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Mutacdes no gene cystic fibrosis transmembrane conductance
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Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator mutations at a
referral center for cystic fibrosis
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Resumo

Ohjetivo: Determinar a frequéncia de seis mutagdes (F508del, G542X, G551D, R553X, R1162X e N1303K) em
pacientes com fibrose cistica (FC) de um centro de referéncia, diagnosticados pela presenca de duas dosagens
de sddio e cloro no suor alteradas. Métodos: Estudo de corte transversal com 70 pacientes com idade média
de 12,38 + 9,00 anos, sendo que 51,43% eram do sexo feminino, e 94,29% eram caucasoides. A triagem de
mutacoes foi realizada pela técnica de reacio em cadeia da polimerase (F508del), seguida por digestdo enzimatica
(demais mutacdes). A analise clinica foi realizada utilizando as varidveis sexo, idade, etnia, manifestactes
pulmonares/digestivas e escore de Shwachman-Kulczycki (ESK). Resultados: Todos os pacientes apresentaram
manifestacdes pulmonares, e 8 ndo apresentaram manifestacdes digestivas. Os resultados do ESK evidenciaram
doenca leve, moderada e grave, respectivamente, em 22 (42,3%), 17 (32,7%) e 13 (25,0%) pacientes. Nio
houve associa¢do da mutacdo F508del com o grau de doenga pelo ESK. Dos 140 alelos analisados, a mutacédo
F508del foi identificada em 70 (50%). As demais mutacdes (G542X, G551D, R553X, R1162X e N1303K) foram
identificadas em 12 (7,93%) dos alelos analisados. Em pacientes homozigotos F508del com doenca grave, a OR
foi de 0,124 (1C95%: 0,005-0,826). Conclusdes: O diagndstico molecular de FC foi confirmado pela identificacio
de apenas uma mutacdo (F508del) em 50% dos alelos estudados. Se considerarmos a analise das seis mutacoes
de maior frequéncia na populacio brasileira (incluindo F508del), o diagndstico molecular foi confirmado em
58,57% dos alelos analisados.

Descritores: Fibrose cistica; Regulador de condutancia transmembrana em fibrose cistica; Mutacéo.

Abstract

Objective: To determine the frequency of six mutations (F508del, G542X, G551D, R553X, R1162X, and
N1303K) in patients with cystic fibrosis (CF) diagnosed, at a referral center, on the basis of abnormal
results in two determinations of sweat sodium and chloride concentrations. Methods: This was a cross-
sectional study involving 70 patients with CF. The mean age of the patients was 12.38 + 9.00 years, 51.43%
were female, and 94.29% were White. Mutation screening was performed with polymerase chain reaction
(for F508del), followed by enzymatic digestion (for other mutations). Clinical analysis was performed on
the basis of gender, age, ethnicity, pulmonary/gastrointestinal symptoms, and Shwachman-Kulczycki (SK)
score. Results: All of the patients showed pulmonary symptoms, and 8 had no gastrointestinal symptoms. On
the basis of the SK scores, CF was determined to be mild, moderate, and severe in 22 (42.3%), 17 (32.7%),
and 13 (25.0%) of the patients, respectively. There was no association between F508del mutation and disease
severity by SK score. Of the 140 alleles analyzed, F508del mutation was identified in 70 (50%). Other mutations
(G542X, G551D, R553X, R1162X, and N1303K) were identified in 12 (7.93%) of the alleles studied. In F508del
homozygous patients with severe disease, the OR was 0.124 (95% Cl: 0.005-0.826). Conclusions: In 50% of
the alleles studied, the molecular diagnosis of CF was confirmed by identifying a single mutation (F508del). 1f
we consider the analysis of the six most common mutations in the Brazilian population (including F508del),
the molecular diagnosis was confirmed in 58.57% of the alleles studied.
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Introducao

A fibrose cistica (FC; #219700) é uma
doenca autossémica, monogénica e recessiva,
causada por mutacdes no gene cystic fibrosis
transmembrane requlator (CFTR; #602421) na
regido 7q3.1.1" Desde a identificacdo do gene
CFTR, aproximadamente 2.000 mutacdes foram
identificadas no mesmo.

Atualmente, o diagndstico da FC ¢ baseado
em valores alterados de sddio e cloro no suor;
contudo, outras ferramentas de diagnostico tém
sido estudadas, tais como: (a) mensuracio dos
valores de cloro e sodio na saliva®; (b) inducdo
da secrecdo de cloro por estimulo -adrenérgico
no suor®; (c) medidas da secrecéo de cloro pelo
CFTR em bidpsias retais”; (d) triagem neonatal
por tripsina imunorreativa®; (e) diferenca de
potencial nasal®; e (f) sequenciamento de nova
geracdo e/ou determinacdo de duas mutacdes
no gene CF7R, em seguimento ou ndo, da
triagem neonatal.”-"

A gravidade da FC ¢ dependente e modulada
por fatores ambientais, genes modificadores
e classes das mutacdes no gene CF7R.®'7 As
mutacdes no gene CF7R sio divididas em seis
classes associadas & gravidade da doencga.®?
Mutagoes de classe 1, 11 e 111 acarretam maior
gravidade do que as de 1V, Ve VI.

0 estudo de todas as mutacdes no gene
CFTR ndo ¢ possivel na realidade brasileira e
em muitos paises. Nesse contexto, o presente
estudo buscou a identificacdo das mutacdes de
maior frequéncia no gene CF7Rem um centro de
referéncia. Todos os pacientes foram investigados
para as mutagoes de maior frequéncia da FC
— F508del (c.1521_1523delCTT; p.Phe508del;
classe 11); G542X (c.1624G>T; p.Gly542X; classe
1); G551D (c.1652G>A; p.Gly551Asp; classe 11);
R553X (c.1657C>T; p.Arg553X; classe 1); R1162X
(c.3484C>T; p.Arg1162X; classe 1); e N1303K
(c.3909C>T; p.Asn1303Lys; classe 11) — e os
resultados foram comparados com variaveis
clinico-demograficas dos pacientes.

Métodos

Estudo de corte transversal. Foram incluidos
70 pacientes com FC diagnosticada por dois
valores de cloro iguais ou superiores a 60 mEq/L
no teste do suor.

0 estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da institui¢do (Protocolo #297/2003).
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Todos os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido antes do inicio
do estudo, e no caso de o paciente ser menor
de idade, o termo foi assinado pelos pais ou
responsaveis legais.

A extracdo de DNA foi realizada pela técnica do
cloreto de litio. A concentracdo de DNA utilizada
para a analise foi de 50 ng/mL, avaliada em um
espectrofotometro (GE NanoVue™; GE Healthcare
Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA).

Para a identificacdo das mutagdes no gene
CFTR, o procedimento utilizado estd descrito nas
Tabelas 1 e 2, incluindo os iniciadores, tamanhos
dos fragmentos, enzimas de restricdo (segundo
recomendacgdes do fabricante) e o fragmento
que representa a presenca da mutacéo.

A técnica utilizada para a identificacdo das
mutacdes analisadas (G542X, G551D, R553X, R1162X
e N1303K) foi a digestdo enzimatica, exceto para
a F508del, que ¢ a delecdo de trés pares de base
no éxon 10. No éxon 11 (G542X, G551D e R553X),
quando detectada a presenca de mutacdes, uma
segunda digestdo enzimatica foi realizada para
diferenciar as mutacdes G551D e R553X.

A caracterizacdo clinica dos pacientes foi
realizada por dois pesquisadores do estudo,
devidamente capacitados para a analise. As
variaveis utilizadas no estudo foram: sexo
(masculino/feminino), idade (< 10, 11-20 e >
21 anos), etnia (caucasoides e nio caucasoides),
manifestacdes clinicas de comprometimento
pulmonar (determinada por cultura de secrecdes
do trato respiratdrio, espirometria e mensuragao
da saturacio de oxigénio transcutinea),
manifestacdes digestivas (balanco de gordura
nas fezes e avaliacdo da elastase fecal) e escore
de Shwachman-Kulczycki (ESK).

0 ESK avalia a nutricdo, atividade geral,
exame fisico e alteracoes radiograficas. Cada item
avaliado foi pontuado para atingir o maximo de
25 pontos. Quanto menor a pontuacio, pior o
quadro clinico. O escore é graduado em excelente
(86-100), bom (71-85), médio (56-70), moderado
(41-55) e grave (40 ou menos), conforme o
numero total de pontos.'¥ Definiu-se como
doenca de grau leve o escore do ESK excelente
e bom; de grau moderado, o escore médio; e
de grau grave, os escores moderado e grave.
A categorizagdo dos escores foi realizada para
se obter um numero menor de grupos para
permitir a analise estatistica dos dados.
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A analise estatistica foi realizada pelo programa
1BM SPSS Statistics, versdo 21.0 para Windows
(IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

Para as mutacdes e descricdo das varidveis
clinico-demograficas categoricas (sexo, etnia e
presenca de manifestacdo pulmonar/digestiva)
foi utilizado o valor absoluto e percentual. Para
a idade, foi utilizado a média e o desvio-padrio.
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A comparacgdo da presenca das mutacdes com
as variaveis clinico-demograficas dos pacientes
foi realizada pelos testes do qui-quadrado e exato
de Fisher, com o calculo de OR, com o intuito
de comparar a gravidade clinica em relagdo a
identificacdo das mutacdes no gene CF7Rincluidas
no estudo.

Tabela 1 - Concentracdo dos reagentes e programas utilizados na reacdo de cadeia da polimerase para a
identificacdo das mutacdes no gene c¢ystic fibrosis transmembrane regulator em pacientes com fibrose cistica.

Reagentes Exon 10 Exon 11 Exon 19 Exon 21
F508del G542X, G551D e R553X R1162X N1303K
DNA, pL 1,0 1,0 1,0 1,0
Tris-HCI (pH 8,4), 10,0 mM 2,5 2,5 2,5 2,5
KCl, 25,0 mM 2,5 2,5 2,5 2,5
MgClz, 1,0 mM 2,0 4,0 1,0 2,0
dNTP, 0,025 mM (cada) 1,0 1,0 0,8 2,0
Iniciadores, 0,2 pmol (cada) 1,0 1,0 0,8 1,0
Taq polimerase, 5 Ul 1,0 1,0 1,0 1,0
Agua qsp, mL 25,0 50,0 50,0 50,0
Programas, temperatura/tempo
1 94°C/5’ 95°C/1’ 94°C/3’ 94°C/5’
2 94°C/1’ 50°C/1’ 94°C/1’ 94°C/30”
3 52,5°C/1’ 74°C[2’ 56°C/1’ 53°C/30”
4 72°C[2’ 74°C[9’ 72°C[2 72°C/30”
5 72°C|7’ 72°C/7’ 72°Cl7’ 72°C|7’
Ciclos, n 35 35 35 35

gsp: quantidade suficiente para.

Tabela 2 - Sequéncias de iniciadores e enzimas de digestdo utilizadas na reacéo de cadeia da polimerase e
na digestdo enzimdtica para a identificacdo das mutacdes no gene cystic fibrosis transmembrane regulator

em pacientes com fibrose cistica.

Primeira digestdo Segunda digestéo

™ fie]
! =2 o o
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g I S o < 'S 2 T — c¢Yg =S 2 v Y
10 = = e S= © g2 Ecs EE © £ c
= <« S5 "9 © S5E oS98 TH & OF
=2 g £¢ & £5 g3 £¢ 2 g3
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= =
G542X  S: CAGAGAAAGACAATATAGTTCC Bstrl 60 90,22 112
1" 12 62, 50
G551D Hindl 37 58, 54 12 Mbol 37
R553X  AS: AMATGCTTGCTAGACCAAT 12
S: GCCCGACAAATAACCAAGTGA Ddd 37 275,179 179,
19° R1162X AS: GCTAACACATTGCTTCAGGCT 454 ‘1‘;32
S: CCACTGTTCATAGGGATCCAG Bstil 60 40,19 59

21 N1303K AS: 59
AGAAAGTATTTATTTTTTCTGGAAC

S: GGC ACC ATT AAA GAA AAT

10 F508del ATC >0,
AS: CTA TAT TCA TCA TAG GAA 47
AC
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Tabela 3 - Associacio do genotipo do gene cystic fibrosis transmembrane regulator para a mutacdo F508del

com manifestacoes digestivas.

Genotipo para a mutacdo F508del Presenca de quadro clinico digestivo OR 1C95%
Sim? Nio? Total, n

F508del/F508del 21 (33,87) 0(-) 21 - -

F508del/outra mutacio 26 (41,94) 2 (25) 28 2,145 0,417-16,50

Outra mutacdo/outra mutacio 15 (24,19) 6 (75) 21 0,111 0,014-0,581

aValores expressos em n (%).

Tabela 4 - Descricdo das mutacles no gene cystic
fibrosis transmembrane regulator identificadas nos
pacientes com fibrose cistica.?

Genotipo Pacientes
F508del/F508del 21 (30,00)
F508del/outra mutacio 20 (28,57)
F508del/G542X 3 (4,29)
G542X/R1162X 1(1,43)
G542X/outra mutacio 2 (2,86)
F508del/R553X 1(1,43)
F508del/R1162X 2 (2,86)
F508del/N1303K 2 (2,86)
Outra mutagdo/outra mutacio 18 (25,71)
Alelos Frequéncia
F508del 70 (50,00)
G542X 6 (4,29)
R1162X 3 (2,14)
N1303K 2(1,43)
R553X 1 (0,07)
Nio determinado 58 (41,43)

Valores expressos em n (%).

Resultados

Os pacientes incluidos tiveram uma média
de idade de 12,38 + 9.00 anos (variacido, 2-49
anos). A distribuicdo dos pacientes segundo
as faixas etarias em estudo foram de 57,149%,
27,14% e 15,720, respectivamente, nas faixas
< 10 anos, 11-20 anos e > 21 anos.

Foram incluidos 36 pacientes do sexo
feminino (51,43%). Houve distribuicdo uniforme
em relacdo ao sexo.

A origem caucasoide foi observada em
94,29% dos pacientes. Todos os pacientes
apresentaram manifestacdo respiratdria, e
apenas 8 (11,439%), sendo 2 deles heterozigotos
compostos para a F508del e os demais sem a
mutacéo (OR = 0,111; 1C95%: 0,014-0,581), ndo
apresentaram manifestacdo digestiva (Tabela 3).

A descricdo dos gendtipos e da frequéncia alélica
para as mutagdes identificadas estd apresentada
na Tabela 4. Nos 52 pacientes com genotipos
que continham ao menos uma das mutacdes
estudadas, 22 (42,3%), 17 (32,7%) e 13 (25,0%),
respectivamente, foram classificados como tendo
doenca leve, moderada e grave segundo os resultados
do ESK. N&o houve associacdo da mutacio F508del
com a gravidade segundo o ESK; apenas pacientes
homozigotos F508del apresentaram OR de 0,124
(1C95%: 0,005-0,826) para a forma grave (Tabela 5).

Dos 140 alelos analisados, a mutacdo
F508del foi identificada em 70 (50%). Para a
frequéncia genotipica, a mutacdo F508del em
homozigose ocorreu em 30% dos pacientes.

Discussio

Os valores de distribuicdo das idades dos
pacientes em nosso estudo foram semelhantes
aos de Marostica et al.," sendo que, em 61
pacientes, a idade variou de quatro meses a 17

Tabela 5 - Associacdo do gendtipo do gene cystic fibrosis transmembrane regulator para a mutacao F508del
com grau da doenca segundo o escore de Shwachman-Kulczycki.

Mutagdo Grau da doenca Total
Grave* OR (1C95%) Moderado® OR (1C95%) Leve? OR (1C95%)

F508del/F508del 1 0,124 9 1,88 7 1,731 17
(7,69)  (0,005-0,826) (40,91) (0,57-6,33) (41,18)  (0,495-5,995)

F508del/outra mutagio 8 2,512 9 0,795 6 0,584 23
(61,54) (0,684-9,926) (40,91) (0,253-2,453)  (35,29) (0,166-1,939)

Outra mutacio/outra 4 1,703 4 0,617 4 1,038 12

mutacdo (30,77) (0,371-7,128) (18,18) (0,141-2,393)  (23,53) (0,234-4,124)

“Valores expressos em n (%).
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anos, e 73,77% dos pacientes eram menores de 10
anos. Essa distribuicdo deve refletir a presenca de
mutacdes das classes 1-111, mais frequentemente
identificadas nos centros pediatricos de FC em
detrimento de maior prevaléncia de mutacoes
das classes V-V nos centros de FC de adultos.

Como a FC ¢ uma doenca genética autossomica
recessiva, ¢ de se esperar um equilibrio na
prevaléncia entre os sexos, como foi por nds
observado. Alguns autores tém descrito um
discreto predominio do sexo masculino, fato
relatado por Streit et al.?” e Marostica et al.,”
respectivamente, com valores de 61% e 62,3%
para o sexo masculino. Uma hipdtese é a maior
deterioracdo da funcdo pulmonar observada nas
meninas durante a puberdade.

A prevaléncia de caucasoides estd de acordo
com os dados da literatura, que demonstram uma
baixa incidéncia de FC entre nio caucasoides. No
Brasil, estudos realizados no estado do Rio Grande
do Sul (predominantemente caucasoide)' e no
estado da Bahia (predominantemente negroide)®?"
evidenciaram, respectivamente, 100% e 28,7%
de caucasoides com FC, demonstrando que a
prevaléncia de FC pode estar associada com
caracteristicas étnicas.

Embora o diagnostico molecular da FC seja
complexo devido a heterogeneidade molecular
do gene CFTR, a analise pontual de algumas
mutacdes ¢ necessaria. Um estudo envolvendo
a mutacdo F508del como primeiro passo para a
identificacdo molecular de mutacées no gene CF7R
foi realizado por nosso grupo.” Dos 140 alelos
analisados, a mutacido F508del foi identificada
em 70 (50%). A elevada prevaléncia da F508del
pode ser observada também em estudos realizados
no Rio Grande do Sul,?? S3o Paulo,?>? Rio de
Janeiro,?¥ e Pard,® nos quais, respectivamente,
a analise de 154, 116, 148, 108 e 66 alelos,
mostrou a frequéncia de 48,7% (x*>= 0,05; p =
0,82), 47% (x*>= 0,17; p = 0,68), 44,45% (x> =
0,75; p = 0,38), 25,68% (x2= 18,16; p < 0,01)
e 22,7% (x?= 13,77; p = 0,01). Vale ressaltar
que todos esses estudos sdo brasileiros.

As maiores prevaléncias de homozigoze e
heterozigoze para a mutacdo F508del, comparadas
aos resultados em outros estados do Brasil, reforca,
em nosso meio, a importancia da triagem da
mutagio F508del.”) Enquanto, em nosso estudo,
a frequéncia genotipica para a mutacdo F508del
em homozigoze ocorreu em 30% dos pacientes,
no Rio Grande do Sul,®® Sio Paulo® e Rio de

559

Janeiro® e essa ocorreu, respectivamente, em
31,2%, 21,3% e 10,81% dos pacientes. Por outro
lado, em nosso estudo, a heterozigose ocorreu em
40,01%, que ¢ um valor mais préximo do que os
encontrados nos mesmos estudos acima citados
(28,6%, 46,3% e 22,97%, respectivamente).023:24

A prevaléncia da mutagdo G542X foi de 4,29%
em nosso estudo, valor semelhante aos encontrados
em outros estudos no Brasil, de 3,2% (*= 6,22;
p = 0,63),%9 2,7% (y*= 0,54; p = 0,46)?Y ¢ 5,5
(x*= 11,91; p < 0,01).%9 A mutacio R553X foi
identificada em 0,719% dos alelos analisados.
Nos estudos de Streit et al.?” e Raskin et al.,?®
houve frequéncia de 0,7% (y*= 0,01; p = 0,93)
e 0,8% (x*>= 4,31; p = 0,037), respectivamente.
A mutacdo R1162X foi detectada em 2,4% dos
alelos. Embora as mutacdes de classe 1 (G542X,
R553X e R1162X) tenham baixa prevaléncia no
Brasil (menos que 6% dos alelos pesquisados),
vale ressaltar que estudos em modelos animais
e humanos tém sido promissores para novas
drogas corretoras da funcdo da CFTR para essas
mutacdes, entre elas, PTC124.%7

Ao contrario da mutacdo F508del, também
de classe 11, com alta prevaléncia, a N1303K
apresentou baixa prevaléncia (1,43% dos alelos
analisados). Outros estudos brasileiros nio
analisaram essa mutacdo.?%2% Para essa classe
de mutacdo, drogas corretoras e potenciadoras
da funcdo da CFTR tém sido pesquisadas, tais
como VX-770 e VX-809.82°)

A mutacdo G551D nédo foi detectada na
amostra avaliada, sendo apenas identificada por
Raskin et al.?® em um alelo analisado (1,8%;
%*= 2,51; p = 0,11). Para essa mutacio, esta
disponivel no mercado a droga VX-770, conhecida
como kalydeco (Vertex®).?®

Em nossa casuistica de 70 pacientes com
FC, 8 pacientes ndo apresentaram alteracdo
digestiva. Desses, nenhum era homozigoto
F508del e, em 5, ndo foi detectada nenhuma
das mutacoes estudadas.

Embora a relacdo da mutacdo F508del
e a gravidade da doenca seja conhecida na
associacdo entre essa mutacdo e resultados
do ESK, 1,92% dos individuos homozigotos
para a mutacdo F508del apresentava doenca
grave, enquanto, naqueles com duas mutacoes
ndo diagnosticadas, 23,08% dos individuos
apresentava doenca grave segundo o ESK.
Algumas hipoteses podem ser formuladas para
a menor frequéncia de doenca grave pelo ESK
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em pacientes homozigotos F508del, tais como
a modulagio génica,®'” a maior mortalidade
precoce desses pacientes e a baixa adesdo ao
manejo ou ao tratamento da doenca.
Concluimos que a andlise das seis mutacdes
do gene CF7Rpermitiu a identificacdo de 58,57%
dos 140 alelos. Contudo, do total analisado,
500 dos alelos eram da mutagdo F508del, que
deve ser o padrdo inicial para a identificacdo
de mutacdes no gene CF7R, tendo como base a
recente implantacdo do teste de triagem neonatal
em nosso estado. A presenca de resultados ESK
indicando doenca leve para a maioria dos pacientes,
mesmo naqueles com mutagdes de classe 11 em
forma homozigota, pode traduzir a baixa idade
dos pacientes que ainda ndo apresentam gravidade
clinica associada a progressdo da doenca, bem
como a baixa adesdo dos pacientes de maior
gravidade ao tratamento da doenca.
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