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INTRODUGAO

Caracteristicas genéticas e fenotipicas de
criancas e adolescentes com fibrose cistica
no Sul do Brasil

Katiana Murieli da Rosa'?, Eliandra da Silveira de Lima?®,
Camila Correia Machado®<, Thaiane Rispoli*¢, Victoria d’Azevedo Silveira®s,
Renata Ongaratto®, Talitha Comaru?¢, Leonardo Araujo Pinto>"

RESUMO

Objetivos: Caracterizar as principais mutacoes identificadas no cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) em um grupo de criangas e adolescentes
de um centro multidisciplinar de tratamento de fibrose cistica e sua associagao com
caracteristicas clinicas e laboratoriais. Método: Estudo transversal descritivo que
incluiu pacientes com fibrose cistica que possuiam dois alelos identificados com
mutacao no CFTR. Dados clinicos, antropométricos, laboratoriais e de fungao pulmonar
(espirometria) foram coletados de registros em prontuarios e descritos com os
resultados de genotipagem da amostra. Resultados: Foram incluidos 42 pacientes com
fibrose cistica. A mutacao mais frequente foi a F508del, abrangendo 60 alelos (71,4%).
A segunda mutacao mais comum foi a G542X (seis alelos, 7,1%), seguida das mutacoes
N1303K e R1162X (ambas com quatro alelos cada uma). Tres pacientes (7,14%)
apresentaram mutacoes de classes lll e |V, e 22 pacientes (52,38%), homozigose para
F508del. Trinta e tres pacientes (78,6%) tinham insuficiencia pancreatica, 11 (26,2%)
apresentaram ileo meconial e sete (16,7 %) déficit nutricional. Dos pacientes do estudo,
59,52% seriam potenciais candidatos ao uso de farmacos moduladores de CFTR.
Conclusées: As mutacoes do CFTR identificadas com mais frequéncia foram F508del
e Gb42X, as quais sao mutacoes pertencentes as classes |l e |, respectivamente, e que,
juntamente a classe lll, conferem um fenotipo de fibrose cistica com mais gravidade.
Mais da metade (52,38%) da amostra apresentava F508del em homozigose, populacao
candidata ao novo tratamento com Lumacaftor/Ivacaftor. Aproximadamente 7% dos
pacientes apresentavam mutacoes de classes Il e IV, sendo candidatos ao tratamento
com lvacaftor.

Descritores: Fibrose cistica; Mutacao; Genética; Fenotipo; Crianca.

Mutagdes no CFTR conferem um carater multissistémico
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A fibrose cistica (FC) é a doencga genética autossémica
recessiva mais frequente em populagdes eurodescendentes,
causada por variagdes na sequéncia do gene que codifica
a proteina cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR).® Esse gene localiza-se no brago
longo do cromossomo 7 (locus 7q31) e é dividido em
27 éxons, dando origem a uma proteina composta de
1.480 aminoacidos.

A prevaléncia estimada em diversos paises é de 1 para
cada 2.800-3.500 nascidos vivos.® No Brasil, cerca de
1 a cada 10 mil nascidos vivos sofre com a doenga.®

a doenga, caracterizado por manifestagdes pulmonares,
gastrointestinais e nas glandulas sudoriparas.®

A expectativa de vida de pacientes com FC vem
melhorando substancialmente, de modo que, atualmente,
mais da metade tem alcangado a idade adulta.(® Essa
melhoria deve-se, entre outros fatores, ao incremento
de tratamentos inovadores e ao avango da assisténcia
interdisciplinar ao paciente com FC.(® Recentemente,
terapias especificas ao canal CFTR capazes de corrigir
o defeito basico tém sido desenvolvidas e aprovadas
para uso em varios paises. Essas drogas-alvo tém a
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perspectiva de transformar a terapéutica da FC,
tornando a prescrigdo de medicamentos mais precisa.(®

Alguns protocolos incluem a avaliagdo genética
complementar a triagem neonatal e ao diagndstico
clinico da FC, permitindo identificar pacientes elegiveis
as terapias mutagdo-especificas.” As variantes
identificadas no CFTR sdo divididas em seis classes
de mutagdes, baseadas nos seus efeitos funcionais.®
A relagdo entre o gendtipo e as consequéncias clinicas
de todas as variantes, entretanto, precisa ser mais
bem entendida.

Este estudo teve o objetivo de relatar as principais
mutagdes do CFTR identificadas em um grupo de
criangas e adolescentes acompanhados em um centro
multidisciplinar de tratamento da FC no Sul do Brasil
e associar tais mutagdes as caracteristicas clinicas e
laboratoriais especificas.

METODO

Trata-se de um estudo transversal descritivo. Foram
incluidos pacientes em acompanhamento em um
centro de referéncia do Sul do Brasil. Os sujeitos com
histdria clinica sugestiva que foram incluidos tiveram
o diagndstico confirmado por exames laboratoriais
(teste de eletrdlitos no suor) e possuiam a identificagdo
de duas mutagbes no CFTR. A Figura 1 apresenta o
fluxograma da inclusdo dos individuos no estudo.

Banco de dados dos
pacientes com fibrose cistica
n=103

O centro de referéncia conta com uma equipe
multidisciplinar formada por médicos, nutricionistas,
fisioterapeutas e psicdlogos, que acompanha
regularmente mais de 100 pacientes (criangas e
adultos). Os pacientes realizam acompanhamento
periédico com exame clinico (com avaliagdo do estado
nutricional e indice de massa corporal — IMC), exames
laboratoriais (albumina, glicemia, fungdo hepatica e
elastase fecal conforme indicagdo) e espirometria
(volume expiratério forgado no primeiro segundo —
VEF1). Além disso, ocorre a andlise de cultura de
escarro ou de swab de orofaringe rotineiramente,
para identificagdo de colonizagao por Pseudomonas
aeruginosa (PA). A analise molecular do CFTR é feita
para todos os pacientes com diagndstico clinico (com
base nos sintomas e cloro no suor > 60), mas sem
diagndstico genético definitivo, na seguinte ordem:
genotipagem F508del, kits de pesquisa de mutagdes
e sequenciamento, sendo interrompida a investigagdo
quando houver dois alelos identificados.

A genotipagem da mutagdo F508del, por ser a
mais frequente na populagdo com FC, deu-se para
os pacientes com diagndstico clinico. Os individuos
heterozigotos, ou 0s que ndo apresentavam essa
mutagado, realizaram um painel de mutagdes com Kits
comerciais de 32 ou 97 mutagdes. Nos casos em que
a alteragdo genética ainda ndo havia sido identificada
nos dois alelos, executou-se o sequenciamento

Pacientes com genotipagem realizada

Excluidos pacientes sem resultado de
genotipagem no momento da inclusao
(N=45)

A 4

n=>58

Levantamento e descricao das mutacoes
presentes nesta amostra de pacientes

Pacientes com dois alelos conhecidos
n=42

A 4

Analise das caracteristicas
clinicas, antropométricas,
nutricionais e laboratoriais

Figura 1.

Fluxograma da inclusdo dos pacientes no estudo.

Excluidos pacientes com
apenas um alelo conhecido
n=16
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completo do CFTR. As andlises foram feitas por
diferentes laboratdrios conforme a disponibilizagdo
pelo sistema de salde ou plano de saude privado.

Todos os dados coletados (idade, valor da dosagem da
tripsina imunorreativa — IRT, cloreto no suor, gendtipo,
colonizagdo, espirometria e caracteristicas clinicas)
foram obtidos com base nas informagdes registradas
no prontuario dos pacientes. Concomitantemente,
realizou-se revisdo da literatura a respeito do fendtipo
descrito para as mutagdes mais frequentes encontradas
em nossa amostra.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUC-RS) e estd registrado sob o
numero 49692115.7.0000.5336.

RESULTADOS

Do total de 103 pacientes com FC acompanhados no
centro multidisciplinar, 58 (56,3%) tinham genotipagem
realizada. Destes, 42 (72,4%) foram incluidos no
estudo por apresentarem os dois alelos do CFTR
conhecidos. A Tabela 1 contém dados referentes ao
teste do suor e idade dos pacientes, e a Tabela 2 exibe
as caracteristicas clinicas, nutricionais e de fungao
pulmonar conforme a identificagdo das mutages em
cada um dos alelos. A mutagdo mais frequente foi a
de classe II, representada por F508del (p.Phe508del),
presente em 38 pacientes (90,48%) e abrangendo
71,43% (60 alelos) do total de alelos identificados.
Entre os pacientes nos quais foi identificada a alteragdo
para p.Phe.508del, 57,89% eram homozigotos para

a mutagdo. A segunda mutagdo mais comum foi a de
classe I, com a mutagdo G542X (p.Gly542X) presente
em seis alelos (7,14%), seguida das mutagdes N1303K
(p-Asn1303Lys) e R1162X (p.Arg1162X), também de
classe I, em quatro alelos (4,76%) cada uma delas.

Dos 42 pacientes analisados, 11 (26,2%) possuiam
ileo meconial, nos quais foram identificadas as
mutagdes F508del, G542X e R1162X. Todos eles
apresentavam a mutacgdo F508del, e sete (63,6%)
pacientes eram homozigotos para essa mutagdo. Trés
pacientes (27,3%) apontavam como segundo alelo
a mutagdo G542X, e um paciente tinha a mutagao
R1162X.

Em relagdo ao estado nutricional, sete pacientes
(16,7%) tinham déficit, caracterizado por IMC abaixo
do limite inferior da normalidade antes ou depois do
diagnéstico da doenca, nos quais foram identificadas
as mutagdes F508del, R1162X e R347X, dos quais
todos continham a mutagao F508del. Destes, quatro
eram homozigotos para F508del, dois apresentaram
R1162X e um a mutagdo R347X.

Os pacientes foram colonizados por diferentes
tipos de bactérias: Staphylococcus aureus (SA),
Pseudomonas aeruginosa (PA), Burkholderia cepacia
(BC), Haemophilus influenzae e Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). A bactéria mais
comum foi SA, estando presente em 28 dos 42
pacientes analisados. PA foi vista em 14 pacientes,
dos quais todos apresentavam o alelo F508del e nove
deles (64,3%) eram homozigotos para essa mutagao.
BC esteve presente em quatro pacientes, os quais

Tabela 1. Mutagdes de cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), valores de cloreto no teste do
suor (Cl suor) e idade atual dos pacientes com fibrose cistica (FC).

Pacientes (n)  Alelo 1 Cl_asse Cl_asse Cl Suor Idade atual
mutacéo alelo 1 mutacéo alelo 2 (mEq/L) (anos)

22 F508del Il F508del Il 86,51 + 26,54 9,01 +7,20
5 F508del Il G542X | 84,66 + 16,50 11,262 +7,3
3 F508del Il N1303K Il 67,9 + 0,00* 13,56 + 3,66
3 F508del Il R1162X | 102 + 19,09 6,66 + 2,57
1 F508del Il D1152H 1% 28 3,4
1 F508del Il 3272-26A>G \% 89 11,8
1 F508del Il R347H vV 88 2,11
1 F508del Il G85E Il 76 9,7
1 F508del Il R1066C Il - 20
1 G542X | G551D 11l - 20,5
1 P205S v 3132delTG | 92 13,1
1 N1303K Il 1078delT | 79 7,6
1 711+5G>A | R1162X | - 17,1

Dados apresentados em média e desvio padrdo; *apenas 1/3 dos pacientes teve esse dado coletado.
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possuiam mutacdes F508del (3/8 alelos), R1162X
(2/8 alelos) e N1303K, 711+5G>A, 1078delT.

No que se refere a fungdo pulmonar, dos 22 pacientes
homozigotos para a alteragao de classe II p.Phe508del,
12 realizaram espirometria, com valores de VEF1
variando de 24 a 100% do previsto. Os menores
valores foram observados nos pacientes com idade
acima de 18 anos, demonstrando queda da fungao
pulmonar com o avanco da idade. Dos trés pacientes
heterozigotos para as duas mutagdes F508del/N1303K,
foi realizada em um deles a espirometria com valor de
VEF1 de 77%, sendo esse paciente também colonizado
por SA. Dos cinco pacientes heterozigotos para duas
mutagOes F508del/G542X, trés apresentaram VEF1
variando entre 72 e 110%, sendo todos maiores de 15
anos, um colonizado por PA e os outros dois por SA.
Dos dois pacientes heterozigotos para duas mutagdes
F508del/R1162X, o VEF1 correspondeu a 46 e a 54%
em percentil, tendo esses pacientes idade entre 5 e
10 anos. Nos casos de mutagdes que s6 apareceram
uma vez (F508del/3272-26A>G, F508del/G85E,
F508del/R1066C, F508del/G551D, P2055/3132delTG,
N1303K/1078delT, 711+5G>A/R1162X), o valor de
VEF1 variou de 43 a 104% do previsto.

DISCUSSAO

AssociagOes gendtipo-fendtipo na FC, genes
modificadores, fatores epigenéticos e influéncias
ambientais ajudam a entender o amplo espectro de
manifestagdes da doenga, que podem variar entre

envolvimento Unico a multissistémico e de doenga
leve a grave.®

Nessa amostra de pacientes com FC, F508del foi a
mutagdo mais frequente, afetando mais de 50% dos
individuos em homozigose. Essa mutagdo de classe
11, responsavel pelo processamento incorreto da
proteina CFTR, presente em aproximadamente 70%
da populagdo caucasiana com FC®, é considerada
uma mutagdo grave, exibindo o fendtipo classico da
doenca. Individuos homozigotos para essa mutagdo
geralmente apresentam teste do suor com cloreto
elevado (média de 98 mEq/L), sintomas respiratorios
precoces, fungdo pulmonar diminuida, insuficiéncia
pancredtica e atraso no crescimento?, E a mutacdo
causadora de FC mais estudada e conhecida.

Outras trés mutagdes foram observadas com mais
frequéncia em nossa amostra: G542X, R1162X e
N1303K. A mutagdo G542X (classe I), caracterizada
por uma alteragdo que acarreta na auséncia da
proteina CFTR, foi a segunda mais prevalente nessa
amostra de pacientes (seis alelos, 7,14%) e tem
frequéncia estimada entre 2,7 e 8,5% no Brasil.(11.12)
Essa mutagdo é responsavel por alta incidéncia de
ileo meconial.™® Em nossa amostra, a maioria dos
pacientes que apresentavam um alelo da mutagdo
G542X tinha insuficiéncia pancreatica (66,7%).
Um estudo que avaliou varidveis clinicas em 148
pacientes com essa mutagao verificou que todos
possuiam insuficiéncia pancredtica, o que denota a
sua gravidade.® Pacientes com a mutagdo R1162X

Tabela 2. Genotipagem e caracteristicas clinicas dos pacientes com fibrose cistica.

. Aeol  AklbZz M P perontl PR (% do previsto
22 F508del F508del 31,82% (7) 77,3% (17) 47,27 + 33,29 40,9% (9) 71,91 + 25,48
5 F508del G542X 60% (3) 60% (3) 58,2 + 27,14 20% (1) 89 + 19,31

3 F508del N1303K 0 100% (3) 53 £ 39,23 33,33% (1) 77 + 0,00*
3 F508del R1162X 33,33% (1) 66,66% (2) 70,66 28,99  33,33% (1) 50 + 5,65

1 F508del D1152H nao nao 26 nao

1 F508del 3272-26A>G nao sim 75 sim 73

1 F508del R347H nao sim 91 nao

1 F508del G85E nao sim 99 nao 104

1 F508del R1066C nao sim 92 sim 78

1 G542X G551D nao sim 40 nao 82

1 P205S 3132delTG nao sim 21 nao 43

1 N1303K 1078delT nao sim 51 nao 29

1 711+5G>A R1162X nao sim 79 nao 103

IM: ileo meconial; IP: insuficiéncia pancreatica com confirmacgdo laboratorial; IMC: indice de massa corporal;
PA: colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa; VEF1: volume expiratdrio forgado no primeiro segundo; *apenas 1/3
dos pacientes teve este dado coletado.

Dados apresentados em média e desvio padrdo ou percentual e nUmero absoluto.

J Bras Pneumol. 2018;44(6):498-504 501



* Caracteristicas genéticas e fenotipicas de criancas e adolescentes com fibrose cistica no Sul do Brasil

502

(classe I) apresentam teste do suor com cloreto elevado
(média de 103 mEg/L), doenga pulmonar de leve a
moderada e insuficiéncia pancreatica. A mutagdo de
classe II N1303K estd entre as mais comuns‘® entre
os pacientes com FC, com frequéncia superiora 1% e
grande variagdo entre diferentes paises e etnias.>17
Considerada uma mutagdo grave, seu fenétipo esta
relacionado a severas consequéncias no pancreas,
podendo causar insuficiéncia pancreatica e diabetes
mellitus.(*>161® No tocante ao fenétipo pulmonar,
a gravidade da doenca indica grande variabilidade
entre as diferentes mutagdes.(*>*®) Nessa amostra, 0s
pacientes identificados com a mutagao N1303K em
um dos seus alelos tinham insuficiéncia pancreatica.

Outras mutagdes encontradas, presentes em um
paciente cada uma delas, foram as revisadas a seguir.
A mutacdo 3132del TG (classe I) é rara e estudos
populacionais em andamento®® auxiliardo a determinar
o seu fenotipo de doenga. A mutagdo 711+5G>A
(classe I) é mais frequente em americanos de origem
hispanica e no Nordeste da Itdlia. Um estudo que
incluiu dois pacientes que possuiam essa mutagdo
associada a F508del mostrou que esses pacientes
tinham colonizagdo crénica por PA e SA, doenca
hepética e pancreatite mais frequentemente.**)

A mutacao G551D, de classe III, em que ocorre
0 bloqueio da passagem do cloreto pelo canal da
proteina CFTR, estd associada a doenga pulmonar,
a insuficiéncia pancreatica, a infeccdo por PA e ao
teste do suor com valores aumentados. De 2.915
pacientes analisados com média de idade de 20 anos
com essa mutagdo e outra mutacdao qualquer para
FC, a fungao pulmonar, expressa pelo valor preditivo
da espirometria (VEF1%), em criangas menores de
10 anos varia de 73 a 128% e entre 10 e 20 anos
de 49 a 121%. Noventa por cento (n = 2.480) dos
pacientes apresentaram insuficiéncia pancreatica, e
59% (n = 1.205), colonizagdo por PA.(%

Dos pacientes com FC, 0,7% possuem pelo menos
uma copia da mutagdo G85E (classe II).(2%21) Pacientes
com gendtipo G85E/F508del sdo semelhantes aos
homozigotos para F508del em termos de média de
idade ao diagnostico, média de valores de cloreto
no suor, relagdo peso/altura, espirometria (VEF1) e
colonizagdo por PA.(??

A mutagdao P205S (classe IV, caracterizada
por alteracdes na condugdo do cloreto através
do canal da proteina CFTR) é associada a um
fenotipo leve da doenga, caracterizando-se por
suficiéncia pancreatica’®?® e auséncia de sintomas
gastrointestinais na maioria dos pacientes.?® Estes
apresentam teste do suor com cloreto de em média
84 mEg/L. Cerca de 50% dos pacientes apresentam

J Bras Pneumol. 2018;44(6):498-504

colonizagdo por PA ou outros patégenos,*® mas em
geral demonstram boa evolugao.

A mutacdo 3272-26A>G (classe V, da-se pela
quantidade insuficiente de proteina CFTR normal
presente na superficie celular) é associada ao fendétipo
leve da doenga. Pacientes com um alelo 3272-26A>G
e outro de classe I-1II possuem manifestagdes clinicas
de menor gravidade (diagndstico tardio, melhor
fungdo pulmonar e menor incidéncia de PA) quando
comparados aos pacientes com duas mutagdes de
classe I-III.(2425)

A mutagdo R347H (classe 1V) estd relacionada
com insuficiéncia pancredtica e infecgdo por PA. De
161 pacientes analisados com média de idade de 23
anos com essa mutagao mais outra qualquer para
FC, a fungao pulmonar, expressa pelo valor preditivo
da espirometria (VEF1%), em criangas menores de
10 anos oscilou de 95 a 139%, entre individuos de
10-20 anos de 78 a 131% e naqueles acima de 20
anos de 34 a 107%.9

A mutagdo R1066C (classe II) representa 5% das
mutagdes para FC em Portugal e 1% na Espanha,
locais onde um estudo avaliou 28 pacientes com essa
mutagdo. E uma mutacdo severa, similar ao observado
em homozigotos para F508del.(>®

A presenga da mutagdo D1152H (classe IV)
combinada com outra mutagdao causadora de FC
ndo manifesta a doenga em todos os pacientes.
Individuos que possuem essa mutagdo associada a
outra sabidamente causadora de FC devem realizar
acompanhamento com check-up regular, mesmo
aqueles assintomaticos.® A média dos valores de
cloreto no teste do suor é de 45 mEq/L, e a maioria
dos pacientes possui pancreas suficiente. A idade
média no momento do diagnéstico é de 33 anos.
Segundo estudos clinicos, quando concomitante
com outras mutagdes, a D1152H costuma causar
sintomas pulmonares, no entanto estes sdo pouco
severos e associados a sobrevivéncia prolongada.®”
A mutagdo 1078delT (classe I) pode se manifestar
fenotipicamente por insuficiéncia pancreatica,!®
podendo seus portadores também apresentarem
quadros de cirrose e doenga pulmonar leve. (92829

Atualmente, o desenvolvimento de drogas que
melhoram a fungdo CFTR tem mostrado resultados
promissores no curso da doenga, podendo contribuir
para o aumento da expectativa de vida de pacientes
com FC. Dois moduladores sistémicos de CFTR foram
avaliados em ensaios clinicos com pacientes com FC
e aprovados pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA).

O Ivacaftor (VX-770) é um farmaco potencializador
do regulador de CFTR, aumentando a fungdo i6nica
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na superficie celular, melhorando a obstrucdo das
vias aéreas por conta da maior retencdo de agua e
do aumento na depuragdo do muco. Esse farmaco
pode ser utilizado em pacientes que tenham uma
entre 33 mutagdes de classes III e IV — entre elas,
as mutagoes G551D, R347H e 1152H, presentes em
trés (7,14%) pacientes deste estudo.0-33)
Lumacaftor (VX-809) é um corretor CFTR,
aumentando a quantidade de proteina localizada
na superficie da célula, tendo seu efeito somado ao
Ivacaftor, cujo efeito potencializa os canais de cloro.
(33 Um estudo publicado em 2014, em que foram
incluidos pacientes de 24 centros de fibrose cistica
na Australia, Bélgica, Alemanha, Nova Zeléndia e
Estados Unidos, mostrou que a associagao do Ivacaftor/
Lumacaftor ndo tem efeitos significativos para os
pacientes heterozigotos para a mutagao de classe
II (p.Phe508del), porém os pacientes homozigotos
para a mutagdo tiveram redugdo na frequéncia das
exacerbagdes e melhoria do VEF1.G%
Recentemente, o FDA aprovou o medicamento
que combina Tezacaftor (VX-661) e Ivacaftor como
uma terapia para pacientes com FC com 12 anos
de idade ou mais que carregam duas copias da

mutagdo F508del ou para pacientes heterozigotos
para essa mutagao associado a uma segunda
mutacdo que resulte na fungdo residual de CFTR.
O Tezacaftor ajuda a proteina CFTR a se deslocar
para a superficie celular, em que o Ivacaftor ajuda o
canal i6nico CFTR a permanecer aberto por periodos
mais longos. Resultados de dois estudos de fase 3
mostraram que o tratamento com essa medicagao
melhorou significativamente a fungao pulmonar
e outras medidas de saude em comparagdo com
placebo, com um perfil de seguranga favoravel.
Em nossa amostra de pacientes, 27 (64,2%) deles
teriam potencial beneficio com uso desse farmaco.

Em suma, as mutagles identificadas com mais
frequéncia foram F508del e G542X, as quais tém perfil
maior de gravidade. Em nossa amostra, 22 pacientes
(52,38%) seriam potenciais candidatos ao uso do
composto Lumacaftor-Ivacaftor, que mostrou ser efetivo
em sujeitos com mais de 6 anos de idade homozigotos
para a mutacdo F508del. Além disso, trés pacientes
(7,14%) seriam candidatos ao uso de Ivacaftor, farmaco
que pode ser usado em individuos que apresentam 33
mutagoes de classe III ou 1V, entre elas, G551D, R347H
e 1152H, presentes nesses pacientes.
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