mutacao F508del foi encontrada em 48,7% dos alelos,
enquanto que, adicionando as demais muta¢gdes comuns, o percentual de alelos

caracterizados atingiu os 54,5% &’.

1.1.7 Terminologia

Desde a descoberta do gene da CFTR, se observou uma grande
heterogeneidade nas manifesta¢des clinicas da FC’®. Por um lado, os pacientes
podem iniciar os sintomas desde a infancia e apresentar pior prognostico, e por
outro, alguns pacientes podem manifestar doenga muito mais leve ou manifestagdes
atipicas. Nesse ultimo grupo, o diagnéstico pode ser firmado ja quando adulto e o

progndstico pode ser muito melhor’®.
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1.1.7.1 Fibrose Cistica Classica ou Tipica

O termo FC classica ou tipica é utilizado quando o paciente possui um ou
mais dos achados fenotipicos ja descritos e o teste do suor positivo, conforme os
critérios diagnosticos (cloro maior que 60 mEq/l em pelo menos 2 avaliagdes). A
maioria dos pacientes com FC sao classificados nesse grupo e podem ter suficiéncia
ou insuficiéncia pancreatica exécrina. A doenga pode se manifestar de forma mais
agressiva e rapida®. Aproximadamente 70% possuem F508del, sendo 25%
homozigotos para essa mutacdo’’.

Pacientes com doencga leve geralmente possuem diagnostico mais tardio,
VEF1 (% predito) aos 20 anos de aproximadamente 93,4 % + 19,3 e costumam né&o

apresentar insuficiéncia pancreatica®.

1.1.7.2 Fibrose Cistica Nao Classica ou Atipica

A FC néo classica ou atipica é a forma descrita para os pacientes que
também possuem fendétipo compativel em pelo menos um 6rgao ou sistema e o teste
do suor normal (cloro menor que 40 mEqg/l) ou limitrofe (cloro entre 40 e 60 mEq/l).

Nessa situacao, ha necessidade de realizacdo de testes adicionais para a
confirmagéo diagndstica com comprovacéo de disfungédo da CFTR, como a analise
molecular e a DPN.

A identificacdo de duas mutag¢des causadoras de FC confirma a disfungao
de CFTR e do diagndstico de FC atipica. A identificacdo de uma mutagéo torna o
diagndstico inconclusivo. A auséncia de mutagdes torna o diagnostico de FC pouco
provavel, sendo recomendada a investigacao de diagndsticos diferenciais, como a
discinesia ciliar e a imunodeficiéncia >"".

A maioria desses pacientes possuem suficiéncia pancreatica e doenca
pulmonar leve. Eventualmente, os pacientes podem apresentar envolvimento em um
unico 6rgao com cirrose biliar focal com hipertensao portal, pancreatite recorrente,
sinusite cronica, polipose nasal ou infertilidade secundaria a agenesia congénita

bilateral dos ductos deferentes’’.
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A doenga pulmonar, embora geralmente mais leve, demonstra aspectos
fenotipicos similares aos da forma classica, como infecgdo crénica por
Pseudomonas aeruginosa e predominio das lesdes nos lobos superiores. A
ocorréncia de fendtipos menos comuns e mutagbes nao usuais da CFTR,
particularmente em adolescentes mais velhos ou adultos podem indicar FC atipica,
porém torna a confirmac&o do diagndstico mais dificil®.

Geralmente, os pacientes com FC nao classica possuem mutagées de CFTR
das classes IV e V. Comparativamente as outras classes, ha reducao significativa de
mortalidade nesse grupo, sendo a classe IV com as menores taxas de mortalidade,

porém sem diferenca significativa em relacéo a classe V2.

1.1.8 Prognéstico

Nas ultimas 4 décadas, a sobrevida dos pacientes com fibrose cistica tem
aumentado consideravelmente, chegando a 36,9 anos em 2006" e 38,3 anos em
2010"®. Em 1950, a expectativa de vida era inferior a 1 ano e poucos conseguiam
ingressar na escola. Entre a década de 70 e 80 comegaram a surgir os primeiros
adultos e a expectativa de vida atingiu os 18 anos. O desenvolvimento da terapia
por antibidticos anti Pseudomonas e a reposicdo de enzimas pancreaticas foi

importante para o aumento da sobrevida.

1.2 PROGRAMA DE ADULTOS

O registro da Cystic Fibrosis Foundation em 2010 mostrou que 47% da
populacdo de pacientes com FC eram adultos, demonstrando aumento desses
pacientes comparativamente a 1990 quando a taxa era de apenas 30%'®. Assim, o
desenvolvimento de centros especializados no tratamento dos pacientes adultos se
tornou essencial. Os centros de tratamento da FC devem dispor de uma equipe
multidisciplinar com pneumologista, enfermeiro, fisioterapeuta, nutricionista,
assistente social e psicologo. Os objetivos primarios da equipe de tratamento

incluem: assegurar atendimento otimizado, facilitar o acesso aos recursos
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terapéuticos e possibilitar melhora na qualidade de vida e independéncia de cada
paciente®.

A passagem de um paciente da equipe pediatrica para a clinica de adultos é
uma situagdo comum para aqueles que nao tém problemas de saude. Para
pacientes com doencas cronicas como a FC, que desenvolveram uma relacéo
proxima e de confiangca com uma equipe pediatrica, a transferéncia pode ser dificil.
Uma das opgdes utilizadas para a transicdo € o acompanhamento conjunto com a
equipe pediatrica por um periodo’®.

Os adultos geralmente possuem doenga pulmonar mais grave, alta
prevaléncia de DM e maiores alteragdes psicossociais, reforcando a abordagem
multidisciplinar. A adolescéncia, especialmente, se caracteriza por uma fase de
mudancgas importantes, que podem ser afetadas na fibrose cistica e devem ser
discutidas na equipe, como o desenvolvimento fisico e sexual; o desenvolvimento de
identidade propria, autonomia e independéncia; relagcdes interpessoais e

planejamento futuro™®.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) é centro de referéncia para
diagnostico e tratamento da FC e, desde 1998, é desenvolvido um programa

multidisciplinar para adultos com a doenca.

Esse programa possui aproximadamente 95 pacientes, sendo 80 com
diagnostico confirmado através do teste do suor e/ou da pesquisa de mutagdes.
Dentre os pacientes com diagnostico confirmado, ha um numero significativo de
pacientes com diagnéstico tardio, com suficiéncia pancreatica e doenca pulmonar

mais leve.

Outros pacientes foram encaminhados ao ambulatério devido suspeita clinica
de FC através da presenga de achados fenotipicos compativeis, porém nao tiveram
confirmacao diagnostica avaliada pelo teste de eletrélitos do suor, os quais foram
normais ou limitrofes. Adicionalmente, foi realizada pesquisa das seis mutagdes
mais frequentes no CFTR através das analises disponiveis para diagndstico no
HCPA, incluido a F508del.

Esse contexto exigiu a interface entre a pneumologia clinica e a genética para
utilizar técnicas que possibilitassem a identificacdo de mutagbes no grupo de

pacientes sem confirmacéao diagndstica ou com doenca leve.

Outro aspecto relevante é a pequena quantidade de estudos e dados
brasileiros sobre as mutagbes do gene da CFTR, especialmente em pacientes
adultos e com doenca atipica. Sabe-se que a populacao brasileira possui uma ampla
variagdo na frequéncia das mutagdes da CFTR, aparentemente pela diferente

composicéo étnica entre os estados®.
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3 OBJETIVOS

3.1 Principal

Avaliar a contribuicdo da analise molecular do gene CFTR na investigacao
diagndstica de pacientes adolescentes e adultos com suspeita de fibrose cistica leve

ou doenga atipica.

3.2 Secundarios

Comparar as caracteristicas dos pacientes em 3 grupos: grupo com
identificacdo de duas mutagdes conhecidas como causadoras da FC (diagnéstico
molecular confirmado de FC), grupo de individuos com identificagdo de apenas uma
mutacdo conhecida como causadora da FC e grupo de individuos sem mutagao

identificada.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal, realizado em um unico centro, buscando avaliar a
contribuicdo da analise molecular do gene CFTR na investigacdo diagndstica de
pacientes adolescentes e adultos com suspeita de fibrose cistica leve (com
confirmacéao pelo teste do suor) ou doencga atipica (sem confirmagao pelo teste do

suor).

4.2 POPULAGCAO DO ESTUDO

4.2.1 Populagao

A populagcdo do estudo compreendeu os pacientes com idade igual ou
superior a 14 anos, acompanhados no Servigo de Pneumologia do HCPA, com

diagndstico confirmado ou presumido de FC.

4.2.2 Critérios de Inclusao

e Pacientes com achados fenotipicos de FC, com ou sem confirmagéao pelo

teste do suor.
e Pacientes com idade igual ou superior a 14 anos;

e Pacientes que assinarem o termo de consentimento pds-informacgao.
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4.2.3 Critérios de Exclusao

Pacientes que tiverem outra doenca identificada como causa dos achados
fenotipicos como, por exemplo, discinesia ciliar ou deficiéncia imunolégica primaria;
pacientes gestantes; e pacientes que nao aceitaram participar ou assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido.

4.3 MEDIDAS E INSTRUMENTOS

4.3.1 Avaliagoes

4.3.1.1 Avaliagao Clinica

Durante consulta ambulatorial de rotina, os pacientes que estavam em
investigacédo diagndstica de FC e os pacientes com suspeita de fibrose cistica leve
ou doenga atipica foram abordados quanto a sua participacdo no estudo e

analisados quanto aos critérios de inclusao e excluséao.

A caracterizacao diagnéstica foi realizada revisando os achados fenotipicos
e os resultados dos testes de suor de cada caso. Essas informagdes foram obtidas
através de avaliagdo clinica e retrospectivamente em registro de base de dados

desenvolvida pela equipe multidisciplinar de FC.

O teste do suor foi considerado positivo quando houvesse uma dosagem de
cloretos maior que 60 mEql/L em pelo menos dois testes realizados em momentos

diferentes e com amostra adequada (peso > 75 mg).

As caracteristicas clinicas da doenca foram obtidas utilizando ficha

especifica (Anexo A), preenchida pelos pesquisadores.
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4.3.1.2 Avaliagdo da Fung¢ao Pulmonar

A espirometria € solicitada de rotina pela equipe médica em cada consulta.
Ela é realizada na Unidade de Fisiologia Pulmonar do Servico de Pneumologia do
HCPA com o paciente em posicdo sentada, utilizando o equipamento Jaeger — v
4.31a (Jaeger, Wuerzburg, Alemanha), dentro dos critérios de aceitabilidade técnica
das Diretrizes para Testes de Funcdo Pulmonar da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia®'. Trés sucessivas curvas expiratérias forcadas foram

realizadas, sendo registrada a com valores maiores.

Os parametros registrados foram capacidade vital forcada (CVF) em litros e
em percentagem do previsto, o volume expiratério forgado no primeiro segundo
(VEF4) em litros e em percentagem do previsto e a relagdo VEF{/CVF em valor
absoluto e em percentagem do previsto. Para expressar as variaveis funcionais
pulmonares em percentagem do previsto para sexo, idade e altura foram utilizados
nomogramas para tal fim. Os fluxos aéreos também foram analisados de acordo com

os critérios das referidas Diretrizes para Testes de Funcdo Pulmonar®’.

4.3.1.3 Escore Clinico

O escore de Shwachman-Kulczycki'? foi descrito em 1958 apés um estudo
longitudinal com 105 fibrocisticos acompanhados durante 5 anos a partir do
diagndstico. A partir disso, percebeu-se a necessidade de um sistema de avaliagao
clinica e de gravidade, além da inclusdo da funco pulmonar na avaliacgo®.

Esse sistema de avaliagcdo foi um marco no histérico da FC, sendo
respeitado e amplamente utilizado com instrumento de avaliagcdo da gravidade da
doenca®.

O escore foi elaborado com o objetivo de comparar as manifestacoes
clinicas entre os pacientes, detectar os efeitos do tratamento e contribuir para a
determinagao de critérios diagndsticos®?.

A avaliagdo considera quatro diferentes caracteristicas (atividade geral,

exame fisico, nutricdo e achados radioldégicos do torax), sendo cada uma delas
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pontuadas em uma escala de 5 a 25 pontos (melhor desempenho, maior
pontuacgdo), sendo que um escore final de 100 pontos representaria o paciente em

étima condigao clinica.

4.3.1.4 Escore Hepatico

Quando apenas critérios clinicos sdo considerados, a hepatopatia €
encontrada em 1,4 a 7% dos pacientes com FCS4, aumentando significativamente
quando associada a bioquimica e a ecografia85.

As limitacbes do exame clinico, a realizacdo de bidpsia hepatica como
procedimento invasivo e a controvérsia da triagem bioquimica tornaram necessario o
desenvolvimento de técnicas de imagem nao invasivas, como a ultra-sonografia,
para o diagndstico mais precoce da hepatopatia®*.

Williams e colaboradores® desenvolveram um sistema de escore ultra-
sonografico para auxiliar a identificacdo de pacientes com hepatopatia associada a

FC. Este sistema considera trés caracteristicas ultrassonograficas: parénquima

hepatico (pontuagdo 1 = normal, 2 = grosseiro e 3 = irregular), borda hepatica

(pontuacédo 1 = lisa e 3 = nodular) e fibrose periportal (pontuagdo 1 = ausente, 2 =
moderada e 3 = grave). O escore final igual a 3 é consistente com um figado normal.
Escores crescentes sdo sugestivos de doenga hepatica progressiva. Um escore de 8
a 9 é compativel com cirrose hepatica estabelecida.

Essa pontuacdo é util ndo s6 para identificar pacientes com cirrose, mas
também para pacientes com doenga mais leve (escore 4-7), através do diagnostico

mais precoce e na monitoracdo do tratamento®.

O sistema de avaliacao ultrassonografica pelo escore de Williams € utilizado
na rotina do HCPA e o registro foi obtido a partir da interpretagdo do ecografista em

exame realizado por ocasidao da avaliacido de rotina.
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4.3.1.5 Analise Microbioldgica

Foram revisados os exames bacterioldgicos de escarro realizados na rotina
clinica nos ultimos 12 meses. A identificagdo da Pseudomonas aeruginosa (cepas
mucoides e nao mucoides), Staphylococcus aureus (meticilina sensivel e resistente),
Burkholderia cepacia e Haemophilus influenza foram registrados quando
identificados pelo menos duas vezes em amos~tras de escarro coletadas na rotina

clinica.

A rotina ambulatorial de avaliagao bacteriolégica do escarro envolve a coleta
de uma amostra a cada consulta (em geral, a cada 60 dias) ou em cada internagao

hospitalar.

A realizagdo do exame bacteriolégico do escarro segue a rotina descrita a
seguir. O escarro é semeado em 6 tipos de agares: Brucela, Azida Sangue,

Chocolate, MacConkey, seletivo para B. cepacia e seletivo para P. aeruginosa.

ApoOs 24 horas na estufa, é feita uma triagem para averiguar se houve
crescimento de colbnias nos agares. Geralmente, o crescimento ideal das colbénias
ocorre com uma incubacdo de 48h para os agares Brucela, Azida Sangue e
Chocolate e incubagdo de 72h para os agares MacConkey, seletivo para B. cepacia

e seletivo para P. aeruginosa.

Para a identificagdo das bactérias gram-positivas, as colonias sao semeadas

em caldos de cultura por 4 a 5 horas. Apds, € feito um antibiograma em meio sélido.

Para bactérias gram-negativas, é feita uma série bioquimica e um
antibiograma. Bactérias nao-fermentadoras podem nao ser identificadas na série
bioquimica. Para estes casos, é realizada uma semi-automagao em aparelho
especifico (Mini-API). O ultimo recurso para descartar B. cepacia e P. aeruginosa € a

reacado em cadeia da polimerase (PCR) feito na biologia molecular.

Foram considerados pacientes infectados com Haemophilus influenza,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia o0s
pacientes com pelo menos duas amostras de escarro positivas para essas bactérias

no ultimo ano de avaliacao.
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4.3.1.6 Analise Molecular

O isolamento de DNA foi realizado a partir de uma amostra de 5 mL de
sangue, coletada através de pungao venosa em frasco contendo EDTA como anti-

coagulante, e o mesmo foi armazenado sob refrigeracao.

A extracdo de DNA dos pacientes foi realizada por meio do protocolo de
precipitacdo em excesso de sais e proteinase K®. A concentracdo de DNA foi
determinada pelo método fluorimétrico Quant-iT® (Invitrogen), utilizando o aparelho

Qubit™ (Invitrogen).

A regiao codificante do gene CFTR foi amplificada pela reagdo em cadeia
de polimerase (PCR) usando primers que foram desenhados para amplificacéo
especifica das regides codificantes do gene. Os produtos de PCR foram analisados
em gel de agarose para confirmagao da amplificacdo. Posteriormente, os produtos
de PCR foram purificados através de protocolo que utiliza as enzimas Exonuclease |
(Exo 1) (Amersham Biosciences) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (Amersham

Biosciences).

O sequenciamento dos fragmentos foi realizado utilizando o kit Big Dye™
Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing (Applied Biosystems) pelo
método de terminacgdo fluorescente no analisador genético ABI PRISM™ 3130xI
(Applied Biosystems). As analises foram obtidas através do DNA Sequencing

Software v 5.2 (Applied Biosystems)®.
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5 ASPECTOS ETICOS

Os pacientes foram incluidos no estudo somente apds assinarem o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Para os pacientes abaixo de dezoito anos foi
solicitada a autorizagao do responsavel.

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo Cientifica e de Etica do HCPA,

registro numero 08-549.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados em uma base de dados no programa Microsoft®
Microsoft® Excel 2008, sendo processados e analisados com auxilio do programa

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 18.0.

Para fins de analise, os pacientes foram divididos em trés grupos: grupo com
identificacdo de duas mutag¢des conhecidas como causadoras da FC (diagnédstico
molecular confirmado de FC), grupo de individuos com identificacdo de apenas uma
mutacdo conhecida como causadora da FC e grupo de individuos sem mutagao

identificada.

Foi realizada uma analise descritiva para as variaveis em estudo em cada
grupo considerado. Os dados quantitativos foram apresentados como média +
desvio padrdo (DP) ou como mediana (desvio interquartilico — DI). Os dados

qualitativos foram expressos em n (% de todos os casos).

A analise dos dados quantitativos sem distribuicdo normal foi realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis. A analise dos dados quantitativos com distribuigdo normal
foi realizada pela analise de variancia para um fator, utilizando o teste post-hoc de
Tukey para comparagdes multiplas. Os dados qualitativos foram analisados através
do teste do qui-quadrado, utilizando, se necessario, corregdo de Yates ou teste

exato de Fisher.

Todos os testes estatisticos utilizados foram bicaudais, sendo estabelecido

um nivel de significancia de 5%.

Para o calculo de tamanho amostral, foi considerada a estratégia de
populacdo fechada. Existem no Programa de Adultos 100 pacientes em
acompanhamento. Desses, 80 tém diagndstico de FC, dos quais 20 preenchem
critérios de doenca leve. Os 20 pacientes sem diagndstico confirmado possuem
achados fenotipicos compativeis, porém com teste do suor com valores normais ou

limitrofes. Foram estudados um total de 37 pacientes.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a contribuicdo da analise molecular do gene CFTR na
investigacao diagndstica da fibrose cistica em pacientes com suspeita de FC leve ou
doenca atipica. Secundariamente, comparar as caracteristicas dos pacientes em 3
grupos: grupo com identificagdo de duas mutagdes conhecidas como causadoras da
FC, grupo com identificagdo de apenas uma mutagdo e grupo sem mutagao
identificada. Métodos: Estudo transversal em adolescentes e adultos (=14 anos). Os
voluntarios foram submetidos a avaliagdo clinica, laboratorial e radioldgica;
espirometria, microbiologia do escarro, ecografia hepatica, teste do suor e analise
molecular do gene CFTR. Resultados: Foram avaliados 37 pacientes com achados
fenotipicos de FC, com ou sem confirmacao pelo teste do suor. Houve predominio
do sexo feminino (75,7%) com média de idade de 32,5 + 13,6 anos. A analise
molecular contribuiu para o diagnéstico definitivo de FC em 3 casos (8,1%) dentre 37
pacientes em avaliacdo. Em 7 pacientes (18,9%) foram identificadas apenas uma
mutagcdo causadora de FC e em 26 pacientes (70,3%) ndo foram identificadas
mutac¢des. Nenhuma caracteristica clinica estudada se associou com o diagndstico
genético. A mutacao p.F508del foi a mais comum, encontrada em 5 pacientes. A
associacdo de p.V232D e p.F508del foi encontrada em 2 pacientes. Outras
mutacgdes encontradas foram: p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T, p.V754M,
p.P1290P e p.R1066H e p.T351S. Conclusao: A andlise molecular da regiao
codificante do gene CFTR apresentou contribuicdo limitada para investigacao
diagnostica de pacientes com suspeita de fibrose cistica leve ou doenga atipica.
Além disso, ndo houve associagao entre as caracteristicas clinicas e o diagndstico

genético.

Palavras-chaves: fibrose cistica, proteina reguladora da condutancia

transmembrana da fibrose cistica, fenétipo, gendétipo, diagnéstico.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the contribution of molecular analysis of CFTR gene in
cystic fibrosis diagnostic investigation in patients with suspected mild FC or atypical
disease. Secondarily, to compare the characteristics of patients into 3 groups: group
with identification of two mutations known to cause CF, group with identification of
just one mutation and group without mutations. Methods: Cross-sectional study in
adolescent and adult (= 14 years). The volunteers underwent clinical, laboratory and
radiological spirometry, sputum microbiology, liver ultrasound, sweat test and
molecular analysis of the CFTR gene. Results: We evaluated 37 patients with
phenotypic findings of FC, with or without confirmation by the sweat test. There was a
predominance of females (75.7%) with a mean age of 32.5 + 13.6 years. Molecular
analysis contributed to the definitive diagnosis of CF in 3 cases (8.1%) among 37
patients under evaluation. In 7 patients (18.9%) were identified only one mutation that
causes CF and in 26 patients (70.3%) were not identified mutations. No clinical
feature studied was associated with genetic diagnosis. The P.F508del mutation was
the most common, found in 5 patients. The association p.V232D and p.F508del was
found in 2 patients. Other mutations found were: p.A559T, p.D1152H, p.T1057A,
p.1148T, p.V754M, and p.P1290P p.R1066H and p.T351S. Conclusion: Molecular
analysis of the CFTR gene coding region showed limited contribution to the
diagnostic investigation of patients with suspected cystic fibrosis mild or atypical
disease. Moreover, there was no association between clinical features and genetic

diagnosis.

Keywords: cystic fibrosis, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,

phenotype, genotype, diagnosis
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INTRODUGAO

A fibrose cistica (FC) € uma doenga com heranga autossGmica recessiva,
causada por mutagdes em um gene localizado no brago longo do cromossomo 7,
responsavel pela codificacdo da proteina reguladora da condutancia transmembrana

da FC (do inglés cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR)"2.

Embora o diagnostico de FC seja usualmente feito na infancia (70% dos
casos no primeiro ano de vida), a frequéncia do diagndstico na adolescéncia e na
vida adulta tem aumentado, em decorréncia da maior suspeita clinica e

disponibilidade de técnicas de diagndstico °.

A FC apresenta variabilidade de expressdo entre os acometidos. O
diagnostico é baseado nos achados fenotipicos, na histéria familiar, na triagem
neonatal e na realizagdao do teste do suor, pela iontoforese quantitativa pela

pilocarpina®.

Considerado padrdo aureo para diagnéstico de FC, o teste do suor® é
considerado positivo quando houver dosagem de cloreto maior que 60 mEql/L em
pelo menos dois testes realizados em momentos diferentes. Em casos com valores
limitrofes ou normais, testes diagndsticos adicionais s&o necessarios e a pesquisa
de mutagcdes no genes CFTR deve ser realizada®’. Tal andlise apresenta alta
especificidade para FC, porém baixa sensibilidade. Esse fato € explicado pela
existéncia de grande numero de mutagdes conhecidas (mais de 1900), mas de sé
uma minoria ser incluidas nos painéis comerciais disponiveis®®. Apesar das
ressalvas desse método, a pesquisa de mutagdes vem crescendo como método

diagnostico.

A identificacdo de duas mutagdes causadoras de FC confirma o diagnéstico
de FC atipica. A identificagdo de uma mutacao torna o diagndstico inconclusivo. A
auséncia de mutacdes torna o diagnostico de FC pouco provavel, sendo
recomendada a investigagao de diagndsticos diferenciais, como a discinesia ciliar e

as imunodeficiéncias®

O objetivo deste trabalho foi avaliar o quanto a analise molecular da regido
codificante do gene CFTR auxilia na investigagdo diagnostica de pacientes
adolescentes e adultos com suspeita de FC leve ou doenca atipica; e comparar as

caracteristicas dos pacientes em 3 grupos: grupo com identificacdo de duas
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mutagbes no gene CFTR (diagndstico molecular confirmado de FC), grupo de
individuos com identificacdo de apenas uma mutagdo e grupo de individuos sem

mutacéao identificada.
METODOS

O delineamento constituiu-se em um estudo transversal, realizado em Unico
centro, buscando avaliar a contribuicdo da analise molecular do gene CFTR na
investigacdo diagndstica de pacientes adolescentes e adultos com suspeita de
fibrose cistica leve (doenga confirmada pelo teste do suor com doenga pulmonar
leve sem insuficiéncia pancreatica) ou doenca atipica (fenétipo clinico compativel

sem confirmacgao pelo teste do suor).

O protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob o numero de protocolo 08-549. Termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os pacientes. O projeto de
pesquisa recebeu doacdes de empresas privadas (Roche e United Medical), porém
estes apoiadores nao tiveram direito de participar no delineamento do estudo,

execucao, analise e divulgacéo dos resultados.

A populacdo do estudo foi constituida por pacientes atendidos no
ambulatoério para adolescentes e adultos com FC do Servico de Pneumologia do
HCPA (Porto Alegre, RS, Brasil). Foram incluidos individuos com idade igual ou
superior a 14 anos com achados fenotipicos de FC (baqueteamento digital,
bronquiectasias, infeccdo bacteriana crénica por germes tipicos, insuficiéncia

pancreatica exdcrina) com ou sem confirmacao pelo teste do suor.

Foram excluidos do estudo: pacientes que tiverem outra doenca identificada
como causa dos achados fenotipicos como, por exemplo, discinesia ciliar ou
deficiéncia imunoldégica primaria; pacientes gestantes; e pacientes que néo

aceitaram participar ou assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os pacientes foram selecionados em consultas de rotina no periodo de 2009
a 2010 e entrevistados por um dos membros da equipe de pesquisa, utilizando ficha
de coleta de dados composta pelas seguintes variaveis: idade, sexo, estado civil,

etnia, historia familiar para FC, presenca de baqueteamento digital e IMC.
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Os pacientes realizaram o teste oral de tolerancia a glicose de 2 h, exceto
aqueles com diagnaostico prévio ja definido de diabete melito através de glicemia de

jejum, conforme critério da American Diabetes Association'®"’

. A avaliagéo de
sinusopatia crénica foi complementada com o uso da tomografia de seios da face.

O escore clinico de Shwachman-KuIczycki12 foi utilizado para a mensuragao
da gravidade geral da doenga. A avaliagdo considera quatro diferentes
caracteristicas (atividade geral, exame fisico, nutricdo e achados radiolégicos do
térax), sendo cada uma delas pontuadas em uma escala de 5 a 25 pontos (melhor
desempenho, maior pontuagdo), sendo que o escore final de 100 pontos

representaria o paciente em 6tima condicao clinica.

Foram revisados os exames bacterioldgicos de escarro realizados na rotina
clinica nos ultimos 12 meses. A identificacdo da Pseudomonas aeruginosa (cepas
mucoides e nao mucoides), Staphylococcus aureus (meticilina sensivel e resistente),
Burkholderia cepacia e Haemophilus influenza foram registrados quando
identificados pelo menos duas vezes em amostras de escarro coletadas na rotina

clinica, em intervalo maior do que 30 dias.

A espirometria foi realizada no Servigco de Pneumologia do HCPA, utilizando
0 equipamento MasterScreen, v 4.31 (Jaeger, Wuerzburg, Germany), dentro dos
critérios de aceitabilidade técnica das Diretrizes para Testes de Fungdo Pulmonar da
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia'®. Foram registrados capacidade
vital forcada (CVF), volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF,) e
VEF/CVF. O teste foi realizado em trés manobras aceitaveis e o melhor teste foi
registrado. Todos os parametros foram expressos em percentual do previsto para

idade, altura e sexo'.

Na avaliagao hepatica, foi utilizado o sistema de escore ultrassonografico de
Williams'® para o diagnéstico de doenga hepatica na FC. Este sistema considera trés
caracteristicas ultrassonograficas: parénquima hepatico (pontuagéo 1 = normal, 2 =
grosseiro e 3 = irregular), borda hepatica (pontuagédo 1 = lisa e 3 = nodular) e fibrose
periportal (pontuagao 1 = ausente, 2 = moderada e 3 = grave). O escore final igual a
3 é consistente com figado normal, sendo escores crescentes sugestivos de doenga
hepatica progressiva. O escore de 8 a 9 é compativel com cirrose hepatica

estabelecida. Este sistema de avaliagao ultrassonografica é utilizado na rotina do
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HCPA e o registro foi obtido a partir da interpretagcdo do ecografista em exame

realizado por ocasiao da avaliacédo de rotina.

A analise molecular foi realizada no Servico de Genética do HCPA. Uma
amostra de 5 mL de sangue periférico foi coletada para extracdo do DNA. A regiédo
codificante do gene CFTR foi amplificada por meio da reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). O sequenciamento dos fragmentos foi realizado utilizando o kit
Big Dye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing (Applied Biosystems)
pelo método de terminagdo fluorescente em um analizador genético (ABI PRISM™
3130xI Genetic Analyzer). As anadlises foram obtidas pelo AB DNA Sequencing
Software v 5.2 (Applied Biosystems). Foi realizado o sequenciamento dos 27 exons
do gene CFTR. As regides flanqueadores exons/introns também foram incluidas no

sequenciamento. O polimorfismo do intron 8 também foi analisado.
Analise Estatistica

As informacgdes foram processadas e analisadas com auxilio do programa

Statistical Package for the Social Sciences, versao 18.0.

Foi realizada analise descritiva, sendo os dados quantitativos apresentados
como média + desvio padrao (DP) ou como mediana (amplitude interquartilica — Al).

Os dados qualitativos foram expressos em n (% de todos os casos).

Na anadlise estatistica, os pacientes foram divididos em trés grupos: grupo
com identificacdo de duas mutagdes conhecidas como causadoras da FC, grupo de
individuos com identificacdo de apenas uma mutagao conhecida como causadora da

FC e grupo de individuos sem mutagao identificada.

A comparagéo entre os trés grupos foi feita pela analise de variancia para
um fator para variaveis continuas com distribuicdo normal; pelo teste de Kruskal-
Wallis para variaveis ordinais ou para variaveis continuas sem distribuigdo normal; e
para variaveis categoricas pelo teste do qui-quadrado, utilizando, se necessario,

correcao de Yates ou teste exato de Fisher.

O nivel de significancia do estudo foi estabelecido em 0,05 e todos os testes

utilizados foram bicaudais.
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RESULTADOS

No periodo de maio de 2009 a novembro de 2010 foram avaliados 37
pacientes com achados fenotipicos de FC, com ou sem confirmacéo pelo teste do
suor. Nenhum paciente selecionado se recusou a participar do estudo. Todos eles

concluiram as avaliagdes preconizadas pela pesquisa.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas gerais dos pacientes. O grupo mostrou
predominio do sexo feminino, com 28 mulheres (75,7%) e 9 homens (24,3%). A
média de idade foi de 32,5 + 13,6 anos, (variando de 14-67 anos). A grande maioria
era de S. aureus etnia caucasiana (apenas 1 era ndo caucasiano) e 16 pacientes
(43,2%) referiram ter algum familiar (primeiro e segundo grau) com diagnéstico
confirmado de FC. Cinco pacientes (13,5%) tinham diagndstico de insuficiéncia
pancreatica exocrina. A média do IMC foi de 22,4 Kg/m? + 3,85 (variagdo: 15,3 a 30
Kg/m?). Baqueteamento digital foi encontrado em 21,6% dos pacientes. Apenas 3
pacientes (8,1%) apresentaram critério diagndstico de diabete melito e 13 (35,1%)
para sinusopatia crénica. Em relagdo a microbiologia do escarro, a P. aeruginosa
foi a bactéria isolada mais frequentemente (43,2%), seguida do (35,1%). O H.
influenza foi identificado em 7 pacientes (18,9%). A B. cepacia foi isolada em 5,4%
dos pacientes. A média do VEF4 em % do previsto foi de 68,31 + 25,4%, a da CVF
foi de 80 + 19,4% e a da relacdo VEF1/CVF foi de 71,68 = 17,34%. Os eletrélitos no
suor foram avaliados em duas amostras, sendo que o peso médio da primeira
amostra foi de 242 + 85,99 mg e da segunda 228,50 £ 95 mg. A concentracao de
cloreto em mEQ/L na primeira amostra foi de 54 + 26,14 e de 51,76 £ 23,37 na

segunda.
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Variaveis Pacientes
n =37
Sexo

Masculino 9 (24,3)

Feminino 28 (75,7)
Idade, anos® 32,5+ 13,6
Etnia

Caucasodide 36 (97,3)

N&o Caucasoide 1(2,7)
IMC (Kg/m2)° 22,4 + 3,85
Historia Familiar de FC 16 (43,2)
Insuficiénia Pancreatica Exécrina 5(13,5)
Baqueteamento Digital 8 (21,6)
Diabete melito 3(8,1)
Sinusopatia Crénica 13 (35,1)
Bacteriologia do Escarro

P. aeruginosa 16 (43,2)

P. aeruginosa (mucoides) 7(18,9)

P. aeruginosa (ndo mucoides) 10 (27,0)

S. aureus 13 (35,1)

S. aureus meticilina sensivel 12 (32,4)

S. aureus meticilina resistente 2(54)

B. cepacia 2(5,4)

H. influenza 7(18,9)
VEF, (litros)” 2,2+0,95
VEF, (% previsto)® 68,31 +254
CVF (litros)° 2,99 +0,9
CVF (% previsto)” 80 + 19,4
VEF, /CVF ° 71,68 + 17,34
Sédio no suor (MEg/L) - Amostra 1° 57,57 + 27,34
Cloreto no suor (mEq/L) - Amostra 1° 54 + 26,14
Peso (mg) - Amostra 1 b 242,34 + 85,99
Sédio no suor (MEqg/L) — Amostra 2° 57,19 + 22,12
Cloreto no suor (mEg/L) - Amostra 2 b 51,76 + 23,37
Peso (mg) - Amostra 2 ° 228,50 £ 95

FC: Fibrose cistica; IMC: indice de massa corporal; VEF,: Volume expiratério forcado no primeiro
segundo; CVF: Capacidade vital forgada. ® Valores expressos em n (%), exceto onde indicado.

®Valores expressos em média + dp
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Tabela 2 — Comparagao das caracteristicas entre os individuos com duas mutacdes identificadas,

com uma mutagdo e sem mutacéo identificada.®

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P
Duas mutagdoe: Uma mutagao Auséncia
n=4 n=7 n=26
Sexo
Masculino 1(25,0) 0 (0) 8 (30,8) 0,242
Feminino 3(75,0) 7 (100,0) 18 (69,2)
Idade, anos” 30,8+ 10,9 30+£9,95 33+14,43 0,851
Etnia
Caucasoide 4 (100) 7 (100) 25 (96,2) 0,805
Nao Caucasoide 0 (0) 0 (0) 1(3,8)
IMC (Kg/m2)° 22,87 +3,7 23,3+23 222+43 0,801
Histéria Familiar de FC 3 (75) 2 (28,6) 11 (42,3) 0,322
Insuficiéncia Pancreaticaa Exdcrina 2 (50,0) 0 (0) 3(11,5) 0,570
Baqueteamento Digital 0(0) 0(0) 8 (30,8) 0,115
TTOG
Intolerancia a glicose 0 (0) 2 (28,6) 4 (15,4) 0,624
Diabetes 0 (0) 1(14,3) 2(7,7)
Sinusopatia Cronica 2 (50) 4 (57,1) 7 (26,9) 0,266
Bacteriologia do Escarro
P. aeruginosa 1(25,0) 5(71,4) 10 (38,5) 0,218
P. aeruginosa (mucdides) 1(25,0) 3 (42,9) 3(11,5) 0,162
P. aeruginosa (ndo mucdides) 0(0) 3 (42,9) 7 (26,9) 0,306
S. aureus 3 (75,0) 3(42,9) 7 (26,9) 0,154
S. aureus meticilina sensivel 2 (50,0) 3(42,9) 7 (26,9) 0,530
S. aureus meticilina resistente 1(25,0) 1(14,3) 0 (0) 0,062
B. cepacia 0 (0) 0 (0) 2(7,7) 0,639
H. influenza 0 (0) 1(14,3) 6 (23,1) 0,516
Escore Shwachman-Kulckzicki® 80,0 (32,5) 75,0 (20) 70,0 (31,3) 0,748
Escore Hepatico® 3,0 (0) 3,0 (0) 3(0) 0,399
Presenca de Bronquiectasias 2 (50,0) 6 (85,7) 19 (73,1) 0,439
VEF, (litros)” 3,01 0,71 2,44 £ 0,7 22+1,13 0,317
VEF, (% previsto)® 89,72 + 26,0 72,2+ 14,7 68,22 + 29,04 0,338
CVF (litros)° 3,7+04 3,23+£0,5 29+1,2 0,359
CVF (% previsto)” 95,5+ 16,13 81,7+6,2 78,5 + 23,22 0,320
VEF, /CVF ° 80,32+ 12,5 74,8 + 14,1 73,7 £ 19,02 0,785
Sédio suor (mEq/L) - Amostra 1° 56,8 + 20,3 59,14 + 27,3 56,5 + 28,0 0,973
53,8 + 15,7 61,3+ 23,10 51,34 £ 27,7 0,674
Cloreto suor (mEg/L) - Amostra 1° 53,33+ 10,3 56,4 + 27,8 58,1 £ 22,2 0,941
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Sédio suor (mEqg/L) — Amostra 2° 49,7 £ 10,50 52,2 + 26,0 52,2+244 0,985
Cloreto suor (mEg/L) - Amostra 2°

Resultado teste suor

Normal 1(25,0) 1(14,3) 12 (46,2) 0,306
Limitrofe 2 (50,0) 3 (42,9) 4 (15,4)
Alterado 1(25,0) 3 (42,9) 10 (38,5)

FC: Fibrose cistica; IMC: indice de massa corporal; TTOG: Teste de tolerancia oral a glicose; VEF;:
Volume expiratério forgado no primeiro segundo; CVF: Capacidade vital forgada. ® Valores expressos
em n (%), exceto onde indicado. ®\Valores expressos em média + dp. “Valores expressos em mediana
(amplitude interquartilica). Andlise de varidncia para um fator para variaveis continuas com
distribuicdo normal ou teste de Kruskal-Wallis (variaveis ordinais ou continuas sem distribui¢cao
normal); teste do qui-quadrado (variaveis categoricas), utilizando, se necessario, corregdo de Yates
ou teste exato de Fisher.

A Tabela 2 compara as caracteristicas entre individuos com duas ou mais
mutacdes identificadas, apenas 1 mutagdo ou auséncia de mutagao identificada
como causadora de FC. Nado houve diferenga significativa entre os grupos com
relacdo ao sexo, idade, etnia e histéria familiar de FC. A presenca de insuficiéncia
pancreatica exocrina nao diferiu estatisticamente entre os trés grupos (2 casos no
grupo com duas mutagdes, nenhum caso no grupos com 1 mutacdo e 3 casos no
grupo sem mutacao identificada). O achado de baqueteamento digital, o IMC, a
presenca de diabete melito e sinusopatia crénica também nao diferiram entre os
grupos. Em relagcdo a avaliagdo microbiolégica do escarro, ndo se identificou
diferenca significativa entre os grupos para a identificacdo de P. aeruginosa |,
S.aureus , H. influenza e B. cepacia. Nao foi observada diferencga significativa entre
0s grupos para o escore clinico de Shwachman-Kulckzicki), para o escore hepatico
de Williams nem para a presenca de bronquiectasias. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos para as médias da CVF % do
previsto, do VEF{ em % do previsto e da relagdo VEF/CVF. As dosagens de sédio e
de cloretos no suor ndo diferiram entre os grupos. O resultado do teste do suor
classificado como normal, limitrofe e alterado nao diferiu entre os trés grupos. No
grupo com duas mutagdes identificadas, foi observado 1 caso com resultado normal,
2 casos com resultados limitrofes e 1 caso alterado. No grupo com uma mutacao, foi
observado 1 caso com resultado normal, 3 com resultados limitrofes e 3 com
resultados alterados. No grupo sem mutagdo identificada, foram observados 12

casos com resultados normais, 4 limitrofes e 10 alterados.
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As mutacdes identificadas na analise molecular estdo descritas na Tabela 3.
A mutacgéo p.F508del foi a mais comum, encontrada em 5 pacientes. A associagao
de p.V232D e p.F508del foi encontrada em 2 pacientes do grupo 1. Foram
identificadas 3 mutagdes no mesmo paciente (p.T351S, p.F508del no primeiro alelo
e p.P1290P no segundo). Outras mutag¢des encontradas foram: p.A559T, p.D1152H,
p.T1057A, p.1148T, p.V754M, p.P1290P e p.R1066H.

Tabela 3 — Pacientes com mutagdes identificadas

Paciente Mutacgoes (Classe)
Alelo 1 Alelo 2
Grupo 1 (duas ou mais mutagdes)
1 p.T351S /p.F508del p.P1290P
2 p.A559T p.D1152H
3 p.V232D p.F508del
4 p.V232D p.F508del
Grupo 2 (uma mutagéo)

5 p.T1057A

6 p.1148T

7 p.V754M

8 p.P1290P

9 p.F508del

10 p.F508del

11 p.R1066H
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DISCUSSAO

Este estudo transversal avaliou pacientes com achados fenotipicos
compativeis com FC que foram encaminhados a um ambulatério de referéncia para
adolescentes e adultos com a doenga para diagnéstico e tratamento. A analise
molecular do gene CFTR contribuiu para o diagnostico definitivo de FC em 4 casos
(10,8%) dentre 37 pacientes em avaliagdo. Em 7 pacientes (18,9%) foi identificada
apenas uma mutagdo causadora de FC e em 26 pacientes (70,3%) nao foram
identificadas mutagdes. Nenhuma caracteristica clinica estudada se associou com o
diagnostico genético. Houve tendéncia da presenca de insuficiéncia pancreatica
exdcrina ser mais frequente nos casos com diagndstico genético confirmado, porém
nao atingiu significancia estatistica. Dos pacientes com diagndstico genético, apenas
1 apresentava teste do suor classificado como alterado. Por outro lado, o teste do
suor foi alterado em 3 dos 7 casos com uma mutagao identificada e em 10 dos 26

casos sem mutacao identificada.

As caracteristicas clinicas e os motivos do encaminhamento incluiram:
doenga sinusopulmonar crbnica, colonizagdo broncopulmonar por germes
sugestivos de FC, baqueteamento digital, histéria familiar positiva para FC,
anormalidades gastrointestinais e anormalidades nutricionais®. Todos os pacientes ja

haviam realizado teste do suor em pelo menos duas amostras.

Dentre os 4 casos no presente estudo com diagndstico genético de FC, um
deles pode ser caracterizado como doenga classica leve, pois tinha manifestagdes
tardias da doencga e teste do suor alterado; enquanto os outros trés podem ser
caracterizados como doencga atipica, pois tinha eletrélitos do suor com valores

limitrofes ou normais.

O desenvolvimento nas técnicas de analise molecular permitiu a
identificacdo de mais de 1900 mutagdes da CFTR, conforme Banco de Dados de
Mutagbes da FC (Cystic Fibrosis Mutation Database -
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). As mutagdes genéticas tém sido classificadas
em seis classes, dividindo-se em graves (I, Il e Ill) e leves (IV,V e VI); baseado no
mecanismo molecular alterado'®"". Na classe |, a CFTR n&o ¢ sintetizada; na classe

Il, ela é inadequadamente processada no reticulo endoplasmatico; na classe lll, ela
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€ inadequadamente regulada; na classe 1V, ela apresenta uma condutancia anormal;
na classe V, ocorre um defeito de producdo e na classe VI ocorre uma degradagao
acelerada'®'®. As formas nao classicas da FC tém sido associadas com mutacdes
que reduzem, mas ndo eliminam a funcdo da proteina CFTR®. Em geral, os
individuos homozigotos para as classes [-lll possuem insuficiéncia pancreatica,
diabete, altas taxas de ileo meconial, mortalidade precoce, declinio mais rapido da
fungdo pulmonar, maior desnutricdo e hepatopatia'®. Ja os pacientes de classe IV e
V possuem uma doenga mais leve, suficiéncia pancreatica e maior sobrevida®>?',

Mutagbes no gene da CFTR ndo sao identificadas em 1 a 1,5% dos
pacientes com FC classica. Em casos de FC nao classica, varios fatores sao
importantes para estabelecer o diagnodstico correto. Nesse estudo, a analise
molecular abrangeu a regido codificante e as regides flanqueadores exons/introns.
Mutagdes localizadas em regides promotoras e em sequéncias regulatorias distantes
n3o sdo avaliadas'®. Entretanto, a frequéncia de mutaces nessas regides sdo mais
raras e, provavelmente, ndo explicariam todos os casos da nossa amostra.

A mutacao mais frequente é a F508del (auséncia do aminoacido fenilalanina
na posicdo 508), poréem a frequéncia difere entre as populagdes sendo
aproximadamente 47% no Brasil®?*. Em andlise de pacientes brasileiros com FC,
Raskin et al mostraram que a F508del e outras quatro mutagbes (G542X, N1303K,
G551D e R553X) representaram 56% dos alelos de FC®. O espectro de mutacgdes
de FC no Brasil indica forte influéncia europeia, particularmente similar ao da
populacéo italiana®’. Em estudo prévio do HCPA, a mutacdo F508del foi encontrada
em 48,7% dos alelos?®.

A sensibilidade da genotipagem para FC depende inteiramente do numero
de mutacdes testadas e da etnia dos individuos testados %°. Geralmente a baixa
sensibilidade ocorre devido a esse grande numero de mutagdes conhecidas e pela
disponibilidade que os painéis comerciais disponiveis s6é estudam uma minoria
dessas mutagdes®. No presente estudo, deve-se considerar o fato de que a
populacao de pacientes foi selecionada pelo encaminhamento de casos com maior

dificuldade diagndstica para um centro de referéncia para adultos com FC.

McWilliams et al?®

relataram, em 2000, 6 casos de FC com diagndstico na
vida adulta, com doencga pulmonar supurativa, fungdo pancreatica preservada e

todos com apenas uma mutagao identificada. Concluiram que o espectro diagndstico
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dos pacientes investigados na vida adulta é diferente daqueles com diagndstico na

infancia.

Groman et al®® publicaram estudo, em 2002, avaliando se as alteragcbes na
funcdo da CFTR function s&o responsaveis por todo o espectro de variantes dos
fendtipos de FC. Realizaram analise genética da CFTR em 74 pacientes com fibrose
cistica nao classica. Vinte e nove pacientes tiveram duas mutagdes identificadas no
gene CFTR, 15 tiveram apenas 1 mutacao identificada e 30 ndo tiveram mutagdes
identificadas. A semelhanga de nosso estudo, a comparacdo das caracteristicas
clinicas e das concentragdes do teste do suor n&o diferiu entre os grupos com duas,
uma ou nenhuma mutacdes. Concluiram que fatores outros que mutagbes no gene
CFTR produzem fendtipos clinicamente indistinguiveis da fibrose cistica nao classica

causada pela disfuncédo da CFTR.

Gilllam et al®® em 2004 publicaram estudo avaliando as caracteristicas
clinicas e parametros diagnosticos de pacientes com diagndéstico de FC na vida
adulta. Dentre 1051 individuos com diagnostico de FC, 73% (7%) tiveram
diagnostico da doenga na vida adulta. Dos 46 pacientes com diagnostico depois de
1990, o teste do suor pode estabelecer diagndstico em 30 casos (65%), a analise de
muta¢des em 15 casos (33%) e a combinagéo dos testes em 31 casos (67%). A
medida da diferenga do potencial nasal isoladamente confirmou o diagnéstico nos 15
casos remanescentes (33%). Concluiram que os pacientes que se apresentam com
a doenga na vida adulta geralmente apresentam suficiéncia pancreatica, teste do
suor inconclusivo e alta prevaléncia de mutagdes que n&o sao evidenciadas na

infancia.

O presente estudo possui algumas limitagdes. Primeiro, a principal limitagao
advém do tamanho amostral pequeno, em especial do numero de casos com
diagndstico confirmado, que impede a generalizagdo dos achados na comparagéo
das caracteristicas clinicas dos trés grupos e limita a validade externa. Uma outra
limitagdo € que nao foi realizada a técnica de diferenga do potencial nasal, pois nao

dispunhamos deste método em nossa instituicao.

A implicagéo clinica deste estudo consiste na demonstragdo da dificuldade

diagnostica enfrentada pelo especialista que avalia esta populacdo de individuos



-42 -

adolescentes e adultos com suspeita clinica de FC. A investigacdo diagnostica
requer testes diagndsticos adicionais ao teste do suor. O teste do suor ndo possui

especificidade suficiente para descartar a doencga neste grupo de pacientes.

Como conclusao, na populacédo de pacientes com achados compativeis com
FC e encaminhados para avaliagdo em programa de referéncia para adolescentes e
adultos com a doencga, a analise molecular da regido condificante do gene CFTR
contribuiu para o diagndstico definitivo de FC em 3 casos (8,1%) e possibilitou a
identificacdo das mutagbes em um paciente com doenga leve, ja confirmada pelo
teste do suor. Pacientes com eletrélitos no suor alterados e sem mutacbes
identificadas, provavelmente possuem alteracbes ainda desconhecidas. Nenhuma

caracteristica clinica se associou com o diagnostico genético.
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8 CONCLUSOES

8.1 PRINCIPAL

Este estudo transversal avaliou pacientes com achados fenotipicos
compativeis com FC que foram encaminhados a um ambulatério de referéncia para
adolescentes e adultos com a doenga para diagndstico e tratamento. A analise
molecular do gene CFTR contribuiu para o diagndstico definitivo de FC em 3 casos
(8.1%) dentre 37 pacientes em avaliagdo. Em 7 pacientes (18,9%) foram
identificadas apenas uma mutagao causadora de FC e em 26 pacientes (70,3%) nao

foram identificadas mutacgdes.

8.2 SECUNDARIA

Nenhuma caracteristica clinica estudada se associou com o diagnostico
genético. Houve uma tendéncia da presenga de insuficiéncia pancreatica exdcrina
ser mais frequente nos casos com diagnostico genético confirmado, porém né&o
atingiu significancia estatistica. Dos pacientes com diagnéstico genético, apenas 1
apresentava teste do suor classificado como alterado. Por outro lado, o teste do suor
foi alterado em 3 dos 7 casos com uma mutacao identificada e em 10 dos 26 casos

sem mutacéao identificada.
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9 PERSPECTIVAS

O diagnéstico de FC na adolescéncia e na vida adulta de casos com doencga
atipica e doencga leve melhorou a partir do desenvolvimento de técnicas de analise
molecular genética e do desenvolvimento do potencial nasal (ainda restrito a poucos

centros de referéncia).

Ainda faltam caracterizar melhor as situagcbes em que existem achados
fenotipicos da doencga, alteragdo da CFTR (expressa por teste do suor ou potencial
nasal alterados) e auséncia de mutagdes conhecidas como causadoras da doenca.
Da mesma forma, é preciso entender melhor os achados de pacientes com

identificacdo de apenas uma mutacao e achados fenotipicos de FC.

O maior conhecimento da gravidade clinica e evolugdo progndstica destes
casos sera importante para definir se o grau de investigagdo diagndstica pode
interferir nos desfechos progndsticos. Portanto, este € um campo que precisa ser

melhor investigado.
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ANEXO A

Ficha de Coleta de Dados Gerais

1. Numero do caso:

2. Numero do registro:

3. Nome:

4. Data da avaliagao:  / [/
5. Sexo: (1) masculino; (2) feminino

6. Data de nascimento:

7. |ldade:_ anos

8. Etnia: (1) caucasodide; (2) ndo-caucasoide

9. Estado civil: (1) solteiro; (2) casado; (3) separado ou divorciado
10.Estudante: (1) sim; (2) ndo

11.Trabalha: (1) sim, turno integral; (2) sim, meio turno; (3) n&o
12. Idade do diagndstico de fibrose cistica: _ anos

13. Histéria Familiar de FC ou doenga compativel: (1) sim; (2) ndo

Se sim, qual?

14. Baqueteamento digital: (1) sim; (2) ndo
15. Insuficiéncia pancreatica exdcrina: (1) sim; (2) néo
16.Diabetes: (1) sim; (2) ndo

17.Pancreatite cronica: (1) sim; (2) ndo



18.Doenca de via aérea superior / sinusite cronica: (1) sim; (2) nao

19.Polipose nasal: (1) sim; (2) ndo
20. Otite de repeticao: (1) sim; (2) nao
21.Avaliagao nutricional:
a) Peso:_ Kg
b) Altura;_ m
c) Indice de massa corporal (IMC):
(1) Eutrdficos (2) Risco Nutricional
22. Escore de Shwachman:
a) Atividade geral:
b) Exame fisico:
¢) Nutrigao:
d) Exame radiolégico do térax:
e) Escore total:

23. Escore Hepatico de Williiams:

a) Parénquima Hepatico: (1) Normal (2) Intermediario (3) Irregular

kg/m?

(3) Desnutridos

b) Borda Hepatica: (1) Lisa (2) Intermediaria (3) Nodular

c) Fibrose Periportal: (1) ausente (2) moderada (3) acentuada

d) Escore Total:

24. Bronquiectasias: (1) sim; (2) ndo
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25.Microbiologia do escarro
a) Pseudomonas cepas mucadides: (1) sim; (2) ndo
b) Pseudomonas cepas nao mucodides: (1) sim; (2) ndo
c) MSSA: (1) sim; (2) ndo
d) MRSA: (1) sim; (2) nao
e) B. cepacia: (1) sim; (2) nao

f) Haemophillus: (1) sim; (2) ndo

g) Outro:
26.Espirometria (data): / /
a) CVF: ___ litros
b) CVF: __ % do previsto
c) VEF4: ___ litros
d) VEF{: __ % do previsto

e) VEF4/CVF:
27 .Eletrélitos no suor

a) Amostra 1: Sédio1: Cloreto1: Peso1: Data: [/ |/

b) Amostra2: Sodio2: Cloreto2: Peso2: Data: [/ |/

28. Mutacao Génica

a) Alelo 1:

b) Alelo 2:




29. Espermograma:

(1) normal (2) alterado

30. Teste Oral de Tolerancia a Glicose:

a) TOTG <100 mg% - normal

b) TOTG entre 100 — 200 mg% - pré-diabete melito

c) TOTG > 200mg% - diabete melito
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