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Resumo

Objetivo: Avaliar a contribuicdo da analise molecular do gene c¢ystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR, regulador da condutincia transmembrana na fibrose cistica) na investigacio diagndstica da fibrose cistica em
pacientes com suspeita de fibrose cistica (FC) leve ou atipica. Métodos: Estudo transversal em adolescentes e adultos
(idade > 14 anos). Os voluntarios foram submetidos a avaliacéo clinica, laboratorial e radioldgica; espirometria,
microbiologia do escarro, ecografia hepatica, teste do suor e analise molecular do gene CF7R. Compararam-se
as caracteristicas dos pacientes divididos em trés grupos, segundo o nimero de mutagdes identificadas (duas ou
mais, uma e nenhuma). Resultados: Foram avaliados 37 pacientes com achados fenotipicos de FC, com ou sem
confirmacdo pelo teste do suor. Houve predominio do sexo feminino (75,7%), e a média de idade dos participantes
foi de 32,5 + 13,6 anos. A analise molecular contribuiu para o diagndstico de FC em 3 casos (8,1%), todos esses
com pelo menos duas mutacdes. Houve a identificacdo de uma e nenhuma mutacéo, respectivamente, em 7
(18,9%) e 26 pacientes (70,3%). Nenhuma caracteristica clinica estudada se associou com o diagndstico genético.
A mutacdo p.F508del foi a mais comum, encontrada em 5 pacientes. A associacdo de p.V232D e p.F508del foi
encontrada em 2 pacientes. Qutras mutacoes encontradas foram p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T, p.V754M,
p-P1290P, p.R1066H e p.T351S. Conclusdes: A analise molecular da regido codificadora do gene CF7R apresentou
uma contribuicdo limitada para a investigacdo diagnostica desses pacientes com suspeita de FC leve ou atipica.
Além disso, ndo houve associacdes entre as caracteristicas clinicas e o diagndstico genético.

Descritores: Fibrose cistica/diagndstico; Fibrose cistica/genética; Regulador de condutincia transmembrana
em fibrose cistica.

Abstract

Objective: To evaluate the diagnostic contribution of molecular analysis of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CF7R) gene in patients suspected of having mild or atypical cystic fibrosis (CF). Methods: This
was a cross-sectional study involving adolescents and adults aged > 14 years. Volunteers underwent clinical,
laboratory, and radiological evaluation, as well as spirometry, sputum microbiology, liver ultrasound, sweat tests,
and molecular analysis of the CF7R gene. We then divided the patients into three groups by the number of
mutations identified (none, one, and two or more) and compared those groups in terms of their characteristics.
Results: We evaluated 37 patients with phenotypic findings of CF, with or without sweat test confirmation.
The mean age of the patients was 32.5 + 13.6 years, and females predominated (75.7%). The molecular analysis
contributed to the definitive diagnosis of CF in 3 patients (8.1%), all of whom had at least two mutations.
There were 7 patients (18.9%) with only one mutation and 26 patients (70.3%) with no mutations. None of
the clinical characteristics evaluated was found to be associated with the genetic diagnosis. The most common
mutation was p.F508del, which was found in 5 patients. The combination of p.V232D and p.F508del was found
in 2 patients. Other mutations identified were p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T, p.V754M, p.P1290P,
p-R1066H, and p.T351S. Conclusions: The molecular analysis of the CF7R gene coding region showed a limited
contribution to the diagnostic investigation of patients suspected of having mild or atypical CF. In addition,
there were no associations between the clinical characteristics and the genetic diagnosis.

Keywords: Cystic fibrosis/diagnosis; Cystic fibrosis/genetics; Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator.
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Introducao

A fibrose cistica (FC) ¢ uma doenca com
heranga autossdmica recessiva, causada por
mutagdes em um gene localizado no brago longo
do cromossomo 7, responsavel pela codificacdo
da proteina cystic fibrosis transmembrane
conductance requlator (CFTR, reguladora da
condutancia transmembrana da FC).0:?

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

A FC apresenta uma variabilidade de expressdo
entre os acometidos. O diagnostico ¢ baseado
nos achados fenotipicos, na historia familiar, na
triagem neonatal e na realizagio do teste do suor
por iontoforese quantitativa pela pilocarpina.”

Considerado o padrdo aureo para o diagnostico
de FC, o teste do suor® é tido como positivo
quando houver uma dosagem de cloreto maior que
60 mEq/L em pelo menos dois testes realizados
em momentos diferentes. Em casos com valores
limitrofes ou normais, testes diagndsticos adicionais
sdo necessarios, e a pesquisa de mutagdes no
gene CFTR deve ser realizada.®” Tal andlise
apresenta alta especificidade para FC, mas
baixa sensibilidade. Esse fato ¢ explicado pela
existéncia de um grande numero de mutagoes
conhecidas (mais de 1.900), mas somente uma
minoria estd incluida nos painéis comerciais
disponiveis.>¥ Apesar das ressalvas desse método,
a pesquisa de mutacdes vem crescendo como
método diagnostico.

A identificacdo de duas mutacdes causadoras
de FC confirma o diagndstico de FC atipica. A
identificacdo de uma mutagdo torna o diagnostico
inconclusivo. A auséncia de mutacdes torna
o diagnostico de FC pouco provavel, sendo
recomendada a investigacdo de diagndsticos
diferenciais, como a discinesia ciliar e as
imunodeficiéncias.”

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
quanto a andlise molecular da regido codificadora
do gene CF7R auxilia na investigacdo diagnostica
de pacientes adolescentes e adultos com suspeita
de FC leve ou doenca atipica, assim como comparar
as caracteristicas de pacientes divididos em
trés grupos, segundo o numero de mutacgdes
identificadas: pelo menos duas mutacdes no
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gene CFTR (diagndstico molecular confirmado
de FC), uma e nenhuma mutacio identificada.

Métodos

0 estudo teve delineamento transversal e foi
realizado em Unico centro. Buscou-se avaliar
a contribuicdo da andlise molecular do gene
CFTRna investigacdo diagndstica de pacientes
adolescentes e adultos com suspeita de FC leve
(doenca confirmada pelo teste do suor e doenca
pulmonar leve sem insuficiéncia pancredtica) ou
doenca atipica (fendtipo clinico compativel sem
confirmacéo pelo teste do suor).

0 protocolo do estudo foi aprovado pela
Comissio de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), protocolo
ne 08-549. O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido de todos os participantes. O
projeto de pesquisa recebeu doacdes de empresas
privadas (Roche e United Medical); porém, esses
apoiadores nao tiveram direito de participar do
delineamento do estudo, de sua execucdo e da
analise e divulgacdo dos resultados.

A populagido do estudo foi constituida
por pacientes atendidos no ambulatorio para
adolescentes e adultos com FC do Servico de
Pneumologia do HCPA, localizado no municipio
de Porto Alegre (RS). Foram incluidos individuos
com idade igual ou superior a 14 anos e com
achados fenotipicos de FC (baqueteamento digital,
bronquiectasias, infeccdo bacteriana cronica
por germes tipicos e insuficiéncia pancreatica
exocrina), com ou sem confirmacio pelo teste
do suor.

Foram excluidos do estudo pacientes que
tiverem outra doenca identificada como causa
dos achados fenotipicos, como, por exemplo,
discinesia ciliar ou deficiéncia imunoldgica
primaria; pacientes gestantes; e pacientes que
ndo aceitaram participar ou assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os voluntariosforamselecionados em consultas
de rotina no periodo entre 2009 e 2010 e
entrevistados por um dos membros da equipe
de pesquisa, utilizando-se uma ficha de coleta
de dados composta pelas seguintes varidveis:
idade, sexo, estado civil, etnia, historia familiar
para FC, presenca de baqueteamento digital e
indice de massa corporea (IMC), em kg/m?.

Os pacientes realizaram o teste oral de
tolerancia a glicose de 2 h, exceto aqueles com
diagnostico prévio ja definido de diabete melito
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através de glicemia de jejum, conforme critérios
da American Diabetes Association."*" A avaliacio
de sinusopatia cronica foi complementada com
o uso da tomografia de seios da face.

0 escore clinico de Shwachman-Kulczycki!'?)
foi utilizado para a mensuracdo da gravidade
geral da doenca. A avaliagdo considera quatro
diferentes caracteristicas (atividade geral, exame
fisico, nutricdo e achados radiologicos de torax),
sendo cada uma delas pontuadas em uma escala
de 5 a 25 pontos (melhor desempenho, maior
pontuacio), sendo que o escore final de 100
pontos representa o paciente em dtima condicdo
clinica.

Foram revisados os exames bacterioldgicos de
escarro realizados na rotina clinica nos ultimos
12 meses. A identificacdo de Pseudomonas
aeruginosa (cepas mucoides e ndo mucoides),
Staphylococcus aureus (sensivel e resistente a
meticilina), Burkholderia cepacia e Haemophilus
influenzae foram registrados quando identificados
pelo menos duas vezes em amostras de escarro
coletadas na rotina clinica, em intervalos maiores
do que 30 dias.

A espirometria foi realizada no Servico de
Pneumologia do HCPA, utilizando o equipamento
MasterScreen com o programa v4.31 (Jaeger,
Wiirzburg, Alemanha), dentro dos critérios de
aceitabilidade técnica recomendados pela Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia.'” Foram
registrados CVF, VEF, e relagdo VEF /CVF. O teste
foi realizado em trés manobras aceitaveis, e o
melhor teste foi registrado. Todos os pardmetros
foram expressos em percentual do previsto para
idade, altura e sexo.!'¥

Na avaliacdo hepatica, foi utilizado o sistema
de escore ultrassonografico de Williams" para o
diagndstico de doenca hepatica na FC. Esse sistema
considera trés caracteristicas ultrassonograficas:
parénquima hepatico — normal, grosseiro e irregular
(1 a 3 pontos, respectivamente) —, borda hepatica
— lisa ou nodular (1 e 3 pontos, respectivamente)
— e fibrose periportal — ausente, moderada e
grave (1 a 3 pontos, respectivamente). O escore
final igual a 3 ¢ consistente com figado normal,
sendo escores crescentes sugestivos de doenca
hepatica progressiva. O escore de 8-9 ¢ compativel
com cirrose hepatica estabelecida. Esse sistema
de avaliagdo ultrassonografica ¢ utilizado na
rotina do HCPA, e a determinacdo e o registro
do escore foram obtidos a partir da interpretacio

do ecografista em exames realizados por ocasido
da avaliacdo de rotina.

A analise molecular foi realizada no Servico
de Genética do HCPA. Uma amostra de 5 mL de
sangue periférico foi coletada para a extracdo
do DNA. A regido codificadora do gene CF7R
foi amplificada por meio da reacdo em cadeia
de polimerase (PCR). O sequenciamento dos
fragmentos foi realizado utilizando-se o kit
Big Dye™ Terminator v3.1 Ready Reaction
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) pelo método de terminacio
fluorescente em um analisador genético (ABI
PRISM™ 3130xl, Applied Biosystems). As andlises
foram obtidas utilizando-se o DNA Sequencing
Software v5.2 (Applied Biosystems). Foi realizado
o sequenciamento dos 27 éxons do gene CF7R. As
regides flanqueadoras e a organizagio éxon-intron
também foram incluidas no sequenciamento. O
polimorfismo do intron 8 também foi analisado.

Para a analise estatistica, as informacoes
foram processadas e analisadas com auxilio do
programa 1BM SPSS Statistics, versdo 18.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, EUA).

Foi realizada uma anélise descritiva, sendo os
dados quantitativos apresentados como média
+ dp ou mediana (amplitude interquartilica). Os
dados qualitativos foram expressos em n (%).

Na andlise estatistica, os pacientes foram
divididos em trés grupos: grupo com identificacio
de pelo menos duas mutagdes conhecidas como
causadoras da FC, grupo de individuos com
identificacdo de apenas uma mutacdo conhecida
como causadora da FC e grupo de individuos
sem nenhuma mutacéo identificada.

A comparacio entre os trés grupos foi feita
por ANOVA para um fator para varidveis continuas
com distribui¢do normal; pelo teste de Kruskal-
Wallis para varidveis ordinais ou para varidveis
continuas sem distribuicdo normal; e pelo teste
do qui-quadrado para varidveis categdricas,
utilizando-se, se necessario, a correcio de Yates
ou o teste exato de Fisher.

O nivel de significAncia do estudo foi
estabelecido em 5%, e todos os testes utilizados
foram bicaudais.

Resultados

No periodo entre maio de 2009 e novembro de
2010, foram avaliados 37 pacientes com achados
fenotipicos de FC, com ou sem confirmacio pelo
teste do suor. Nenhum paciente selecionado
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se recusou a participar do estudo. Todos eles
concluiram as avaliacdes preconizadas pela
pesquisa.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas gerais dos
pacientes. O grupo mostrou predominio do sexo
feminino, com 28 mulheres (75,7%) e 9 homens
(24,3%). A média de idade foi de 32,5 + 13,6 anos,
(variacdo, 14-67 anos). A grande maioria era de
etnia caucasiana (apenas 1 era ndo caucasiano), e
16 pacientes (43,2%) referiram ter algum familiar
(primeiro e segundo graus) com diagndstico
confirmado de FC. Cinco pacientes (13,5%)
tinham diagndstico de insuficiéncia pancreatica
exocrina. A média do IMC foi de 22,4 + 3,85 kg/
m? (variacdo, 15,3-30,0 kg/m?). Baqueteamento
digital foi encontrado em 21,6% dos pacientes.
Apenas 3 pacientes (8,1%) apresentaram critérios
diagnosticos de diabete melito, e 13 (35,1%) os
apresentaram para sinusopatia cronica. Em relacio
a microbiologia do escarro, 7. aeruginosa foi a
bactéria mais frequentemente isolada (43,29%),
seqguida por S. aureus (35,1%). H. influenzae foi
identificado em 7 pacientes (18,9%), enquanto
B. cepacia foi isolada em 5,4% dos pacientes.
A media de VEF,, em % do previsto, foi de
68,31 £ 25,40%, a de CVF foi de 80,0 = 19,49%,
enquanto a relagdo VEF /CVF foi de 71,68 *
17,34%. Os eletrolitos no suor foram avaliados
em duas amostras, sendo que o peso médio
da primeira amostra foi de 242,00 + 85,99 mg
e o da segunda foi de 228,50 + 95,00 mg. A
concentracdo de cloreto na primeira e segunda
amostras foi, respectivamente, de 54 + 26,14
mEq/L e 51,76 + 23,37 mEq/L.

A Tabela 2 compara as caracteristicas entre
os individuos com duas ou mais mutacdes
identificadas, aqueles com apenas uma e aqueles
com nenhuma. Ndo houve diferengas significativas
entre os grupos com relacdo ao sexo, idade,
etnia e historia familiar de FC. A presenca de
insuficiéncia pancredtica exdcrina nédo diferiu
estatisticamente entre os trés grupos (em 2,
zero e 3 pacientes, respectivamente). O achado
de baqueteamento digital, IMC, presenca de
diabete melito e presenca de sinusopatia cronica
também nédo diferiram entre os grupos. Em
relacdo a avaliacdo microbioldgica do escarro,
néo foram identificadas diferencas significativas
entre os grupos em relacdo a identificacdo de 7.
aeruginosa, S. aureus, H. influenzae e B. cepacia.
Nio houve diferencas significativas entre os
grupos para o escore clinico de Shwachman-
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Kulczycki, escore hepatico de Williams e presenca
de bronquiectasias. Tampouco foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre
os trés grupos em relacdo as médias de CVF e
VEF,, em % do previsto, e da relacdo VEF]/CVF.
As dosagens de sodio e de cloretos no suor nio
diferiram entre os grupos. Os resultados do teste
do suor, classificados como normal, limitrofe ou
alterado, ndo diferiram entre os trés grupos. Esses
resultados foram observados, respectivamente,
em 1, 2 e 1 pacientes no grupo com pelo menos
duas mutacoes identificadas; em 1, 3 e 3 pacientes
no grupo com uma mutacdo; e em 12, 4 e 10
pacientes no grupo sem mutacéo identificada.

As mutacdes identificadas na andlise molecular
estdo descritas na Tabela 3. A mutacdo p.F508del
foi a mais comum, encontrada em 5 pacientes. A
associacdo das mutacdes p.V232D e p.F508del foi
encontrada em 2 pacientes. Foram identificadas
trés mutacdes em um mesmo paciente (p.T351S,
p.F508del no primeiro alelo e p.P1290P no segundo
alelo). Outras mutagoes encontradas foram as
seguintes: p.A559T, p.D1152H, p.T1057A, p.1148T,
p.V754M, p.P1290P e p.R1066H.

Discussio

0 presente estudo transversal avaliou pacientes
com achados fenotipicos compativeis com FC
que foram encaminhados a um ambulatorio de
referéncia para o diagndstico e tratamento de FC
em adolescentes e adultos. A andlise molecular
do gene CFTR contribuiu para o diagndstico
definitivo de FC em 4 casos (10,8%) dentre 37
pacientes em avaliacio. Em 7 pacientes (18,9%),
foi identificada apenas uma mutacdo causadora
de FC e, em 26 pacientes (70,3%), ndo foram
identificadas mutagdes. Nenhuma caracteristica
clinica estudada se associou com o diagnostico
genético. Houve uma tendéncia de a presenca
de insuficiéncia pancreatica exocrina ser mais
frequente nos casos com diagndstico genético
confirmado, mas essa ndo atingiu significancia
estatistica. Dos pacientes com diagnostico genético,
apenas 1 apresentava teste do suor classificado
como alterado. Por outro lado, o teste do suor
apresentou resultados alterados em 3 dos 7 casos
com uma mutacgdo identificada, assim como
em 10 dos 26 casos sem mutacido identificada.

As caracteristicas clinicas e os motivos do
encaminhamento incluiram a presenca de doenca
pulmonar e sinusopatia crénicas, colonizagdo
broncopulmonar por germes sugestivos de FC,
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes com suspeita de fibrose cistica leve ou atipica.?

. Pacientes
Variaveis
(n=37)
Sexo
Masculino 9 (24,3)
Feminino 28 (75,7)
1dade, anos® 32,5+ 13,6
Etnia
Caucasoide 36 (97,3)
Nio caucasoide 1(2,7)
IMC," kg/m? 22,4 + 3,85
Histéria familiar de FC 16 (43,2)
Insuficiéncia pancreatica exdcrina 5(13,5)
Baqueteamento digital 8 (21,6)
Diabete melito 3 (8,1)
Sinusopatia cronica 13 (35,1)
Bacteriologia do escarro
Pseudomonas aeruginosa 16 (43,2)
P. aeruginosa mucoide 7 (18,9)
P, aeruginosa nao mucoide 10 (27,0)
Staphylococcus aureus 13 (35,1)
S. aureus sensivel 3 meticilina 12 (32,4)
S. aureus resistente a meticilina 2 (5,4)
Burkholderia cepacia 2 (5,4)
Haemophilus influenzae 7 (18,9)
VEF,, Lb 2,20 + 0,95
VEF,, % previsto” 68,31 + 25,4
CVF, L* 2,99 £+ 0,90
CVF, % previsto® 80,0 + 19,4
V]':‘FI/CVF‘b 71,68 £ 17,34
Teste do suor®
Amostra 1
Sédio, mEq/L 57,57 £ 27,34
Cloreto, mEq/L 54,00 * 26,14

Peso da amostra, mg
Amostra 2

Sédio, mEq/L

Cloreto, mEq/L

Peso da amostra, mg

242,34 + 85,99

57,19 £ 22,12
51,76 + 23,37
228,50 + 95,00

FC: fibrose cistica; e IMC: indice de massa corporea. *Valores expressos em n (%), exceto onde indicado. "Valores

expressos em média = dp.

baqueteamento digital, historia familiar para FC,
anormalidades gastrointestinais e anormalidades
nutricionais.®> Todos os pacientes ja haviam
realizado testes do suor pelo menos duas vezes.

No presente estudo, dentre os 4 pacientes
com diagnostico genético de FC, 1 pode ser
caracterizado como portador de doenca classica
leve, pois apresentava manifestacdes tardias da
doenca e teste do suor alterado, enquanto os
outros 3 podem ser caracterizados como portadores

de doenca atipica, pois apresentavam eletrdlitos
no suor com valores limitrofes ou normais.

0 desenvolvimento de técnicas de analise
molecular permitiu a identificacdo de mais de
1.900 mutacgdes do gene CF7R, conforme o (ystic
Fibrosis Mutation Database (http:/[www.genet.
sickkids.on.ca/cftr). As mutacdes genéticas tém
sido classificadas em seis classes, dividindo-se em
graves (classes 1, 11 e 111) e leves (classes 1V, V e V1),
com base no mecanismo molecular alterado.('®'”)
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Tabela 2 - Comparacio das caracteristicas entre os individuos divididos em trés grupos (identificacio de
duas ou mais mutagdes genéticas, uma mutagcdo e nenhuma mutacio.?

Ne de mutagoes

Variaveis > ) 1 0 p*
(n=4) n=7) (n = 26)
Sexo
Masculino 1(25,0) 0 (0,0) 8 (30,8) 0,242
Feminino 3 (75,0) 7 (100,0) 18 (69,2)
Idade, anos” 30,80 £ 10,90 30,00 £9,95 33,00 + 14,43 0,851
Etnia
Caucasoide 4 (100,0) 7 (100,0) 25 (96,2)
~ . 0,805
Nio caucasoide 0 (0,0) 0 (0,0) 1(3,8)
IMC,* kg/m? 22,9 + 3,7 23,3 +2,3 22,2 +473 0,801
Historia familiar de FC 3 (75,0) 2 (28,6) 11 (42,3) 0,322
Insuficiéncia pancreatica exocrina 2 (50,0) 0 (0,0) 3 (11,5) 0,570
Baqueteamento digital 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (30,8) 0,115
TTOG
Intolerancia & glicose 0 (0,0) 2 (28,6) 4 (15,4) 0,624
Diabete 0 (0,0) 1(14,3) 2(7,7)
Sinusopatia cronica 2 (50,0) 4 (57,1) 7 (26,9) 0,266
Bacteriologia do escarro
Pseudomonas aeruginosa 1(25,0) 5 (71,4) 10 (38,5) 0,218
P. aeruginosa mucoide 1(25,0) 3 (42,9) 3 (11,5) 0,162
P. aeruginosa ndo mucoide 0 (0,0) 3 (42,9) 7 (26,9) 0,306
Staphylococcus aureus 3 (75,0) 3 (42,9) 7 (26,9) 0,154
S. aureus sensivel a meticilina 2 (50,0) 3 (42,9) 7 (26,9) 0,530
S. aureus resistente a meticilina 1(25,0) 1(14,3) 0 (0,0) 0,062
Burkholderia cepacia 0 (0,0) 0(0,0) 2(7,7) 0,639
Haemophilus influenzae 0 (0,0 1(14,3) 6 (23,1)
Escore de Shwachman-Kulczyckic 80 (32,5) 75 (20,0) 70 (31,3) 0,748
Escore hepatico* 3(0) 3 (0) 3 (0) 0,399
Presenca de bronquiectasias 2 (50,0) 6 (85,7) 19 (73,1) 0,439
VEFW, b 3,01 £ 0,71 2,44 £ 0,70 2,20 + 1,13 0,317
VERY % previsto® 89,7 + 26,0 72,2 £ 14,7 68,2 + 29,0 0,338
CVF, 1P 3,7+0,4 3,2+0,5 2,9+ 1,2 0,359
CVF, % previsto® 95,5+ 16,1 81,7 £ 6,2 78,5 + 23,2 0,320
VEFW/CVFb 80,3+ 12,5 74,8 £ 14,1 73,7 £ 19,0 0,785
Teste do suor®
Amostra 1
Saodio, mEq/L 56,8 + 20,3 59,14 + 27,3 56,5 + 28,0 0,973
Cloreto, mEgq/L 53,8 + 15,7 61,3+ 23,10 51,34 £ 27,7 0,674
Amostra 2
Sodio, mEgq/L 53,3+ 10,3 56,4 + 27,8 58,1 + 22,2 0,941
Cloreto, mEq/L 49,7 £ 10,50 52,2 £ 26,0 52,2 £ 24,4 0,985
Resultado teste do suor
Normal 1(25,0) 1(14,3) 12 (46,2)
Limitrofe 2 (50,0) 3 (42,9) 4(15,4) 0,306
Alterado 1(25,0) 3 (42,9) 10 (38,5)

FC: fibrose cistica; IMC: indice de massa corporea; e TTOG: teste de tolerancia oral a glicose. “Valores expressos em n
(%), exceto onde indicado. "Valores expressos em média + dp. “Valores expressos em mediana (amplitude interquartilica).
*ANOVA para um fator para variaveis continuas com distribui¢do normal ou teste de Kruskal-Wallis (variaveis ordinais
ou continuas sem distribuicdo normal); teste do qui-quadrado (variaveis categoricas), utilizando, se necessario, correcio
de Yates ou teste exato de Fisher.
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Tabela 3 - Mutac¢des nos grupos com pelo menos uma mutacdo identificada.

Grupos Mutacoes
Pacientes Alelo 1 Alelo 2
> 2 mutagoes
1 p.T351S/p.F508del p.P1290P
2 p.A559T p.D1152H
3 p-V232D p-F508del
4 p-V232D p-F508del
1 mutacdo
5 p.T1057A
6 p.1148T
7 p.V754M
8 p.P1290P
9 p.F508del
10 p-F508del
11 p.R1066H

Nas mutagées de classe 1, a proteina CFTR néo ¢
sintetizada; na classe 11, ela ¢ inadequadamente
processada no reticulo endoplasmatico; na classe
111, ela ¢ inadequadamente regulada; na classe
1V, ela apresenta uma condutancia anormal; na
classe V, ocorre um defeito de producio; e, na
classe V1, ocorre uma degradacio acelerada. (1%
As formas néo cldssicas da FC tém sido associadas
com mutacdes que reduzem, mas ndo eliminam
a funcio da proteina CFTR.?” Em geral, os
individuos homozigotos para as classes 1-111
possuem insuficiéncia pancreatica, diabete, altas
taxas de ileo meconial, mortalidade precoce,
declinio mais rapido da funcdo pulmonar, maior
desnutricio e hepatopatia.'® J4 os pacientes
com mutacdes das classes 1V e V possuem uma
doenca mais leve, suficiéncia pancreatica e maior
sobrevida.202"

Mutagées no gene CF7Rnio sdo identificadas
em 1,0-1,5% dos pacientes com FC classica.
Em casos de FC nio classica, varios fatores sdo
importantes para se estabelecer o diagndstico
correto. No presente estudo, a analise molecular
abrangeu a regido codificadora e as regides
flanqueadoras. Mutacoes localizadas em regies
promotoras e em sequéncias regulatdrias distantes
nio sio avaliadas.'® Entretanto, a frequéncia
de mutacdes nessas regides ¢ mais rara e,
provavelmente, ndo explicaria todos os casos
em nossa amostra.

A mutacdo mais frequente é a p.F508del
(auséncia do aminoacido fenilalanina na posicdo
508); porém, a frequéncia dessa mutacio difere
entre as populacdes, sendo aproximadamente
47% mo Brasil.?>*® Em uma andlise de pacientes

brasileiros com FC, um grupo de autores mostrou
que a p.F508del e outras quatro mutacdes
(p.G542X, p.N1303K, p.G551D e p.R553X)
representaram 56% dos alelos de FC.*¥ O espectro
de mutacoes de FC no Brasil indica uma forte
influéncia europeia, particularmente similar ao
da populagio italiana.?>*? Em um estudo prévio
realizado no HCPA, a mutacio p.F508del foi
encontrada em 48,7% dos alelos.?®

A sensibilidade da genotipagem para FC
depende inteiramente do numero de mutacoes
testadas e da etnia dos individuos.?¥ Geralmente
a baixa sensibilidade ocorre devido a esse grande
numero de mutagdes conhecidas e ao fato de
que os painéis comerciais disponiveis somente
pesquisam uma minoria dessas mutacdes.”) No
presente estudo, deve-se considerar o fato de que
a populacdo de pacientes foi selecionada pelo
encaminhamento de casos com maior dificuldade
diagndstica para um centro de referéncia para FC.

Um grupo de autores®” relatou 6 casos de
FC diagnosticados na vida adulta, com doenga
pulmonar supurativa, funcio pancreatica preservada
e apenas uma mutacdo identificada. Os autores
concluiram que o espectro diagndstico dos
pacientes investigados na vida adulta ¢ diferente
daqueles com diagndstico na infancia.

Um estudo avaliou se as alteracdes na funcéo
da proteina CFTR seriam responsaveis por todo o
espectro de variantes dos fendtipos de FC.%® Os
autores realizaram a analise do gene CF7Rem 74
pacientes com FC néo classica. Daqueles pacientes,
29 apresentaram duas mutacdes no gene CF7R,
enquanto 15 e 30, respectivamente, apresentaram
uma e nenhuma mutacio. A semelhanca de
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nosso estudo, a comparacdo das caracteristicas
clinicas e das concentracdes no teste do suor
ndo diferiu entre os grupos com duas, uma ou
nenhuma mutacdo. Os autores concluiram que
outros fatores produzem fendtipos clinicamente
indistinguiveis da FC ndo classica causada pela
disfuncdo da proteina CFTR.

Em 2004, um grupo de autores® publicou
um estudo avaliando as caracteristicas clinicas
e 0s parametros diagndsticos de pacientes com
diagnostico de FC na vida adulta. Dentre 1.051
individuos com diagnostico de FC, 73 (7%) tiveram
diagnédstico da doenca na vida adulta. Dos 46
pacientes com diagndstico depois de 1990, o
teste do suor pode estabelecer o diagnostico em
30 (659%), a andlise de mutacdes o fez em 15
(33%), e a combinacio dos dois testes o fez em 31
(67%). A medida da diferenca do potencial nasal
isoladamente confirmou o diagndstico nos 15 casos
remanescentes (33%). Os autores concluiram que
0s pacientes que se apresentam com a doenca na
vida adulta geralmente apresentam suficiéncia
pancreatica, teste do suor inconclusivo e alta
prevaléncia de mutacdes que nao sio evidenciadas
na infancia.

O presente estudo possui algumas limitacdes.
Primeiro, a principal limitacdo advém do tamanho
amostral pequeno, em especial, do numero de
casos com diagndstico confirmado, o que impede
a generalizacdo dos achados na comparacédo das
caracteristicas clinicas dos trés grupos e limita
a validade externa. Outra limitacdo ¢ que nido
foi realizada a técnica de diferenca do potencial
nasal, pois ndo dispunhamos desse método em
nossa instituicdo durante o periodo de estudo.

A implicacio clinica do presente estudo consiste
na demonstragdo da dificuldade diagndstica
enfrentada pelo especialista que avalia essa
populacio de individuos adolescentes e adultos
com suspeita clinica de FC. A investigacdo
diagndstica requer testes diagndsticos adicionais
ao teste do suor. O teste do suor ndo possui
especificidade suficiente para descartar a doenca
nesse grupo de pacientes.

Como conclusdo, nessa populacdo de pacientes
com achados compativeis com FC e encaminhados
para avaliagdo em um programa de referéncia
para adolescentes e adultos com FC, a analise
molecular da regido codificadora do gene CF7R
contribuiu para o diagnostico definitivo de FC em
3 pacientes (8,1%) e possibilitou a identificacdo
das mutacdes em 1 paciente com doenca leve,
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ja confirmada pelo teste do suor. Pacientes com
eletrolitos alterados no suor e sem mutacdes
identificadas provavelmente possuem alteracdes
ainda desconhecidas. Nenhuma caracteristica
clinica se associou com o diagnodstico genético.
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