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RESUMO

Introducio: A fibrose cistica (FC) ¢ uma doenga autossomica recessiva causada por mutagdes
no gene Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). A relagdo entre
gendtipo e fenotipo na FC ainda € pouco esclarecida devido a heterogeneidade das mutagdes,
que variam de acordo com a origem geografica e etnia, ¢ das manifestagdes clinicas. Objetivos:
Analisar a associacdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade da doenga
em individuos com fibrose cistica atendidos em um Centro de Referéncia de Minas
Gerais/Brasil. Métodos: Trata-se de um estudo retrospectivo. Os dados antropométricos, a
idade, o sexo, a idade no diagnostico, a colonizagdo, as manifestagdes respiratorias e
gastrointestinais, as complicagodes, o tipo de tratamento, o escore de Shwachman-Kulczycki e
as mutagdes, foram coletados dos prontuarios dos participantes. O estado nutricional foi
analisado de acordo com a curva de crescimento da Organizagdo Mundial da Sauade (OMS).
Resultados: A amostra incluiu 50 participantes, de 1 a 33 anos de idade, sendo 50% do sexo
feminino. A maioria (40%) apresentou a colonizag¢do por Staphylococcus aureus. Do total de
100 alelos do gene CFTR, as mutacdes mais prevalentes foram a Delta F508 (45%) e a S4X
(18%). Os grupos de mutagdes prevalentes apresentaram associagdo significativa (p= 0,013)
com a insuficiéncia pancreatica, o mesmo ndo foi observado quanto a sintomatologia
respiratoria (p=0,666) e a gravidade da doenca (p = 0,073). A gravidade da doenga apresentou
associagdo significativa com a coloniza¢do por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus (p=0,007) e com o baixo peso (p =0,036). A ocorréncia do 6bito apresentou associacao
com a idade no diagnoéstico (p=0,016), a sintomatologia respiratéria (p=0,013), a colonizacao
(p=0,024), o baixo peso (p= 0,017) e a ocorréncia de internagao (p=0,003). Conclusées: Foi
possivel observar associacdo entre as mutagdes com a presenca de insuficiéncia pancreatica;
entre a colonizacdo por Staphylococcus aureus e o baixo peso com a gravidade da doenga e
auséncia de associacdo entre a as mutacdes com a gravidade da doenga. Os fatores ambientais
merecem ser investigados mais detalhadamente, pois parecem apresentar impacto importante

com a gravidade da doenga.

Descritores: Fibrose Cistica; Geno6tipo; Fenotipo; Regulador de Condutancia Transmembrana

em Fibrose Cistica.



ABSTRACT

Introduction: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in
the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) gene. The relationship
between genotype and phenotype in CF is still unclear due to the heterogeneity of mutations,
which vary according to geographic origin and ethnicity, and clinical manifestations.
Objectives: To analyze the association between phenotypic, genotypic characteristics and the
severity of the disease in individuals with cystic fibrosis treated at a Reference Center in Minas
Gerais/Brazil. Methods: This is a retrospective study. Anthropometric data, age, sex, age at
diagnosis, colonization, respiratory and gastrointestinal manifestations, complications, type of
treatment, Shwachman-Kulczycki score and mutations, were collected from the participants'
medical records. Nutritional status was analyzed according to the growth curve of the World
Health Organization (WHO). Results: The sample included 50 participants, from 1 to 33 years
old, 50% of whom were female. The majority (40%) had colonization by Staphylococcus
aureus. Of the total 100 alleles of the CFTR gene, the most prevalent mutations were Delta
F508 (45%) and S4X (18%). The groups of prevalent mutations showed a significant
association (p = 0.013) with pancreatic insufficiency, the same was not observed regarding
respiratory symptoms (p = 0.666) and the severity of the disease (p = 0.073). The severity of
the disease had a significant association with colonization by Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus (p = 0.007) and with low weight (p = 0.036). The occurrence of death
was associated with age at diagnosis (p = 0.016), respiratory symptoms (p = 0.013),
colonization (p = 0.024), low weight (p = 0.017) and the occurrence of hospitalization (p =
0.003). Conclusions: It was possible to observe an association between mutations with the
presence of pancreatic insufficiency; between colonization by Staphylococcus aureus and low
weight with the severity of the disease and the lack of association between mutations and the
severity of the disease. The environmental factors deserve to be investigated in more detail, as

they seem to have an important impact with the gravity of the disease.

Keywords: Cystic Fibrosis; Genotype; Phenotype; Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator.
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APRESENTACAO

Essa dissertacao esta estruturada de acordo com os critérios do Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncias da Saude dessa Universidade, a qual define que os resultados do
estudo sejam apresentados em formato de artigo cientifico.

Este documento est4 organizado nas seguintes se¢des: (1) Introducgdo; (2) Referencial
Teorico; (3) Objetivos; e (4) Resultados, que contempla o artigo elaborado.

O artigo intitulado “Associacdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a
gravidade da doenca em individuos com fibrose cistica”, teve como objetivo analisar a
associacdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade da doenga em
individuos com FC atendidos em um Centro de Referéncia de Minas Gerais. Observou-se que
as mutacdes foram associadas com a insuficiéncia pancreatica, mas ndo com a sintomatologia
respiratoria e a gravidade da doenga. A gravidade da doenga apresentou associacdo com a
colonizagdo ¢ o com baixo peso. Além disso, a colonizagdo, o baixo peso, a idade no
diagndstico, a sintomatologia respiratdria e a ocorréncia de internagdo foram associadas com a
ocorréncia do obito. Os fatores ambientais merecem ser investigados mais detalhadamente, pois
parecem apresentar impacto importante com a gravidade da doenga.

O artigo sera enviado para a revista Jornal Brasileiro de Pneumologia, que apresenta fator de
impacto 1.870.
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1. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga autossdmica recessiva causada por mutagdes no
gene Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR), localizado no brago longo do
cromossomo 7, responsavel por codificar a proteina reguladora de condutancia transmembrana
da FC (CFTR). Esta proteina atua como um canal de cloreto na superficie das membranas
apicais das células epiteliais secretoras do trato respiratdrio e gastrointestinal, do figado, do
aparelho reprodutor e das glandulas salivares, sudoriparas e pancreas, importante na
manutengao do equilibrio eletrolitico (ANDERSON, 1991; KEREM et al., 1989; RIORDAN et
al., 1989; TSUI et al., 1991; WAINWRIGHT et al., 1985).

A mutacao Delta F508 ¢ a mais frequente, porém atualmente mais de 2.000 mutagdes
do gene CFTR foram registradas (CYSTIC FIBROSIS MUTATION DATABASE, 2011).
Estas mutagdes afetam a sintese e a fungdo da proteina CFTR caracterizando a doenga como
multissistémica, com variabilidade de manifestagdes clinicas como doengas pulmonares,
insuficiéncia pancredtica, doenca hepatica, dificuldade de ganho de peso, ileo meconial e
infertifilidade (KEREM et al, 1989; RIORDAN et al., 1989; TSUI et al, 1991;
WAINWRIGHT et al., 1985).

As mutagdes no gene CFTR sdo divididas em seis classes. Geralmente, as classes que
acarretam em perda de funcdo ou expressao da CFTR estdo associadas a fenotipos mais graves
e aquelas que apenas reduzem a fungdo ou expressao da CFTR causam fenotipos leves e
moderados da doenga (ZIELENSKI, 2000).

Entretanto, a relagdo entre gendtipo e fendtipo na FC ainda € pouco esclarecida devido
a heterogeneidade das mutacdes e das manifestacdes clinicas (BAREIL; BERGOUGNOUX,
2020). A variabilidade de manifestacoes clinicas em individuos com o mesmo genoétipo indica
que o fendtipo pode ser modulado por genes modificadores, fatores epigenéticos e ambientais
(BOMBIERI; SEIA; CASTELLAN, 2015; BRENNAN; SCHRIJVER, 2016; DRUMM;
ZIADY; DAVIS, 2012; EGAN, 2016; KHALILZADEH et al., 2018; LUCARELLI et al., 2015;
SOSNAY; RARAIGH; GIBSON, 2016).

Estudos que avaliam a correlagdo entre gendtipo e fendtipo sao importantes para melhor
compreendermos como as diferentes mutagdes podem influenciar no agravamento da FC e
como outros fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos na modulacdo dessa doenga.
Alguns desses estudos encontraram forte relagdo gendtipo-fendtipo para as manifestacoes

pancreaticas, porém baixa relacdo para a doenca pulmonar, sugerindo forte influéncia dos
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fatores ambientais e genéticos secundarios na doenca pulmonar na FC (HUFFMYER;
LITTLEWOOD; NEMERGUT, 2009; ZIELENSKI, 2000; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Viérios fatores t€ém sido atribuidos a melhora da sobrevida, incluindo os diagnosticos
mais precoces, o estabelecimento de centros de atendimento especializados € os avangos na
terapéutica padronizada para pacientes com FC ao longo dos anos (ASHLOCK; OLSON, 2011;
ELBORN, 2016; JOHNSON et al., 2003; YANKASKAS et al., 2004). Desta forma, a avaliagao
genética integrada ao diagndstico da FC e a associacdo entre o genotipo e fenodtipo podem
otimizar o tratamento desses individuos, contribuindo na identificacdo daqueles elegiveis as
terapias com drogas especificas para as mutacdes que atuam como corretoras ou
potencializadoras da proteina CFTR, o que também pode auxiliar na determinagdo de
prognostico (ATHANAZIO et al., 2017; EGAN, 2016; MAYER-HAMBLETT; BOYLE;
VANDEVANTER, 2016; WAINWRIGHT et al., 2015).

Diante deste contexto, conhecer o fendtipo, o genotipo, a gravidade da doenga e a
associagdo destes em individuos com FC acompanhados no Brasil, em especifico em Minas

Gerais, pode contribuir na melhora da qualidade de vida, prognostico e sobrevida destes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Fibrose Cistica

2.1.1. Histérico

Em 1938, Dorothy Andersen, publicou seu estudo intitulado “Fibrose Cistica do
Pancreas e a sua Relagao com a Doenca Celiaca: um Estudo Clinico e Patologico”. Neste estudo
Andersen associou a fibrose cistica do pancreas a doenga pulmonar e intestinal. Este foi o
primeiro relato sobre a FC como uma entidade clinica, autonoma, multissistémica e com
incidéncia familiar, além de propor uma padronizacao do tratamento (ANDERSEN, 1938).

Farber, em 1945, observou que as secrecdes mucosas de individuos com FC
apresentavam-se espessas € viscosas, O que gera obstrugdo de alguns Oorgdos e,
consequentemente, lesdes nos pulmoes e pancreas. Ao atribuir as secregdes espessas € viscosas
como a causa da FC ecle introduziu o termo “mucoviscidose” a doenga (FARBER, 1945;
QUINTON, 1999).

Em 1946, Andersen e Hodges apresentaram a primeira evidéncia de que a FC era uma
doenca genética de heranga autossomica recessiva, sugerindo ser esta uma doenga hereditaria
(ANDERSEN; HODGES, 1946). Posteriormente, Di Sant’ Agnese ef al. (1953) documentaram
concentragoes elevadas de sodio e cloreto no suor de individuos com FC (DI SANT'AGNESE;
DARLING; PERERA, 1953). Esta descoberta possibilitou avancos no diagndstico da FC, e em
1959, Gibson e Cooke desenvolveram o teste do suor, que ainda ¢ considerado o exame padrdo
— ouro para o diagnoéstico da doenga em todo o mundo (CASTELLANI et al., 2018; GIBSON;
COOKE, 1959).

Na década de 80, Knowles et al. (1981), relataram alteracdes do potencial elétrico
transepitelial na mucosa respiratoria de individuos com FC, associadas a anormalidades no
transporte de cloreto (Cl ) e sddio (Na"), o que contribuiu para a descoberta da patogénese da
manifestagdo pulmonar na FC (KNOWLES; GATZY; BOUCHER, 1981). Em seguida,
Quinton et al. (1983) descreveram uma diminui¢ao da permeabilidade epitelial das glandulas
sudoriparas ao CI", como uma anormalidade generalizada na FC (QUINTON; BIIMAN, 1983).

Ainda na década de 80, Wainwright ef al. (1985) descreveram a primeira indicacao da
localizagao do gene causador da FC no brago longo do cromossomo 7 (WAINWRIGHT et al.,
1985). Em 1989, foi identificado o gene e a proteina codificada através deste, além da

observacdo que, na maioria dos individuos com FC, ha auséncia de trés pares de bases no gene,
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0 que leva a dele¢do do aminoacido fenilalanina na posi¢do 508 da cadeia polipeptidica,
tornando-se a primeira mutagdo a ser descrita (F508del, ou Delta F508) (KEREM et al., 1989;
RIORDAN et al., 1989).

O gene da FC foi entdo conhecido como Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
(CFTR), bem como a proteina codificada através dele. Assim o achado da relagdo entre a
doenca e o defeito da proteina diante do gene mutado resultou em implica¢des importantes para
o diagnostico genético (KEREM et al., 1989; RIORDAN et al., 1989). Alguns anos depois foi
comprovado que a proteina CFTR constituia um canal regulador de Cl™ presente na membrana

apical do epitélio (ANDERSON et al., 1991; BEAR et al., 1992).

2.1.2. Epidemiologia

Atualmente a FC afeta mais de 70.000 individuos no mundo e sua prevaléncia varia de
acordo com os grupos étnicos ¢ a localizacdo geografica, sendo de maior prevaléncia em
individuos caucasianos - 1 para cada 2.500 — 3.000 nascidos vivos (CFF, 2019; JACKSON;
GOSS, 2018; SANDERS; FINK, 2016; SPOONHOWER; DAVIS, 2016). A prevaléncia exata
da FC em diversos paises ¢ dificil de ser verificada devido a variabilidade como sdo realizados
os registros (JACKSON; GOSS, 2018). A expectativa de vida dos individuos que nasceram
entre 2014 e 2018 ¢ estimada em 44 anos (CFF, 2019).

No Brasil, até 2017 foram registrados 5.128 individuos com FC, com prevaléncia de
cerca de 1:10.000 nascidos vivos, segundo o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica. Ainda,
segundo este registro, a sobrevida mediana de individuos brasileiros com FC esta entre 43,8 e

54,9 anos, com limite inferior em 41,6 anos (GBEFC, 2017).

2.2. Genética da Fibrose Cistica

2.2.1. Gene CFTR

O gene CFTR foi identificado em 1989, bem como a principal mutacao responsavel pela
doenga, conhecida como Delta F508 (KEREM et al., 1989; RIORDAN et al., 1989). A
sequéncia de acido desoxirribonucleico (DNA) complementar do gene CFTR foi
posteriormente determinada (ZIELENSKI et al., 1991). A figura 1 é uma representagdo

esquematica do gene CFTR e de sua principal mutagao.



19

Este gene esté localizado no brago longo do cromossomo 7, no lécus 31.2 (7q31.2) e ¢
responsavel por codificar uma proteina composta por 1.480 aminoécidos, também denominada

CFTR (RIORDAN et al., 1989; ZIELENSKI et al., 1991).

Cromossomo 7 Sequéncia de Sequéncia de
nucleotideos no aminoacidos da
- gene CFTR proteina CFTR
— A
1 T Isoleucina 506
] -
A 7
T Isoleucina 507
—— C_
Delegéo de trés
] T pares de bases
_ i K Fenilalanina 508
T i
G
GENE CFTR G Glicina 509
L ¥
&
[ Valina 510
N 4 N

Figura 1. Representacdo esquematica do gene CFTR e da mutacao Delta F508. Adaptado de
Welsh e Smith, 1993.

2.2.2. Proteina CFTR

A proteina CFTR pertence a familia das proteinas transportadoras ou familia de
transportadores ABC (4TP-Binding Cassete = Transportadores Cassete de Ligacao ATP), que
apresentam dominios de fosforilagdo por ATP (Adenosina Trifosfato) e que funcionam como
um canal de ions cloro, ativado pelo Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc), mesmo sendo
da familia das proteinas transportadoras (ANDERSON et al., 1991; RIORDAN et al., 1989;
ZIELENSKI; TSUI, 1995). Esse canal pode ser encontrado em células epiteliais das vias aéreas,
pancreas, figado, intestino, aparelho reprodutor, glandulas salivares e sudoriparas
(ANDERSON et al., 1991; RIORDAN et al., 1989; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Basicamente a estrutura da proteina CFTR ¢ formada por trés dominios: dois dominios
transmembranas (MSD 1 e MSD 2), cada um com seis segmentos que atravessam a camada
lipidica da membrana celular, formando o canal da proteina propriamente dito; dois dominios

de ligacdo de nucleotideos (NBD 1 e NBD 2) que interagem com ATP e estdo presentes o
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citoplasma celular ¢ um dominio de regulagdo que contém varios locais de fosforilacao
(dominio R), também presente no citoplasma celular (ANDERSON et al., 1991; CUTTING,
2015; RIORDAN et al., 1989; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

As consequéncias da perda de funcdo da proteina CFTR variam de acordo com os
tecidos, além disso a CFTR pode estar relacionada na regulacdao do canal de retificagdo por
saida de cloreto (ORCC) e dos canais epiteliais de s6dio (ENaC) (STUTTS; ROSSIER;
BOUCHER, 1997; VANKEERBERGHEN; CUPPENS; CASSIMAN, 2002).

No epitélio das vias aéreas e do pancreas a proteina CFTR funcional atua secretando o
ClI' (KNOWLES; GATZY; BOUCHER, 1981). Assim, o funcionamento da proteina CFTR
defeituosa, provoca um actimulo de CI” dentro da célula e, consequentemente, aumento do fluxo
de ions sodio (Na+) através dos ENaC, para manter o equilibrio eletrolitico interno da célula
(KNOWLES; GATZY; BOUCHER, 1981; STUTTS; ROSSIER; BOUCHER, 1997;
VANKEERBERGHEN; CUPPENS; CASSIMAN, 2002). A combina¢do da diminui¢do da
secrec¢ao do Cl-, pelo mau funcionamento da CFTR, e do aumento da reabsorc¢ao de Na+ e agua,
resulta na diminui¢ao do liquido da superficie das vias aéreas ¢ do pancreas, conduzindo a
desidratacao das secregdes respiratorias e pancredticas e aumento da viscosidade (KNOWLES;
GATZY; BOUCHER, 1981).

Nas células epiteliais dos ductos das glandulas sudoriparas, a proteina CFTR funcional
atua reabsorvendo o Cl” do lumen da glandula e ndo secretando-o, como ocorre nas vias aéreas.
Quando defeituosa, o Cl” deixa de ser reabsorvido ficando em concentracdes elevadas no limen.
Como a CFTR também regula ORCC e EnaC, quando defeituosa, o Cl" ndo ¢ reabsorvido, ja
que o ORCC se torna inativo € o Na+, devido a hiperatividade do EnaC, ¢ hipersecretado,
fazendo com que o CI" e o Na+ estejam em altas concentragdes no suor, o que gera o “‘suor
salgado” nos individuos com FC (QUINTON; BIJMAN, 1983; STUTTS; ROSSIER;
BOUCHER, 1997; VANKEERBERGHEN; CUPPENS; CASSIMAN, 2002).

2.2.3. Mutacoes do CFTR

Existem atualmente 2.072 mutagdes do gene CFTR, de acordo com a tltima atualizacdo
do banco de dados do Cystic Fibrosis Mutation Database (CYSTIC FIBROSIS MUTATION
DATABASE, 2011), sendo que a mais frequente a Delta F508. Nesta mutacdo ocorre dele¢ao
de trés pares de bases e, consequentemente, perda do aminoacido fenilalanina na posi¢ao 508

da proteina CFTR (KEREM et al., 1989; RIORDAN et al., 1989).
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As mutagdes no gene CFTR promovem a perda total ou parcial da fung¢do da proteina
CFTR e podem ser divididas em seis classes (Figura 2), de acordo com as repercussoes que
causam na sintese da proteina CFTR ou na sua fungcdo (WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI,
2000; ZIELENSKI; TSUI, 1995). Deve-se ressaltar a possibilidade de mais de um mecanismo
estar associado a uma mesma mutacio (ZIELENSKI, 2000).

Classe I: Essas mutacdes resultam na produc¢do de uma proteina instdvel ou truncada
pela presenca de um codon de terminagdo prematuro. Essas proteinas sdo entdo degradadas
rapidamente. Desta forma, essa classe de mutagdes acarreta auséncia da sintese da proteina
CFTR funcional, e como consequéncia, os efeitos fenotipicos destas mutagdes sdo mais graves
(WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Classe II: Nessa classe também ocorre a auséncia de proteina CFTR funcional na
membrana celular sendo associadas a fendtipos de FC graves. A muta¢do mais comum dessa
classe ¢ a Delta F508 (WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Classe III: Essa classe também envolve fenodtipos mais graves devido a auséncia de
proteina funcional na membrana celular (ROGAN; STOLTZ; HORNICK, 2011; WELSH;
SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Classe IV: Nesta classe hd diminuicdo do fluxo de CI, sendo esta associada a um
fenotipo pancreédtico mais leve. A mutacdo R117H ¢ frequente na classe IV, onde ocorre a
substitui¢do da arginina pela histidina na posi¢dao 117 (ROGAN; STOLTZ; HORNICK, 2011;
WELSH; SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Classe V: As mutacdes de classe V conduzem a uma producao reduzida de proteinas
funcionais, devido a uma desregulacdo da transcrigao e estdo associadas a um fendtipo mais
leve a moderado e variado entre os pacientes ou mesmo entre os 6rgaos de um mesmo paciente
(CULLING; OGLE, 2010; ROGAN; STOLTZ; HORNICK, 2011; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

Classe VI: As mutacdes desta classe estdo associadas a um fendtipo grave de FC

(VANKEERBERGHEN; CUPPENS; CASSIMAN, 2002; ZIELENSKI, 2000).
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CFTR normal Classe 1 Classe 11 Classe 111 Classe IV Classe V Classe VI

Presenca de ?;gﬁiie Quantidade Proteina
Auséncia de Auséncia de . tegi:na - reduzida de CFTR
. proteina proteina CFTR ~ proteina funcional,
Efeito CFTR na na fflg(i:laﬁa Cfgf :(‘)’m CFTR mas
membrana membrana une funcional na instavel na
membrana residual na
celular celular celular membrana membrana membrana
celular celular
celular
LU0 Sintese Pro:et:rszgnznto Regulacao Condutancia St,rlgeesz/ Dlmlg;llgao
proteina CFTR anormal & defeituosa reduzida € -~
anormais reduzidos estabilidade
G542X
W1282X A455E
R553X G551D 3849+10kb
Exemplosde  1717-1G>A DILgRo0 R668C L7751 C>T
394delTT ISR S549R (T- LR 2789+5G>A i
mutacées G85E R347P 4326delTC
621+1G>T >QG) 5T .
Deltal507 A455E 4279insA
(Nomenclatura S466X G1349D 3272-26A>G |
2184insA A561E G551S R117C 120del23
tradicional) AS559T S1235R rDeltaF508
711+1G>T R560T S589N L206W 1811+
R1162X 1.6kbA->G
S4X G576A
CFTRdele2

Figura 2. Ilustragdo da classificacdo funcional das muta¢des no gene CFTR. Adaptado de
Amaral, 2014 e Lopes -Pacheco, 2016.

A classificagdo funcional das mutagdes parece apresentar limitacdes como, por
exemplo, uma mesma mutagdo poder estar envolvida em mais de uma consequéncia funcional,
ou seja, podendo ser incluida em mais de uma classe funcional. A classificagdo também ndo
considera outras fungdes regulatdrias na proteina CFTR, como o canal de bicarbonato e o
regulador de pH e muitas mutacdes raras recém descobertas ainda ndo foram classificadas
quanto a funcionalidade (BAREIL; BERGOUGNOUX, 2020; CASTELLANTI et al., 2008).

Existem variagdes de sequéncia do gene denominadas polimorfismos, que nao
conduzem a uma doenga, porém existem polimorfismos que podem ocorrer em regides que

regulam a expressao do gene CFTR e, consequentemente, alterar a gravidade do fendtipo da
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FC (CUPPENS et al., 1998; HENRION-CAUDE et al. 2002; ROWNTREE; HARRIS, 2002;
ZIELENSKI et al., 1991).

Os individuos saudaveis apresentam um alelo normal que transcreve a proteina CFTR
normal, atuando como um fator protetor para tolerar estes polimorfismos. J& aqueles que sao
portadores de uma mutagdo causadora de FC em um alelo, e um polimorfismo no outro alelo,
pode apresentar um feno6tipo moderado de FC (CUPPENS et al., 1998; HENRION-CAUDE et
al., 2002; ROWNTREE; HARRIS, 2002).

Os alelos complexos sdo uma combinagdo de duas ou mais variagdes da sequéncia do
gene CFTR no mesmo alelo. Geralmente ocorre uma associa¢ao de uma variagdo polimorfica
e de uma variacdo causadora da FC. Consequentemente pode ocorrer uma modulagdo
intragénica em que o polimorfismo interfere no efeito da variagdo causadora da FC e no
fenotipo da doenca (EL-SEEDY et al., 2012; TERLIZZI et al., 2017; ZIELENSKI; TSUI,
1995).

2.3. Manifestacoes clinicas

A FC ¢ uma doenca que apresenta uma heterogeneidade de manifestagdes clinicas ao
longo da vida de acordo com os tecidos que expressam a proteina CFTR nas células epiteliais.
Essas manifestagdes podem variar de sintomas graves como no sistema respiratorio, nos tratos
gastrointestinal e reprodutor masculino, a assintomaticos como nas glandulas sudoriparas
(HUFFMYER; LITTLEWOOD; NEMERGUT, 2009; O'SULLIVAN; FREEDMAN, 2009;
ZIELENSKI, 2000). O quadro 1 mostra o aparecimento dos sintomas mais comuns de acordo
com a faixa etaria (O'SULLIVAN; FREEDMAN, 2009) e o quadro 2 apresenta as
manifestagdes mais prevalentes na FC (HUFFMYER; LITTLEWOOD; NEMERGUT, 2009).
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Quadro 1. Idade aproximada para inicio das manifestagdes clinicas da FC

Sinusal e pulmonar

Infecgao

Aspergilose broncopulmonar alérgica
Sinusite

Polipos nasais

Aspergilose broncopulmonar alérgica
Hemoptise, pneumotérax
Insuficiéncia respiratoria

Sinusite, polipos nasais, anosmia

Gastrointestinal

Ileo meconial
Insuficiéncia

pancreatica

Prolapso intestinal

Sindrome da obstrucdo intestinal
distal
Esteatose hepatica, fibrose biliar

Prolapso retal

Sindrome da obstrucdo intestinal
distal
Fibrose biliar, cirrose

Adenocarcinoma no trato digestivo

Renal, endécrino e outros

Alcalose
metabolica
desidratacao

hipoclorémica

por

Célculo renal
Alcalose metabdlica por desidratagdo

hipoclorémica

Puberdade tardia, osteoporose
Diabetes mellitus associado a fibrose
cistica

Calculo renal, insuficiéncia renal
Auséncia bilateral congénita do ducto
deferente

Osteoartrite hipertrofica

Alcalose metabdlica por desidratagdo

hipoclorémica

INFANCIA

ADOLESCENCIA/
ADULTOS

Fonte: Adaptado de O'Sullivan e Freedman, 2009



25

Quadro 2. Manifestacgoes clinicas da FC

Pulmoes

Hipertrofia das células calciformes

Secregdes mucosas viscosas com redugdo da depuragdo mucociliar

Atelectasia, inflamacao das vias aéreas e hipdxia cronica

Colonizacao por Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e outros microrganismos gram negativos

como Burkholderia cepacia associados com alta morbimortalidade

Doenga obstrutiva das vias aéreas com diminui¢do do volume
expiratorio forgado do primeiro minuto (VEF1) e aumento do volume

residual

Pneumotdérax, hipertensao pulmonar e cor pulmonale

Vias aéreas

superiores

Polipos nasais

Hipertrofia e hiperplasia da mucosa nasal

Pancreas

Deficiéncia pancreatica exocrina: diminui¢do do volume e pH das
secregoes, retencdo de enzimas digestivas, autodigestdo pancreatica
conduzindo a mé absor¢ao de proteinas, gorduras e vitaminas E e K

especialmente

Doenca pancredtica endocrina: diabetes mellitus relacionado a FC
(CFRD) devido a fibrose pancreatica e destruicdo de células

pancreaticas

Figado e vias

biliares

Testes de fungdo hepatica anormais

Infiltragdo de gorduras no figado

Cirrose, hipertensao portal

Associagdo com carcinoma hepatocelular

Colelitiase e colecistite

Alteracdo do metabolismo hepéatico por medicamentos

Trato

Gastrointestinal

Sindrome da obstrucao intestinal distal (DIOS): episddios recorrentes
de obstrucao intestinal, dor abdominal, distensdo, nausea, vomito e

obstipagdo

Doenca dssea

Baixa densidade mineral 6ssea

Aumento da incidéncia de fraturas

Trato geniturinario

Atraso no inicio da puberdade em homens e mulheres
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Infertilidade masculina devido a auséncia congénita bilateral do ducto

deferente e azoospermia obstrutiva

Anatomia feminina normal, mas com possibilidade de fertilidade

reduzido devido ao aumento da viscosidade do muco cervical

Ciclos menstruais normal ou quase normais

Fonte: Adaptado de Huffmyer, Littlewood e Nemergut, 2009

2.4. Relacio genotipo-fenotipo

Na FC o genotipo constitui a causa primdria e o porto de partida da doenga, sendo
representado por duas mutagdes presentes em dois alelos distintos, pois trata-se de uma doenga
autossomica recessiva. O fenodtipo € o resultado clinico observavel e mensuravel, sendo
caracterizado por manifestacdes clinicas e pela gravidade e tempo de curso dessas
manifestagoes (ZIELENSKI, 2000).

A relacdo entre gendtipo e fendtipo na FC ainda ¢ pouco esclarecida devido a
heterogeneidade de mutagdes e de manifestagdes clinicas (BAREIL; BERGOUGNOUX,
2020). Alguns estudos encontraram alta correlagdo genotipo-fenodtipo para as manifestacdes
pancredticas, porém baixa correlagdo para a doenga pulmonar (HUFFMYER; LITTLEWOOD;
NEMERGUT, 2009; ZIELENSKI, 2000; ZIELENSKI; TSUI, 1995).

O fenotipo complexo e altamente variavel € parcialmente explicado pelas mutagdes
descritas no gene CFTR, visto que essa variagao clinica ocorre até¢ em individuos com o mesmo
genotipo, existindo a hipdtese que o fendtipo, principalmente ligado a doenga pulmonar, pode
ser modulado por genes modificadores, por caracteristicas intracelulares e fisiologicas proprias
de cada 6rgdo e por fatores ambientais (quadro 3) (BOMBIERI; SEIA; CASTELLAN, 2015;
BRENNAN; SCHRIJVER, 2016; DRUMM; ZIADY; DAVIS, 2012; EGAN, 2016; GALLATI,
2014; KHALILZADEH et al., 2018; LUCARELLI et al., 2015; SOSNAY; RARAIGH;
GIBSON, 2016; ZIELENSKI, 2000).
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Quadro 3. Caracteristicas determinantes do efeito fenotipico de uma mutagao

Caracteristica

Como afeta o fenotipo

Tipo de mutagao

As mutacdes que inibem a biossintese da proteina CFTR ou
produzem proteinas instaveis ou ndo funcionais determinam
consequéncias fenotipicas graves (exemplo: nonsense, frameshift,
splincing, ampla exclusao ou inclusdo de nucleotideos). Asas
mutacdes que causam pequenas alteragdes na estrutura da proteina
podem acarretar fenotipos variando de leve a grave, dependendo de
outros fatores, como mecanismo molecular, alteracao ou localizagao
de aminoacidos (exemplo: missense, pequena exclusdo ou inser¢ao

de nucleotideos)

Mecanismo
molecular

Consequéncia imediata da mutacdo para a proteina CFTR em relacao
a Dbiossintese, processamento, transporte para a membrana,
estabilidade e funcdo (classes de mutagdes); os mecanismos das

mutacoes sao avaliados empiricamente nos niveis molecular e celular

Posi¢cao no gene
(proteina)

Aplica-se particularmente a pequenas mudangas locais (missense);
mutagdes em regides importantes para a proteina quanto sua estrutura
ou funcionamento que tendem a se correlacionar com fenotipos mais
graves quando comparadas com mutagdes em regides menos

importantes.

Efeito molecular

A quantidade de proteina funcional presente na membrana apical das
células epiteliais, independentemente do tipo de mutacdo ou de seu
mecanismo, a produ¢do de uma pequena quantidade de proteina
CFTR funcional pode ser suficiente para evitar uma doenga grave

(mutagoes classe [V e V)

Moduladores Em alguns casos, uma segunda mutacdo no mesmo alelo pode
Intragenicos modular o efeito fenotipico da mutagdo primaria.

(alelos complexos)

Impacto da Como doenca recessiva, a FC requer a presenga de mutacdo em

segunda mutacio

ambos alelos. Portanto, o tipo e as consequéncias moleculares da
segunda mutacdo podem ser criticos para o resultado clinico; por
exemplo, um alelo grave estd associado a insuficiéncia pancreatica

apenas se a segunda mutacao for grave; por outro lado, uma mutagao
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leve ¢ suficiente para preservar a fung¢do pancredtica,

independentemente do tipo de mutagdo do segundo alelo.

Local de
expressao/
Fisiopatologia do
orgao/ Modulacgao
secundaria

Um impacto fenotipico de uma mutagdo também depende do local
em que a mutagdo ¢ expressa e da fisiopatologia especifica do 6rgao;
em alguns 6rgdos como o pancreas, o genotipo se correlaciona
intimamente com a gravidade de seu fenotipo (insuficiéncia
pancreatica x suficiéncia pancredtica); nos pulmoes, com
fisiopatologia complexa, o efeito primario de um genotipo especifico
pode ser consideravelmente modulado por fatores genéticos

secundarios e ambientais

Fonte: Adaptado de Zielenski, 2000.

Alguns estudos encontraram varios genes modificadores que podem modular o fenétipo

de individuos com FC (quadro 4).

Quadro 4. Genes modificadores do fendtipo da FC

Func¢ao Gene Fenotipo FC
TGFB1 Doenga pulmonar
Resposta inflamatoria IL8 Doenga pulmonar
IL10 Doenga pulmonar
TNFA Doenga pulmonar
Imunidade inata / MBL2 Doenga pulmonar e hepatica
suscetibilidade infecciosa DEFBI Doenga pulmonar
AGER Doenga pulmonar
Funciao efetora de neutréfilos IFRDI Doenga pulmonar
Antiprotease SERPINAI Doenga pulmonar
SLC4A4 fleo meconial
SLC6A14 fleo meconial e Doenga pulmonar
Transporte de fons SLC26A9 ’ fleo meconial e Diabetes
SLC9A3 Ileo meconial e Doenga pulmonar
SLCS8A3 Doenga pulmonar
SCNNI1B Gravidade da doenca
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Metabolismo, balanco ]
eletrolitico ACE Doenga hepatica
GSTP1 Doenca pulmonar e hepatica
Reparacao de danos teciduais GSTM1 Doenca pulmonar
NOS1/NOS2 Doenga pulmonar
Processamento de tRNA CDKALL Diabetes
Sinaliza¢ao pelo complexo
receptor TGF-p CDKN2A/B Diabetes
Regulador do fator de
crescimento semelhante a IGF2BP2 Diabetes
insulina

Fonte: Adaptado de Bombieri, Seia e Castellan, 2015

2.5. Fatores ambientais envolvidos no fenétipo da FC

Os fatores ambientais parecem apresentar importante influéncia no fenétipo da FC, uma
vez que ha uma variabilidade consideravel dos sintomas respiratorios em individuos com FC
com o mesmo gendtipo (SHANTHIKUMAR et al., 2019; TERLIZZI et al., 2018; ZIELENSKI,
2000).

Dentre os fatores ambientais envolvidos nas exacerbacdes em doencas e disturbios
respiratorios e que podem estar envolvidos na condi¢do respiratoria dos individuos com FC
estdo os fatores geograficos, como os poluentes do ar e alérgenos ambientais, a altitude, a
latitute, a longitude e o clima; os fatores comunitarios, como o tabagismo; 0 acesso aos servicos
de satude e o status socioecondomico (SZCZESNIAK et al., 2020).

Os poluentes do ar e alérgenos ambientais podem aumentar as chances dos pacientes se
contaminarem por patdgenos respiratorios € assim aumentarem a frequéncia das exacerbagoes,
pois podem contribuir para o aumento da inflamag¢do das vias aéreas e do estresse oxidativo,
além de reduzir a depuracdo microbiana. Porém, essas relagcdes sao limitadas, pois a poluigao
medida em determinados locais pode ndo refletir exposi¢des individuais, tanto em ambientes
externos quanto nos internos (BRUGHA; EDMONDSON; DAVIES, 2018; SZCZESNIAK et
al., 2020).

As altas altitudes estdo relacionadas com a diminui¢do da capacidade ao exercicio

(FALK et al., 2006; RYUIJIN et al., 2001). Além disso, a altitude, a latitude, a longitude e o
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aumento da temperatura parecem estar associados ao maior risco de infec¢do inicial por
Pseudomonas aeruginosa. (PSOTER et al., 2016; SZCZESNIAK et al., 2020; WARRIER et
al., 2019).

O tabagismo, principalmente o passivo, pode aumentar a inflamagao nas vias aéreas ¢
dificultar a depuracao de patdogenos em individuos com FC (KOPP et al, 2019; NI; JI; V1J,
2015; SZCZESNIAK et al., 2020).

Além disso, o acesso aos servicos de saude (JOHNSON et al., 2018; SZCZESNIAK et
al., 2020), bem como o status socioecondmico, podem estar associados a redu¢do da fungao
pulmonar e ao aumento das exacerbagdes respiratorias na FC (OATES; SCHECHTER, 2016;
ONG etal., 2017, SCHECHTER, 2011; SZCZESNIAK et al., 2020).

2.6. Diagnéstico

Os avancos no diagnostico precoce da FC juntamente com tratamentos mais especificos
proporcionaram uma mudanga na epidemiologia desta doenca, que era mais prevalente em
criangas ja que poucos individuos ingressavam na idade adulta (ASHLOCK; OLSON, 2011;
ELBORN, 2016; JOHNSON et al., 2003; YANKASKAS et al., 2004). Atualmente, a
expectativa de vida dos individuos com FC chega a quarta década de vida (CFF, 2019; GBEFC,
2017).

O diagnostico da FC geralmente € baseado na presenga de pelo menos uma caracteristica
fenotipica ou na historia familiar de FC ou no teste de triagem neonatal positivo (dosagem do
tripsinogénio imunorreativo), em conjunto com o aumento da concentragdo de cloreto no suor
por iontoforese com pilocarpina, em pelo menos dois testes, ou identificagdo de duas mutagdes
no gene CFTR ou demonstra¢do de transporte anormal de ions no epitélio nasal (diferenca de
potencial nasal) (CASTELLANTI et al., 2018; FARRELL et al., 2008; FARRELL et al., 2017;
ROSENSTEIN; CUTTING, 1998).

Foi estabelecido um consenso sobre o diagndstico e a padronizagdo da terminologia dos
diagnosticos da FC ficando limitada a “Diagndstico de FC”, “Diagnostico de FC inconclusivo”
ou “FC improvéavel”, deixando de serem utilizados os termos “FC cléssica”, “FC ndo classica”

ou “FC atipica” (FARRELL et al., 2017).
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2.6.1. Triagem neonatal (Dosagem de Tripsina Imunorreativa)

Em 1997, a triagem neonatal foi uma das recomenda¢des da Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) em conjunto com a International Cystic Fibrosis (Mucoviscidosis) Association
(ICFMA), para determinar a incidéncia da FC e identificar os recém-nascidos afetados, visando
melhoria da assisténcia nos servigos de atendimento aos individuos com este diagnostico
(WHO/ICFMA, 1997).

O Ministério da Saude (MS), por meio da criagdo do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), em 2001, ampliou as doengas pesquisadas pela triagem neonatal,
possibilitando o diagndstico precoce da FC pelo “teste do pezinho” (BRASIL, 2016).

A triagem neonatal ¢ realizada através da dosagem de tripsinogénio imunorreativo (IRT)
em amostras de sangue dos recém-nascidos. A concentragdo elevada de IRT sugere o
comprometimento pancreatico, porém nao especifico de FC. Desta forma, quando a triagem
neonatal se apresentar positiva esta deve ser repetida (FARRELL et al., 2017; WHO/ICFMA,
1997). Por outro lado, a triagem neonatal negativa ndo exclui o diagnostico (ATHANAZIO et
al., 2017; CASTELLANI et al., 2018).

No Brasil, o algoritmo de triagem neonatal para FC baseia-se em duas dosagens de
tripsinogénio imunorreativo, sendo a segunda feita em até 30 dias de vida. Frente a duas
dosagens positivas, faz-se o teste do suor para a confirmacdo ou a exclusao do diagnoéstico, pois

a TRI ndo ¢ diagnostica, e sim teste de triagem (ATHANAZIO et al., 2017).

2.6.2. Teste do suor

O teste do suor, permite relacionar o Cl” a disfuncdo da proteina CFTR (GIBSON;
COOKE, 1959). Este teste ¢ considerado o padrdo-ouro para o diagnostico da FC, com
elevadas sensibilidade e especificidade (>95%) e baixo custo, além de nao ser
invasivo (CASTELLANI et al., 2018; GIBSON; COOKE, 1959).

O exame ¢ realizado através da estimulagdo das glandulas sudoriparas pela técnica
descrita por Gibson & Cooke em 1959 através da aplica¢do da pilocarpina pela iontoforese na
pele do antebrago (GIBSON; COOKE, 1959). Em seguida ¢ realizada a coleta do suor e a
analise quantitativa da concentracdo de Cl” no suor por meio da titulagdo coulométrica,
utilizando um cloridometro; pela titulagdo manual usando a técnica de Schales e Schales

(Titulometria ou Colorimetria) com nitrato de mercirio ou por analisadores automatizados,
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usando eletrodo de ion seletivo (ATHANAZIO et al., 2017; FARRELL et al., 2008). Os valores

de referéncia estao descritos no quadro 5.

Quadro 5. Valores de referéncia do teste de suor

Cloreto, mmol/l Condutividade, mmol/l

Intermediario
Positivo

Fonte: Adaptado de Athanazio ef al., 2017

Os casos duvidosos, identificados pelo teste do suor, podem ser confirmados por meio

da analise genética ou pelo teste de diferenga de potencial nasal (FARRELL et al., 2008).

2.6.3. Analise genética

A andlise genética ¢ extremamente importante para o aconselhamento genético e
planejamento familiar, para as implicagdes prognosticas e para o melhor plano de tratamento,
visto que existem drogas que atuam diretamente em mutagdes especificas (BOECK;
VERMEULEN; DUPONT, 2017; EGAN, 2016; WAINWRIGHT et al., 2015).

Esta analise ¢ realizada através da identificagdo das mutacdes do gene CFTR. Existem
varios métodos utilizados para esta identificacdo, que podem ser divididos entre: aqueles
direcionados as mutagdes conhecidas e mais frequentes na populagdo em estudo (testando
amostras de DNA quanto a presenca de uma mutagao especifica), geralmente, através de painéis
e métodos de varredura/sequenciamento (rastreando amostras quanto a possiveis desvios da
sequéncia padrao, ou seja, rearranjos desconhecidos de CFTR). Porém, mesmo os métodos de
analise mais extensos ndo conseguem detectar todos os possiveis alelos da FC na maioria dos
casos (ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI et al., 2008; CASTELLANI et al., 2018;
DEQUEKER et al., 2009).

2.7. Tratamento

O tratamento da FC ¢ amplo, bem como suas manifestacdes clinicas, e baseia-se em

uma abordagem individualizada, com a participa¢do de uma equipe multidisciplinar, de acordo
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com essas manifestagdes e com a gravidade de cada caso, visando manter as fungdes organicas
(ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI et al., 2018; KREINDLER, 2010).

O ileo meconial ¢ a primeira manifestagdo clinica em individuos com FC. Seu
tratamento envolve enemas hiperosmolares, uso de sonda nasogastrica aberta, hidratagao,
controle eletrolitico e até corregdo cirirgica, como em casos de perfuracio (ATHANAZIO et
al., 2017). Ja nos casos de sindrome da obstrugdo intestinal distal a terapéutica envolve a
hidratacao oral/ venosa, laxativos, sonda, enemas e corre¢ao cirurgica de acordo com cada caso
(ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI et al., 2018).

Para determinar o tratamento adequado da doenga respiratoria € necessario a realizagao
de métodos de identificagdo bacteriana, testes de fungdo pulmonar, exames de imagem, etc. O
tratamento da doenca respiratdria pode envolver a terapia farmacolodgica através de mucoliticos,
broncodilatadores, corticoesteroides e antibioticos, intervencao fisioterapéutica e, em casos
mais graves, a suplementacdo continua de oxigénio, a ventilagio mecanica invasiva e nado
invasiva e até mesmo o transplante pulmonar (ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI et
al., 2018; KREINDLER, 2010).

Estima-se que 90% dos individuos necessitam de reposi¢do da enzima pancreatica,
devido a insuficiéncia pancreatica (KREINDLER, 2010). Essa terapéutica associada a ingestao
de uma dieta hipercaldrica e hiperproteica e suplementagdo vitaminica, ¢ adotada para prevenir
distarbios nutricionais, aos quais os individuos com FC sdo mais predispostos a desenvolver
(ATHANAZIO et al., 2017). A insuficiéncia pancreatica ¢ diagnosticada através da dosagem
da elastase fecal (ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI et al., 2018).

As manifestagdes hepaticas e das vias biliares podem ser acompanhadas através da
dosagem de enzimas hepaticas, tempo de protrombina e ultrassonografia abdominal. As
hepatopatias podem ser tratadas com uso de acidos biliares (4cido ursodesoxicélico), podendo
ocorrer a necessidade de transplante de figado em casos de doenca hepdtica avancada
(ATHANAZIO et al., 2017, CASTELLANI et al., 2018).

A glicemia de individuos com FC também deve ser acompanhada pelo risco de diabetes
mellitus relacionado a FC, cujo tratamento ¢ o uso de insulina (ATHANAZIO et al., 2017;
CASTELLANTI et al., 2018).

A baixa densidade mineral 6ssea também deve ser investigada através da densitometria
ossea. Em casos de osteopenia, a terap€utica recomendada € a suplementacao de vitamina D e
K, e célcio. Nos casos de osteoporose indica-se os bifosfonatos insulina (ATHANAZIO et al.,

2017; CASTELLANI et al., 2018).
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Existem também terapias moduladoras para a FC, com potencializadores ou corretores
da proteina CFTR. Os potencializadores atuam nas proteinas expressas na membrana
plasmatica, pertencentes as classes III, IV e V de mutagdes, aumentando sua funcao. Os
corretores atuam em proteinas que ndo sao expressas na membrana plasmatica, pertencentes as
classes I e II, corrigindo os defeitos dessas (ATHANAZIO et al., 2017; BOECK; AMARAL,
2016; CASTELLANI et al., 2018; KREINDLER, 2010). O ivacaftor ¢ um potencializador que
pode ser usado para muitas mutagdes de classe Il e pode ser utilizado em associagdo com o
lumacaftor, que atua como corretor, para individuos com a mutagao Delta F508 em homozigose.
Dentre os efeitos do uso destes estdo a redu¢do no nimero de exacerbagdes, ganho de peso,
melhora da funcdo pulmonar e qualidade de vida (ATHANAZIO et al., 2017; BOECK;
AMARAL, 2016; CASTELLANI et al., 2018). O tezacaftor ¢ um corretor que, em associacao
com o ivacaftor, demonstrou melhora da fun¢do pulmonar em individuos homozigotos para a
mutag¢do Delta F508 e heterozigotos para a mutagdo Delta F508 em combinacdo com uma
mutag¢do de fungdo residual (Classe IV ou V) (DAVIES et al., 2018; ROWE et al., 2017;
TAYLOR-COUSAR et al., 2017). A adi¢ao de elexacaftor, que também ¢ um corretor, a
associacao entre tezacaftor e ivacaftor, potencializa a fungao pulmonar nos individuos com 12
anos de idade ou mais que apresentam a mutagdo Delta F508 em heterozigose, aumentando a
elegibilidade para a terapia moduladora (HEIJERMAN et al., 2019; MIDDLETON et al., 2019;
RIDLEY; CONDREN, 2020).

Entretanto, a relagdo entre gendtipo e fendtipo na FC ainda € pouco esclarecida devido
a heterogeneidade das mutacdes, que variam de acordo com a origem geografica e etnia, e das
manifestagdes clinicas. Além disso, a classificacao funcional das mutagdes parece apresentar
algumas limitacdes e ndo deve ser utilizada isoladamente para determinar a relagdo entre o

gendtipo e o fendtipo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a associac¢do entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade da

doenca em individuos com FC atendidos em um Centro de Referéncia de Minas Gerais/Brasil.
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3.2. Objetivos Especificos

- Descrever as mutagoes, as caracteristicas clinicas ¢ laboratoriais dos individuos atendidos no

Centro de Referéncia;

- Analisar a associa¢do entre as mutacdes com a insuficiéncia pancreatica, a gravidade da

doenga e a sintomatologia respiratoria;

- Analisar a associacao entre a gravidade da doenga com a idade, a sintomatologia respiratoria,

a colonizagao e o estado nutricional;

- Analisar a associagdo da ocorréncia do 6bito com a idade, a idade no diagndstico, o sexo, a
insuficiéncia pancreatica, a colonizagdo, a sintomatologia respiratoria, o estado nutricional, a
realizagdo de fisioterapia supervisionada, intervengdes fisioterapéuticas como terapia de

remocao de secre¢do e atividade fisica ndo supervisionadas e a necessidade de internagdo.
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Associacdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade da doenca em

individuos com fibrose cistica

Association between phenotypic, genotypic characteristics and the severity of the disease

in individuals with cystic fibrosis
RESUMO

Objetivos: Analisar a associagdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade
da doenc¢a em individuos com fibrose cistica atendidos em um Centro de Referéncia de Minas
Gerais/Brasil. Métodos: Trata-se de um estudo retrospectivo em que os dados clinicos,
laboratoriais, as manifestagdes respiratorias e gastrointestinais, o tipo de tratamento, o escore
de Shwachman-Kulczycki e as mutagdes, foram coletados dos prontudrios de registros dos
pacientes. Resultados: A amostra incluiu 50 participantes, de 1 a 33 anos de idade, sendo 50%
do sexo feminino. Do total de 100 alelos do gene Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator, as mutacdes mais prevalentes foram Delta F508 (45%) e S4X (18%). Os grupos de
mutacgoes apresentaram associacdo somente (p= 0,013) com a insuficiéncia pancreatica e nao
com a gravidade da doencga (p = 0,073). Esta ultima apresentou associagdo com a colonizagao
por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (p = 0,007) e com baixo peso (p =
0,036). O o6bito foi associado com a idade no diagnostico (p=0,016), a sintomatologia
respiratoria (p=0,013), a colonizacdo (p=0,024), o baixo peso (p= 0,017) e a ocorréncia de
internacao (p=0,003). Conclusdes: Foi possivel observar associacdo entre as mutagdes com a
presenca de insuficiéncia pancreatica; entre a colonizacao por Staphylococcus aureus € o baixo
peso com a gravidade da doenca e auséncia de associacao entre a as mutagdoes com a gravidade
da doenca. Os fatores ambientais merecem ser investigados mais detalhadamente, pois parecem

apresentar impacto importante com a gravidade da doenga.

Descritores: Fibrose Cistica; Geno6tipo; Fenotipo; Regulador de Condutancia Transmembrana

em Fibrose Cistica.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the association between phenotypic, genotypic characteristics and the
severity of the disease in individuals with cystic fibrosis treated at a Reference Center in Minas
Gerais/Brazil. Methods: This is a retrospective study in which clinical, laboratory data,
respiratory and gastrointestinal manifestations, type of treatment, Shwachman-Kulczycki score
and mutations were collected from patient records. Results: The sample included 50
participants, ranging from 1 to 33 years old, 50% being female. Of the total of 100 alleles of
the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator gene, the most prevalent mutations
were Delta F508 (45%) and S4X (18%). The mutation groups were associated only (p = 0.013)
with pancreatic insufficiency and not with the severity of the disease (p = 0.073). The latter
showed association with colonization by Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
(p = 0.007) and with low weight (p = 0.036). Death was associated with age at diagnosis
(p=0.016), respiratory symptomatology (p=0.013), colonization (p=0.024), low weight (p=
0.017) and hospitalization (p=0.003). Conclusions: It was possible to observe an association
between mutations with the presence of pancreatic insufficiency; between colonization by
Staphylococcus aureus and low weight with the severity of the disease and the lack of
association between mutations and the severity of the disease. The environmental factors
deserve to be investigated in more detail, as they seem to have an important impact with the

gravity of the disease.

Keywords: Cystic Fibrosis; Genotype; Phenotype; Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca autossdmica recessiva causada por mutagdes no
gene Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), localizado no brago
longo do cromossomo 7, que codifica a proteina CFTR, importante na manutengao do equilibrio

eletrolitico.(

A prevaléncia mundial de FC ¢ de cerca de 1: 2.500 a 3.000 e no Brasil de 1: 10.000

nascidos vivos.??

Mais de 2.000 mutagdes do gene CFTR foram registradas.” Essas mutagdes afetam a
sintese e a func¢do da proteina CFTR, o que caracteriza a doenca como multissistémica.('® As
mutagdes no gene CFTR sdo divididas em seis classes funcionais. Geralmente, as classes I, II,
IIT e VI acarretam perda de fun¢do ou expressdao da CFTR e estdo associadas a fendtipos mais
graves. As classes IV e V reduzem a fun¢do ou expressdo da CFTR e causam fendtipos leves a
moderados da doenca.®

A analise molecular do gene CFTR integrada ao diagnostico da FC e a relacdo entre o
genotipo e fenotipo, pode proporcionar a avaliacdo do grau de comprometimento da doenca e
um tratamento mais preciso, além de identificar individuos elegiveis as terapias com drogas
especificas para as mutacdes que atuam como corretoras ou potencializadoras da CFTR.(%”)
Entretanto, a relagdo entre gendtipo e fenotipo na FC ainda ¢ pouco esclarecida devido a
heterogeneidade das mutagdes, que variam de acordo com a origem geografica e etnia, e das
manifestacdes clinicas. ® Além disso, a classificagio funcional das mutag¢des parece apresentar
limitagcdes como, por exemplo, uma mesma mutacdo poder estar envolvida em mais de uma
consequéncia funcional, ou seja, podendo ser incluida em mais de uma classe funcional. A
classificagdo também nao considera outras fun¢des regulatorias na proteina CFTR, como o
canal de bicarbonato e o regulador de pH e muitas mutagdes raras recém descobertas ainda nao
foram classificadas quanto a funcionalidade. ®

Diante deste contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a associacdo entre as
caracteristicas fenotipicas, genotipicas e a gravidade da doenga em individuos com FC

atendidos em um Centro de Referéncia de Minas Gerais/Brasil.
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METODOS

Trata-se de um estudo do tipo retrospectivo. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos Institucional, de acordo com a Resolugio n°

466/12 do Conselho Nacional de Satde (Parecer no. 3.669.592).

Participaram da pesquisa, os individuos diagnosticados com FC (diagndstico
confirmado por dois testes de cloro no suor) acompanhados pela equipe multidisciplinar de um
Centro de Referéncia e que apresentaram o laudo da analise molecular do gene CFTR. Do total
de 57 individuos, foram excluidos dois por ndo apresentarem o laudo da analise molecular do
gene CFTR; quatro que ndo apresentaram nenhuma mutacao que justificasse o quadro clinico

de FC e um por falta de informacdes no prontudrio.

Todos os dados foram coletados dos prontuarios dos participantes e transcritos em uma
ficha de coleta de dados. Foram coletados os dados antropométricos, as caracteristicas clinicas
(sexo, idade, peso, estatura, idade no diagndstico, sintomatologia respiratoria, manifestagdes
sinusais ¢ pulmonares - polipos nasais, sinusite, pneumotorax, hemoptise, manifestacdes
gastrointestinais, histérico de ileo meconial, complicagdes -insuficiéncia pancreética, esteatose
hepética, sindrome da obstrucdo intestinal distal, cirrose, fibrose biliar, diabetes, calculo renal
entre outros, tratamentos — medicagdes em uso, se realizava ou nao fisioterapia supervisionada
e intervengdes fisioterapéuticas ndo supervisionadas como terapia de remocao de secrecao e
atividade fisica, as exacerbagdes no ultimo ano, a gravidade da doenca segundo escore de
Shwachman-Kulczycki e a ocorréncia de 6bito) e a informacdes sobre as mutacdes no gene
CFTR. Todos as varidveis foram coletadas conforme registros do ltimo ano, com exce¢do do
obito, o qual foi coletado tendo como base o registro dos ultimos trés anos, devido a raridade

do evento.

O escore de Shwachman-Kulczycki avalia caracteristicas clinicas como a atividade
geral, o exame fisico, a nutricdo e os achados radioldgicos, sendo que cada uma dessas
categorias recebe uma pontuagao de 05, 10, 15, 20 ou 25. O escore final representa o quadro
clinico pela soma das pontuagdes das categorias e ¢ classificado em grave (<40), moderado (41

—55), leve (56 — 70), bom (71 — 85) ou excelente (86-100).

Para a avaliacdo do estado nutricional foi considerado os pardmetros de peso/idade,
peso/estatura, estatura/idade e Indice de Massa Corporal (IMC). A classificagdo do estado
nutricional foi realizada utilizando a curva de crescimento da Organizacao Mundial da Satde

(OMS, 2006).19



41

Os dados coletados dos prontudrios referentes as caracteristicas laboratoriais foram: as
culturas de secre¢des do trato respiratorio do ultimo ano (para a identificacdo dos patdégenos
envolvidos nas colonizagdes); colonizagdo intermitente, quando menos de 50% das culturas
foram positivas para 0 mesmo patdogeno no ultimo ano e colonizagdo cronica, quando mais de
50% das culturas foram positivas para o mesmo patégeno no ultimo ano; além da analise

molecular do gene CFTR.

Cada individuo apresenta dois alelos do gene CFTR. Assim os participantes foram
organizados em quatro grupos quanto a combinagao das mutagdes nesses dois alelos de acordo
com a mutacdo mais prevalente, a Delta F508: Delta F508/Delta F508, Delta F508/Outra
mutacao, Outra mutacao/Outra mutacao e Outra mutagdao/auséncia de mutacao. Optou-se por
essa divisdo entre as mutagdes, ja utilizada em estudos prévios, 1112 devido a alta variabilidade
destas dentro de uma amostra limitada e pelas limitagdes apontadas atualmente quanto a

classificagio funcional das mutacdes no gene CFTR.®

Os participantes com auséncia de mutagdes em um dos alelos nao foram excluidos do
estudo devido a confirmacao do diagnéstico pelos dois testes de cloro no suor, com valores de
cloro iguais ou superiores a 60 mEq/L e pela presenca de pelo menos uma caracteristica
fenotipica da FC. Além disso, existe a possibilidade dos participantes terem outro alelo mutado,
porém ndo identificada pela técnica de analise molecular realizada, ja que esta utilizou apenas

a captura de exons e ndo incluiu a regido de introns do gene CFTR.
Analise estatistica

A andlise descritiva foi realizada por meio de frequéncias absoluta e relativa. As
varidveis continuas (idade atual e idade no diagnostico) foram sumarizadas como médias e
desvios-padrdo, ou medianas, as varidveis categéricas como frequéncias absolutas e relativas,

e a variavel discreta (escore de Shwachman Kulczycki) em médias, medianas e desvios-padrao

O Software Minitab e o modelo de Regressao de Poisson foram utilizados para analisar
a associagdo da gravidade da doenca com as seguintes variaveis fenotipicas: sintomatologia
respiratoria, idade atual, classificagdo da colonizagdo e estado nutricional. O coeficiente de
correlagdo de Spearman (Rho) foi obtido para analisar como ocorreu a relagdo entre a idade

(varidvel numérica) e a gravidade da doenga.!!®

A associacdao das mutagdes (variaveis genotipicas), com a insuficiéncia pancreatica, a

sintomatologia respiratoria e a gravidade da doenca foram analisadas por meio do teste de
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Kruskall-Wallis. O teste de Kruskall-Wallis também foi utilizado para analisar a associa¢ao da
ocorréncia do obito com a idade, idade no diagndstico e a demais variaveis (sexo, insuficiéncia
pancredtica, a colonizacdo, sintomatologia respiratoria, estado nutricional, fisioterapia
supervisionada e intervencdes fisioterapéuticas nao supervisionadas como a terapia para

remocdo de secrecdo e atividades fisicas e internagdo).(!?)

O software R foi utilizado para as demais analises, sendo considerado valores

estatisticamente significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Participaram do estudo 50 individuos de 1 a 33 anos de idade. Destes 25 (50%) eram do

sexo feminino e 37 (74%) eram de etnia caucasoide.

Apenas 28 (56%) dos participantes apresentaram triagem neonatal positiva, 5 (10%) nao
foram submetidos a triagem, 15 (30%) apresentaram a triagem negativa e essa informagao nao
foi encontrada no prontudario de 2 (4%) participantes. O diagnostico de todos foi confirmado

posteriormente pelo teste de cloro no suor.

A tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos participantes. A idade
no diagnostico mais prevalente foi o primeiro més de vida (44%) e a maioria dos participantes

- 23 (46%) apresentou escore de Shwachman-Kulczycki classificado como excelente.

Os tratamentos mais utilizados foram o uso de suplemento multivitaminico 48 (96%) e
de enzima pancredtica 45 (90%). A realizacdo de fisioterapia supervisionada e intervengdes
fisioterap€uticas ndo supervisionadas com terapia para remog¢ao de secrecdo e atividades fisicas

foi observada em 19 (38%), 20 (40%) e 25 (50%) individuos, respectivamente.

O genotipo mais prevalente foi a mutagdo Delta F508 em homozigose 15 (30%), seguido
da mutagdo Delta F508 em heterozigose com a mutacdao S4X em 5 (10%) participantes (Tabela
2). Cada individuo apresenta 2 alelos do gene CFTR, totalizando 100 alelos nesta amostra.
Destes, 45 (45%), 18 (18%), 5 (5%) e 4 (4%) apresentaram as mutacdes Delta F508, S4X,
G542X e R1162X, respectivamente. Assim, as classes funcionais I (27%) e II (45%) foram as

mais prevalentes.

As mutacdes no gene CFTR apresentaram associagdo significativa (p= 0,013) com a

presenca da insuficiéncia pancredtica. As medianas do escore de Shwachman-Kulczycki
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apresentadas sugerem que o grupo com a combina¢do outra mutacdo/auséncia de mutacao
teriam os melhores escores (Tabela 3). A gravidade da doenga apresentou associacio
significativa com a colonizacdo por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
(p=0,007) e o estado nutricional classificado como baixo peso (p = 0,036), ou seja, essas
caracteristicas contribuem para a gravidade da doenga, reduzindo a média da pontuagdo do

escore de Shwachman-Kulczycki (Tabela 4).

Os individuos com sintomatologia respiratéria habitual apresentaram a média da
pontuacdo do escore maior que aqueles com sintomatologia exacerbada, ou seja, a

sintomatologia habitual foi associada a menor gravidade da doenca.

O coeficiente de correlagdo de Spearman (Rho) mostrou que os individuos mais jovens

teriam uma tendéncia a apresentar maior pontuacao no escore de Shwachman-Kulczycki.

A ocorréncia do 0bito apresentou associacao significativa com a idade no diagnéstico
(p=0,016), uma vez que quanto menor a idade no diagndstico menor a ocorréncia do 6bito.
Além disso, a associacdo significativa da ocorréncia do 6bito com a colonizagdo evidenciou
que individuos com as colonizagdes por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
apresentaram maior risco de 6bito. A sintomatologia respiratoria exacerbada (p=0,013), o baixo
peso (p= 0,017) e a ocorréncia de interna¢dao no ultimo ano (p=0,003) também apresentaram

associacao significativa com a ocorréncia do 6bito (Tabela 5).

DISCUSSAO

Com o objetivo de analisar a associacdo entre as caracteristicas fenotipicas, genotipicas
e a gravidade da doenga em individuos com FC, foi possivel observar associagdo
estatisticamente significativa entre as mutagdes do gene CFTR com a presenca de insuficiéncia
pancredtica, entre a colonizagdo por Staphylococcus aureus € o baixo peso com a gravidade da
doenca e auséncia de associagdo significativa entre a as mutacdes com a gravidade da doenga.

As evidéncias cientificas tem mostrado * 1*19 associacdo entre as mutagdes do gene
CFTR com a insuficiéncia pancredtica, porém baixa associagdo com a sintomatologia
respiratoria. Estes achados podem estar relacionados a importante influéncia dos fatores
ambientais e genéticos secundarios como os genes modificadores, na fun¢do pulmonar, uma
vez que ha uma variabilidade consideravel dos sintomas respiratorios em individuos com FC.

(51416 Dentre os fatores ambientais estdo os meteorologicos, incluindo o aumento da

temperatura e as precipitacdes, além das varidveis geograficas como latitude, longitude e
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altitude, que parecem estar associados ao maior risco de infeccdo inicial por Pseudomonas
aeruginosa.'>'” A polui¢do do ar, o tabagismo ativo ou passivo, a adesdo ao tratamento, o
acesso aos centros de atendimento e os fatores socioeconomicos, também sdo considerados
fatores ambientais associados a fun¢do pulmonar na FC.!®

Apesar do presente estudo nao ter analisado a associacdo da classificagdo funcional das
mutagdes, outras investigagdes®®!>) mostraram que, geralmente, uma mutacio grave
pertencente as classes funcionais I, II, III ou VI, presente em um alelo, confere insuficiéncia
pancreatica somente se emparelhado com outro alelo com mutagdao grave. Dessa forma, a
presenga de um alelo com mutagao leve, classe IV ou V, sustenta a fungdo pancreatica, mesmo
se combinado a um alelo com mutagdo grave, pois apresenta uma atividade residual do canal
de Cl- nas membranas das células epiteliais.

As mutagdes do gene CFTR nao apresentaram associacdo significativa com a gravidade
da doenca. Esse resultado foi semelhante ao observado em outro estudo!" que sugeriu maior
influéncia de outros fatores como a modulagao génica e a baixa adesao ao tratamento a maior

mortalidade precoce dos pacientes.

A maioria dos participantes deste estudo apresentaram a mutagdo Delta F508 em
homozigose 15 (30%) ou em heterozigose 15 (30%), totalizando 45 (45%) dos 100 alelos, sendo
esta a mutacdo do gene CFTR mais prevalente e estudada em todo o mundo.?* 31119 Egsa
mutagdo pertence a classe II, em que ocorre a auséncia de proteina CFTR funcional e estd
associada a fenotipos mais graves de FC, com sintomas respiratorios precoces, funcao pulmonar
diminuida e insuficiéncia pancretica.®) Resultado este que refor¢a a influéncia do ambiente no
prognostico destes individuos, uma vez que os individuos investigados no presente estudo nao

apresentaram associa¢do entre as caracteristicas fenotipicas e genotipicas..

Nao foi observada associacdo entre a sintomatologia respiratoria ¢ a gravidade da
doenca, contrapondo estudos anteriores.?°?? Provavelmente, esse achado se deve ao fato de
que, no presente estudo, o quadro respiratorio foi classificado pela anélise clinica. Além disso,
a maioria dos individuos foram classificados quanto a sintomatologia respiratéria como
assintomaticos 9 (18%) ou sintomaticos habituais 23 (46%). Stollar et al. (2011) sugerem que
a analise da gravidade da doenga pelo escore de Shwachman-Kulczycki talvez seja limitada ao

avaliar pacientes com a doenga pulmonar leve.?

Foi possivel observar uma associacao significativa entre a colonizacdo com a gravidade
da doenca. Os patdégenos de maior prevaléncia foram Staphylococcus aureus 20 (40%),

Pseudomonas aeruginosa 7 (14%) e a combinagdo da colonizacdo por Staphylococcus aureus
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e Pseudomonas aeruginosa 4 (8%). Este achado foi semelhante ao encontrado em estudos
recentes, que observaram uma mudanga na coloniza¢do na populagdo europeia e americana,
uma vez que a mais prevalente era a colonizagio por Pseudomonas aeruginosa.*>*? No
entanto, a colonizacdo que apresentou associagao significativa com a gravidade da doenca foi
a combinag¢do de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, contrapondo ao
encontrado em estudo semelhante, cuja associacdo foi observada entre a colonizagdo por
Pseudomonas aeruginosa com a gravidade da FC.?Y Esse fato pode estar relacionado as
diferencas ambientais entre os locais em que os estudos foram realizados. O Staphylococcus
aureus € o primeiro patégeno a colonizar os individuos com FC, predispondo a posterior
colonizacdo na fase adulta por Pseudomonas aeroginosa, ainda considerada o principal
responsdvel pela doenga pulmonar progressiva e, consequentemente, pela maior

morbimortalidade na maioria desses individuos.?>2®)

A gravidade da doenca também apresentou associagdo significativa com o estado
nutricional (baixo peso). Sabe-se que o baixo peso pode estar associado com a diminuicao da
funcio pulmonar e da sobrevida em individuos com FC.?"3% Essa relaco pode ser justificada
pelo fato de que o baixo peso em individuos com FC apresenta como causas a ma absor¢ao de
nutrientes, devido, principalmente, a insuficiéncia pancredtica; maior gasto energético
relacionado ao trabalho respiratorio excessivo devido aos quadros de inflamagdo e infec¢ao
pulmonar.?’2% Consequentemente, a redu¢io da massa muscular resulta em menor forga,

resisténcia da musculatura respiratoria e tolerancia ao exercicio.?7-2%31

Além disso, observou-se associacdo estatisticamente significativa entre a idade do
diagnostico, a colonizagao, a sintomatologia respiratoria, o estado nutricional e a necessidade
de internacdo com a ocorréncia de oObito. O diagnostico tardio estd associado com piores
prognosticos quanto a fun¢do pulmonar, a insuficiéncia pancreética, ao estado nutricional e a

sobrevida,(??3¥

além de maiores taxas de internacdo e coloniza¢do.®® A implementagio de
triagem neonatal ¢ extremamente importante para que o diagndstico precoce seja estabelecido
e para que nao ocorra o atraso no encaminhamento dos individuos para os centros
especializados. O acompanhamento iniciado precocemente melhora o prognostico da doenca e
reduz as comorbidades. 3% Neste estudo, 5 (10%) dos participantes nio realizaram a triagem,
possivelmente por que estes ndo tiveram acesso ao “teste do pezinho”, uma vez que o Programa

Nacional de Triagem Neonatal no Brasil foi criado somente em 2001.C¢

A associagdo entre a colonizacdo, a sintomatologia respiratoria, o estado nutricional e a

necessidade de internagao com a ocorréncia do obito pode ser explicada pelo fato destas estarem
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relacionadas direta ou indiretamente com as complicagdes respiratdrias, sendo esta a principal

causa de mortalidade nos individuos com FC.G7-3®

Apesar da maioria dos individuos incluidos neste estudo ndo realizarem fisioterapia
supervisionada e intervengdes fisioterapéuticas ndo supervisionadas (terapia para remocao de
secrecio e atividades fisicas), sendo estas essenciais para o melhor prognéstico da doenga,**4%
esses achados ndo apresentaram associagdo significativa com a gravidade da doenca e com a
ocorréncia do 6bito, o que pode estar relacionado a outras variaveis ndo analisadas no presente
estudo como a frequéncia, o tipo de exercicios e a atividade fisica realizados. O Centro de
Referéncia no qual foi realizado o estudo realiza apenas orientagdes quanto a realizagdo de
exercicios respiratorios, importancia da atividade fisica e ndo um programa especifico de
fisioterapia para a reabilitacdo de seus pacientes. Usualmente, estes pacientes sdo de outras
localidades e realizam fisioterapia na cidade de origem. Sabe-se que a atividade fisica
supervisionada, além de exercicios respiratorios, apresenta efeitos benéficos significativos
sobre a fungdo pulmonar, os parametros antropométricos € bioquimicos dos individuos com

FC.CY

O estudo apresentou algumas limitagdes como a analise do estado nutricional que ndo

considerou os dados da composi¢ao corporal.

A gravidade da doenca foi analisada através do escore de Shwachman-Kulczycki, cujo
escore envolve avaliagdo subjetiva. Entretanto, os individuos participantes sao acompanhados
desde as primeiras consultas pelos mesmos profissionais, minimizando a subjetividade do
escore que, além disso, € o instrumento mais utilizado para monitorar a gravidade da doenca na

FC .??»

A atual classificacdo funcional das muta¢des no gene CFTR também ndo foi utilizada
para analisar a associacao das mutacdes com a gravidade da doenga, devido as suas limitagoes.
Estudos prévios propdem uma categorizagdo simplificada que facilite o recrutamento de
participantes para os estudos em FC.®) Assim devido & alta variabilidade de mutagdes
encontradas nessa amostra, optou-se por dividir as mutagdes em quatro grupos de acordo com
a mutacdo mais prevalente, a DeltaF508, para assim analisar a associacdo entre o gendtipo,

fenotipo e a gravidade da doenga.

Em conclusdo, as mutacdes do gene CFTR associaram-se significativamente com a
insuficiéncia pancredtica. A colonizagdo e o estado nutricional apresentaram associagdo

significativa com a gravidade da doenca. Nao houve associacao significativa entre as mutagcdes
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com a gravidade da doenca. Além disso, foi observada associacgdo significativa da ocorréncia
do obito com a idade no diagnoéstico, a sintomatologia respiratdria, o estado nutricional e a
necessidade de internacdo. Esses achados ressaltam a importancia do diagndstico precoce
associado a analise genéticas dos individuos com FC para proporcionar tratamentos especificos.
Além da necessidade de uma avalicdo criteriosa do estado nutricional, o que pode favorecer o
prognostico e aumentar a sobrevida desses individuos. Os fatores ambientais também merecem
ser investigados mais detalhadamente, pois parecem apresentar um impacto importante na

gravidade da doenga, principalmente quanto a fung¢ao respiratoria.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais*

52

Caracteristicas clinicas e laboratoriais n (%) Caracteristicas clinicas e laboratoriais n (%) Caracteristicas clinicas e n (%)
laboratoriais
Sexo Feminino 25 (50) Patogeno Pseudomonas aeruginosa 7 (14) Qutras manifestacoes
Masculino 25 (50) (colonizagao) Staphylococcus aureus 20 (40) Célculo renal 3(6)
Raga Caucaséide 37 (74) Pseudomonas aeruginosa e 4(8) Diabetes 3(6)
Staphylococcus aureus
N3io caucasobide 13 (26) Sem colonizacdo 19 (38) Tratamentos
Faixa etaria Lactente 3 (6) Sintomatologia Assintomatico 9 (18) Enzima pancreatica 45 (90)
Pré-escolar 11(22) fesplr*litto)“a (@ltima gintomatico habitual 23 (46) Antibiotico 26 (52)
consulta
Escolar 10 (20) Sintomatico exacerbado leve 11 (22) Glicocorticoesteroide inalatorio 26 (52)
Adolescente 15 (30) Sintomatico exacerbado moderado 5(10) Mucolitico 40 (80)
Adulto 11 (22) Sintomatico exacerbado grave 2(4) Broncodilatador corticoesteroide 28 (56)
Diagnéstico Hemoptise 2(4) Antiulceroso 30 (60)
Triagem neonatal positiva 28 (56) Sinusite 12 (24) Suplemento multivitaminico 48 (96)
Idade no Até 1 més 22 (44) Polipos nasais 21 (42) Acido ursodesoxicélico 9 (18)
diagnéstico 1 més a 2 anos 18 (36) Manifestacgdes gastrointestinais Insulina 3(6)
2 anos a 10 anos 6(12) fleo meconial 4(8) Fisioterapia supervisionada 19 (38)
> 10 anos 4(8) Insuficiéncia pancreatica 45 (90) Terapia para remocgdo das secregdes nao 20 (40)
supervisionada
Gravidade da doenca Esteatose hepatica 12 (24) Atividades fisicas ndo supervisionadas 25 (50)
Obito 4 (8) Fibrose hepatica 1(2) Exacerbacio
Classificagdo do Grave 1(2) Litiase biliar 6(12) Internag@o no ultimo ano 14 (28)
Escore de Moderado 5 (10) Gastrite 12 (24) Quantidade de 1 4 (8)
Shwachman - . internacdes
Kulezycki Leve 3 (6) Esplenomegalia 24) 2 7(14)
Bom 18 (36) Hepatomegalia 24) >3 3(6)
Excelente 23 (46) Adequado 34(68)
Manifestacdes sinusais e pulmonares Estado nutricional Baixo peso/Magreza 23 (26)
Classificagdo da Auséncia de colonizagdo 19 (38) Sobrepeso 3(6)
colonizagdo Colonizagdo intermitente 13 (26)
Colonizagdo cronica 18 (36)

*Fenotipo



Tabela 2. Prevaléncia das mutagdes no gene CFTR e suas classes funcionais
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MUTACAO ALELO 1 MUTACAO ALELO 2
Pacientes Nomenclatura Classificacao Nomenclatura Classificacao
%) Nomenclatura . Nomenclatura .
n (% tradicional atual funcional tradicional atual funcional
HGYVS (cDNA) mutacio alelo 1 HGYVS (cDNA) mutacio alelo 2
15 (30) Delta F508 C'1521—T1T523delc 1 Delta F508 "'1521—T1§23delc 1
1) Auséncia de c.1486delT Nio classificada Delta F508 ¢.1521_1523delC il
nomenclatura TT
1(2) G542X ¢.1624G>T I V317E ¢.950 T>A Nio classificada
2 (4) 5T ¢.1210-12T[5] v Ausenmit de Ausenc1z~1 de Ausenc1z~1 de
mutacao mutacao mutacao
2(4) S4X c.11C>A I S4X c.11C>A I
1(2) R334W ¢.1000C>T v R1162X .3484 C>T I
1) G542X ¢.1624G>T I Delta F508 c.152 17T1$23delc i
1(2) 2184insA €.2052_2053insA I S4X c.11C>A I
1) S589N c.1766G>A I Delta F508 c.152 17T1$23delc i
5(10) S4X c.11C>A I Delta F508 °'15217T1$23delc i
2(4) S4X c.11C>A I G542X ¢.1624G>T I
1(2) G85E ¢.254 G>A 1l R334W ¢.1000C>T v
|  Fxclusiodoexon C('l(gj’ N 117153;3)7 . Delapsog | ©1521_1523delC .
2/CFTRdele2 P TT
3(6) S4X c.11C>A I R1162X ¢.3484 C>T I
1(2) G576A ¢.1727 G>C \% R668C ¢.2002 C>T 11
1(2) R334W ¢.1000C>T v W1282X ¢.3846G>A I
1(2) 1717-1G>A c.1585-1 G>A I Delta F508 °‘1521—T1T523delc I
12) Auséncia de c1505T>G Nio classificada Ausenc1il de Ausenc1il de Ausenc1il de
nomenclatura mutagao mutacao mutacao
1(2) S466X (TAG) ¢.1397 C>G I Delta F508 °'15217T1$23delc I
2(4) S4X c.11C>A I 3272-26A>G ¢.3140-26A>G \Y%
1(2) AS559T c.1675 G>AT I Delta F508 °'15217T1$23delc I
1(2) 711+1G>T ¢.579+1G>T I Delta F508 °'15217T1$23delc I
12) S4X c.11C>A I 1507del c15 19—1T521delA 11
1(2) S549R (T->G) c.1647T>G I G542X ¢.1624G>T I
12) L206W c.617T>G W% Delta F508 °‘1521—T1§23delc 11
12) R851X ¢2551C>T Nio classificada Delta F508 °‘1521—T1$23delc 11

HGVS: Human Genome Variation Society.
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Tabela 3. Associacdo entre as mutagdes no gene CFTR com a insuficiéncia pancreatica, a gravidade da

doenga e a sintomatologia respiratdria

Insuficn?n.cla Gravidade da doenca Sintomatologia respiratoria
" pancreatica
Genétipo do gene
CFTR
. ~ Escore de Sintomditico  Sintomatico
Sim  Nao p n Shwachman — P exacerbado habitual
Kulczycki (Mediana) !
Delta F508/Delta F508 14 1 15 85,00 6 9
gilt? 1:05 08/Outra 16 0 16 77,50 6 10
Outr: mutagdo/Outra 0,013* 0,073 0,666*
i 14 2 16 85,00 6 10
mutagdo
Outra mufac;ao/ auséncia 1 5 3 95,00 0 3
de mutagdo
*Teste de Kruskall-Wallis para tabelas de contingéncia
** Teste de Kruskall-Wallis para comparagdo de medianas
Tabela 4. Associacdo entre o fenotipo com a gravidade da doenga
Caracteristicas Gravidade da doenca
Varidveis categoricas (Média + desvio padrio) p
Habitual 85,94 +9,37 *
Sintomatologia respiratoria Exacerbado 74,17 £17.51 0,071
Pseudomonas aeruginosa 80,00 + 10,00 *
Staphylococcus aureus 81,00 + 14,74 0,283
Colonizagdo Pseudomonas aeruginosa e 6125+ 1931 0,007
Staphylococcus aureus
Sem colonizagdo 87,37 £ 8,72 0,237
Adequado 86,91 £ 6,40 *
Estado nutricional Baixo peso/ Magreza 65,38 £ 16,77 0,036
Sobrepeso 93,33£289 0,597
Car.z}cte.rlstlca,s . Rho p
Varidveis numéricas
Idade 0,165 0,099

* valores de referéncia na comparagao pela analise de regressao



Tabela 5. Associacdo entre o fendtipo com a ocorréncia do 6bito
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Obito
Caracteristicas p
Sim Nao
n 4 46
Idade Idade media (em anos) 18,45 10,54 0,158*
Idade no n 4 46 0.016*
diagnoéstico Idade média (em meses) 47,00 2,00 ’
Feminino 3 22
Sexo Masculino 1 24 0,608
A . Sim 4 41
Insuficiéncia pancreatica Nio 0 5 0,491 **
Pseudomonas aeruginosa 1 6
Staphylococcus aureus 1 19
Patogeno (colonizagdo) Pseudomonas aeruginosa e ) ) 0,024**
Staphylococcus aureus
Sem colonizagio 0 19
Sintomatologia respiratoria g;gtgiztgiggzg ;z?;;r Elado g é; 0,013**
Adequado 0 34
Estado nutricional Baixo peso/Magreza 4 9 0,017**
Sobrepeso 0 3
Fisioterapia supervisionada Sim ! 18 0,654**
Nio 3 28 ’
Terapia para remocgédo de Sim 2 18
N .. ~ 0,673%*
secre¢do ndo supervisionada Néo 2 28
Atividades fisicas ndo Sim 2 23 L
supervisionadas Nao 2 23
~ Sim 4 10 oo
Internacao Niio 0 36 0,003

* Teste de Kruskall-Wallis para comparagdo de medianas

**Teste de Kruskall-Wallis para tabelas de contingéncia
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6. APENDICE

Ficha de coleta de dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

PROJETO: CORRELAGOES DAS MUTAGOES GENICAS DE PACIENTES

\ 4
QWO
Ly

5, * €5
Lo
AR TR
i EERATIY “ﬂ&\

COM FIBROSE CiSTICA COM DIFERENTES VARIAVEIS CLINICAS

IDENTIFICACAO
Sexo: ( ) Fem. ( ) Masc. Idade: anos meses. Data de Nascimento: [/
Raca: ( ) Branca ( ) Negra ( )Parda( ) Amarela( ) Indigena
Naturalidade: Estado Civil: Profissao:
Cidade: Estado:
Numero do Prontuario: Data da coleta ao prontudrio: / /
DIAGNOSTICO

Triagem neonatal: ( )Positiva ( ) Negativa

Teste do cloro no suor: ( ) um positivo ( ) dois positivos ( ) nenhum positivo
Teste genético: ( ) realizado ( ) ndo realizado

Idade em que o diagnéstico foi confirmado:_

TESTE GENETICO
Teste genético realizado:

Nome da Mutacéo (alelo 1): Nome da Mutacdo (alelo 2):
Nome do cDNA (alelo 1): Nome do cDNA (alelo 2):
Nome da Proteina (alelo 1): Nome da Proteina (alelo 2):

FAIXA ETARIA ATUAL: ( ) LACTENTE 0 -2 ANOS
( ) PRE-ESCOLAR 2 — 6 ANOS
( ) ESCOLAR 7 — 10 ANOS
( JADOLESCENTE 10 — 19 ANOS
( ) ADULTO > 20 ANOS
OBITO: ( )SIM () NAO

Escore de Scwachman-Kulczycki (calculo da média do ultimo ano):

Atividade Geral: Exame Fisico: Nutricado: Achados Radioldgicos:
Classificagdo: ( ) Grave =<40 ( ) Moderado = 55-41 ( ) Leve = 70-56 ( ) Bom = 85-

71 ( ) Excelente = 100-86

Manifestagbes sinusais e pulmonares:
Classificacdo da Colonizacdo : ( ) Auséncia de colonizagdo ( ) Colonizagdo intermitente ( ) Colonizagdo
cronica

Patdégeno (colonizacdo): ( ) Pseudomonas aeruginosa ( ) Staphylococcus aureus

( ) Burkholderia cepacia ( ) Haemophilus influenza ( ) Outro(s):
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Sintomatologia — Pneumo na ultima consulta: ( ) Assintomatico ( ) Sintomatico habitual ( )
Sintomatico exarcebado leve ( ) Sintomatico exarcebado moderado ( ) Sintomatico exarcebado grave
DPOC:( )Sim ( )Ndao Hemoptise:( )Sim ( )Ndo Pneumotdrax:( )Sim ( )Nao

Sinusite: ( ) Sim  ( )Ndo  Pdlipos nasais: ( ) Sim ( )Na&o

Dados da _ espirometria _ (dltimo _ valor):  VFE1: CVF:

CVF/VEF1:

Manifestagbes gastrointestinais:

Histérico de ileo meconial: ( ) Sim ( ) Ndo Insuficiéncia pancredtica (verificar o uso de creon): ( )
Sim ( )Nao

Sindrome da obstrucdo intestinal distal: ( ) Sim  ( )Nao

Prolapso retal: ( ) Sim ( )Ndo Esteatose hepdtica: ( ) Sim ( )Ndo Cirrose: ( ) Sim ( )Nao
Fibrose biliar: ( ) Sim ( )Nao

Dados para andlise do estado nutricional (Ultimos dados analisados ): Idade:

Peso: Altura: Perimetro cefalico: IMC:

Manifestacdes renais, enddcrinas e outras:

Calculorenal: ( )Sim ( )N&o Diabetes:( )Sim ( ) Nao

Alcalose metabdlica por desidratacdo hipoclorémica: ( ) Sim ( ) Ndo

Puberdade tardia: ( ) Sim ( ) Ndo Auséncia bilateral congénita do ducto deferente: ( ) Sim ( )
Nao

Osteoartrite hipertréfica: ( ) Sim ( ) Ndo Osteoporose: ( )Sim ( ) Nao

Medicamentos em uso: ( )Enzima pancredtica (EX.: Creon) ( ) Antibidtico (EX.: tobramicina,
amoxicilina, azitromicina), qual (is): ( )Glicocorticosteroide
inalatdrio (EX.: BUSONID) ( ) Mucoliticos (EX.: PULMOZYME= alfa dornase) ( ) Broncodilatadores
corticosterdides (EX.: SERETIDE)

( ) Antiulcerosos (EX.: Omeprazol, Ranitidina) ( ) Suplemento multivitaminico e mineral (EX.: DEKAS
Plus, AQUADEKS)

( ) Acido Ursodesoxicélico - &cido biliar (EX.: Ursacol) ( ) Outros:

Fisioterapia:

Realizou: ( )Sim ( ) Nao

Se sim, quantas vezes porsemana: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4( )5 ( )6 ()7

Realiza exercicios respiratérios em casa: ( )Sim () Ndo

Se sim, quantas vezes porsemana: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4( )5 ( )6 ()7

Realiza atividades fisicas: ( )Sim ( ) Ndo

Se sim, quantas vezes porsemana: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4( )5 ( )6 ()7

Se sim, qual (is): ( )Vo6lei ( )Futebol ( )Natacdo ( )Musculagdo ( )Corrida ( ) Outros

Teve alguma internacdo no ultimo ano: ( ) Ndo ( )Sim, quantas:




7. ANEXO

Escore de Shwachman - Kulczycki
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Pontuacio Atividade geral Exame fisico Nutri¢ao Achados radiolégicos
I ) Mantém peso ¢ altura
Atividade normal Normal; sem tosse; acima do percentil
. . Frequéncia cardiaca e P
plena; joga bola; vai o o 25; fezes bem Campos pulmonares
25 Frequéncia respiratoria .
a escola regularmente . ~ formadas — quase limpos
normais; pulmoes . A
etc . normais; bom ténus e
limpos; boa postura
massa muscular
Frequéncia cardiaca e Peso e altura
oA Frequéncia respiratoria aproximadamente no .
Falta resisténcia e norglais om re pous0' Ercen il de 15 a 20- Minimas marcas de
cansa ao final do dia; “p S p ’ acentuagdo
20 . tosse rara ou “pigarro”; fezes levemente .
boa frequéncia .. A broncovascular; enfisema
minimo enfisema; anormais; tonus e o
escolar . 1 primario
pulmdes limpos; sem massa muscular
braqueteamento satisfatorios
Peso e altura acima
. do percentil 3; fezes
Tosse ocasional, ao .
Descansa ~ usualmente anormais,
voluntariamente levantar pela manha; volumosas e
. frequéncia respiratoria Enfisema leve, sinais de
durante o dia; cansa pobremente .
15 . , levemente elevada; . atelectasias; marcas de
facilmente apds formadas; tonus
L. N enfisema suave; MV aumento broncovascular
exercicio; frequéncia rude: roncos localizados pobre e massa
escolar satisfatoria ’ muscular reduzida;
raramente; . ~
pouca distensdo
braqueteamento precoce . .
abdominal (se tiver)
Tosse frequente, Peso e altura abaixo
usualmente produtiva; do percentil 3; fezes ,
. ~ . Enfisema moderado; areas
Professor particular; retracdo toracica, pouco formadas, . .
. de atelectasias difusas com
repousa muito; enfisema moderado; volumosas, . . ~
10 . . , . L. , areas de infec¢do
dispneia apds deformidade toracica; gordurosas; musculo
. sobrepostas;
caminhada curta roncos usualmente fraco e massa . . .
. . ~ bronquiectasias minimas
presentes; reduzida; distensdo
braqueteamento 2 a 3 + abdominal
leve/moderada
Marcada ma —
nutrigao;
istica, . . )
Tosse grave paroxistica protuberéncia
.o . . . Extensivas altera¢cdes com
taquipneia e taquicardia; | abdominal N
. ~ fenomeno pulmonar
Ortopneia; confinado | alteragdo pulmonar abundante; fezes . . ~
05 . s obstrutivo e infecgdo;
a cama ou cadeira extensa; sinais de frequentes, .
N , o atelectasias lobares e
faléncia cardiaca direita; | volumosas, . .
bronquiectasias
braqueteamento 3 a4 + gordurosas e mau
cheirosas; prolapso
retal
Pontos

Classificaciao
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Grave
Moderado
Leve
Bom
Excelente

<40

55-41
70-56
85-71
100-86

Elaborada a partir do artigo original de SHWACHMAN; KULCZYCKI, 1958




