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Resumo

Objetivo: Determinar os efeitos que a mutacdo do gene cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) e da delecdo dos genes glutationa S-transferase (GST) mu-7 (GSTM1) e teta-1(GSTT1) tém na evolucdo
clinica da fibrose cistica (FC) em pacientes da regido sudeste do Brasil. Métodos: Entre marco de 2002 e margo
de 2005, incluimos no estudo todos os pacientes com FC atendidos consecutivamente no Departamento de
Pediatria do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. O
DNA gendmico de 66 pacientes com FC foi analisado por PCR e digestdo com endonuclease de restricdo para
a identificacdo dos genotipos. Resultados: A mutacio AF508 do gene CF7R foi identificada em 44 (66,7%)
pacientes. As delecdes dos genes GSTM1, GSTT1 e da combinagido nula GSTM7/GSTT7 foram identificadas
em 40,9%, 15,2% e 3,0% dos pacientes, respectivamente. A mutacdo AF508 do gene CF7R foi mais comum
em pacientes diagnosticados com FC antes dos 2,5 anos de idade que naqueles diagnosticados mais tarde
(75,5% vs. 41,2%; p = 0,008). Conclusdes: Foram observadas frequéncias similares da mutacio AF508 do gene
CFTR e dos genotipos GSTM17 e GSTT7 nos pacientes, independentemente do sexo, etnia ou status da doenca
pulmonar ou pancredtica. Quando os pacientes foram estratificados por aspectos clinicos e epidemioldgicos, as
frequéncias dos genotipos GS7TM7 e GSTTT nulos foram semelhantes, sugerindo que a auséncia herdada dessas
vias enzimaticas ndo altera o curso da FC. Em contraste, a alta frequéncia da mutacdo AF508 no gene CF7R
encontrada em pacientes mais jovens sugere que essa mutacdo influencia a idade no momento do diagnostico
de FC nessa regido do pais.

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

Abstract

Objective: To determine the effects that mutation of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene and deletion of the glutathione S-transferase (GST) genes mu-7 (GSTM 1) and theta-1 (GSTT]) have
on the clinical course of cystic fibrosis (CF) in patients residing in the southeastern region of Brazil. Methods:
The study sample consisted of all consecutive CF patients treated at the Hospital de Clinicas School of Medical
Sciences of the State University at Campinas between March of 2002 and March of 2005. We included 66 CF
patients. Genomic DNA was analyzed by polymerase chain reaction and restriction endonuclease digestion for
the identification of the genotypes. Results: The AF508 mutation of the CF7R gene was found in 44 patients
(66.7%). The null genotypes GSTM1, GSTT7 and GSTM1/GSTTT were found in 40.9%, 15.2%, and 3.0% of
the patients, respectively. The AF508 CF7R mutation was more common in patients diagnosed with CF before
2.5 years of age than in those diagnosed later (75.5% vs. 41.20%0; p = 0.008). The frequency of the AF508
CFTR mutation, as well as of the GS7TM7 and GSTT7 genotypes, was not found to be associated with gender,
ethnicity, pulmonary disease status, or pancreatic disease status. Conclusions: When the patients were stratified
by clinical and epidemiological features, the frequencies of the GS7M/7 and GS777 null genotypes were similar,
suggesting that the inherited absence of these enzymatic pathways does not alter the course of CF. However,
the high frequency of the AF508 CF7R mutation found in younger children suggests that it influences the age
at diagnosis of CF in this region of Brazil.
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Introducdo

A fibrose cistica (FC) ¢ uma das doencas
genéticas autossdmicas recessivas graves mais
comuns entre populagdes de ascendéncia norte-
europeia. As principais manifestacdes clinicas da
doenca sdo a doenca sinopulmonar crénica e a
insuficiéncia pancreatica exocrina.!)

Ha consideravel heterogeneidade entre
individuos com FC no que tange a gravidade
da doenca. As tentativas de estabelecer uma
conexdo entre fendtipos e mutagdes especificas do
gene cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) tém sido bem-sucedidas,
particularmente para o status da doenca
pancredtica.”® Essa correlacdo, no entanto, nio
se mostrou totalmente verdadeira para a doenca
pulmonar, que pode variar significativamente entre
pacientes com a mesma mutacio do gene CF7TR®
A gravidade da doenca pulmonar na FC parece ser
influenciada por outras mutacdes fora do locus do
gene CFTR® como as que ocorrem nas enzimas
da familia glutationa S-transferase (GST)."» A
glutationa ¢ um importante antioxidante pulmonar
local presente no fluido de revestimento epitelial.
As enzimas GST desintoxicam hidroperoxidos
organicos prejudiciais formados em consequéncia
de exposicdo a estresse oxidativo, como os que
sdo encontrados nos pulmdes de pacientes com
FC," por meio da conjugacio com a glutationa,
potencialmente prevenindo dano pulmonar maior.

Os genes GST mu-1(GSTM1) e GST teta-1
(GSTT1I) séo polimérficos em humanos e estdo
ausentes ou sdo homozigotos nulos — o que
resulta em auséncia de proteinas ativas — em
aproximadamente 40% e 20%, respectivamente,
dos individuos normais.'"™ Na FC, ndo ha consenso
a respeito do papel da delecdo dos genes GSTM1
e GSTTI na gravidade da doenca pulmonar®'?
e pancredtica.”

A FC ¢ uma das doencas hereditaria graves
mais comuns em individuos brancos no Brasil."®)
Em pacientes com FC tratados em nosso hospital,
descreveu-se sobrevida curta devido a doenca
pulmonar.l'® Entretanto, os modificadores da
gravidade da doenca, se ¢ que ha, ainda nédo
sdo conhecidos. Portanto, julgamos necessario
identificar a mutacfio do gene CF7Re os genotipos
GSTM1 e GSTT7 em pacientes com FC no Brasil,
a fim de determinar se esses fatores genéticos
influenciam a evolucéo clinica da doenca na
regido sudeste do pais.

Métodos

A amostra estudada consistiu em todos os
pacientes com FC tratados consecutivamente
no Servico de Pediatria do Hospital de Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas, em
Campinas (SP), entre marco de 2002 e marco de
2005. O diagnostico de FC baseou-se em sinais
e sintomas, como insuficiéncia de crescimento,
ileo meconial, vomito, dor abdominal, diarreia,
esteatorreia e infecgdes pulmonares recorrentes.
Para confirmar o diagndstico, foram necessarios
dois testes de concentracdo de cloro no suor,
com resultados iguais ou superiores a 60 mEq/L,
realizados por meio de iontoforese com pilocarpina
(o método classico).'” Consideramos tanto a
idade no momento do diagndstico de FC como
a gravidade da doenga pulmonar e pancreatica,
determinada pelo escore de Shwachman.!"® Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com
0s principios éticos das diretrizes institucionais, e
todos os pacientes ou seus familiares assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido.

O DNA genomico de sangue periférico foi
utilizado para a genotipagem de todos os pacientes
com FC. A mutacdo AF508 do gene CFT7R foi
detectada diretamente por PCR (Figura 1A).09 As
mutagoes G542X, G551D, R553X, R1162X, W1282X
e N1303K do gene CF7R foram analisadas por
digestdo dos produtos da PCR com endonuclease
de restricd0.?? Os genes GSTM1, GSTT1 e globina 3
(como controle de reagdo) foram amplificados
por PCR multipla (Figura 1B).?"

Os pacientes foram estratificados de acordo
com o padrdo de mutacdo do gene CF7R
(mutacdo AF508 homozigota, mutacio AF508
heterozigota e outras mutacdes do gene CF7R
ou mutacdes desconhecidas do gene) e mutacdes
dos genes GSTM7 e GSTT] (presentes ou com
delecdo homozigotica). Utilizamos o teste do
qui-quadrado ou o teste exato de Fisher para
calcular a significancia estatistica de diferencas
em idade (< 1,0 ano vs. = 1,0 ano e < 2,5 anos
vs. > 2,5 anos), género (masculino vs. feminino),
origem étnica (branca vs. afro-brasileira), status
da doenca pulmonar e da doenca pancredtica
exocrina (excelente/bom/leve vs. moderado/grave)
e gendtipos GSTM 1 e GSTTT (presentes vs. nulos),
isolados ou combinados. As associacdes entre
genotipos e varidveis clinicas foram também
avaliadas por meio de andlise multivariada com
um modelo de regressdo logistica. Fatores com
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Figura 1 - PCR para a deteccdo da mutacdo AF508 no gene c¢ystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) e da delecdo dos genes da glutationa S-transferase (GST) mu-7 (GSTM1) e teta-1(GSTT1)
na fibrose cistica. Em A, gel de poliacrilamida a 12% corado com brometo de etidio revelando fragmentos de
45 pb e 48 pb, correspondendo aos alelos mutantes e normais, respectivamente. A faixa 1 mostra o resultado
em um individuo com a mutagdo AF508 homozigota; as faixas 2, 4 e 5 mostram os resultados em individuos
sem a mutacdo AF508, ao passo que a faixa 3 mostra o resultado em um individuo heterozigoto. Uma amostra
de controle sem DNA e uma escada de DNA de 10 pb sdo apresentadas nas faixas 6 e 7, respectivamente. Em
B, gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio revelando fragmentos de 273 pb, 480 pb e 630 pb,
correspondendo aos genes GSTM1, GSTT1 e globina 3 (como controle de reacdo), respectivamente. A faixa 1
também mostra uma escada de DNA de 100 pb. As faixas 2 e 8 mostram os resultados em individuos com os
genes GSTM17 e GSTT]. As faixas 3 e 6 mostram uma delecdo combinada de homozigotos GS7TM7 e GSTT].
As faixas 4 e 5 mostram os resultados em individuos com delecdo homozigota de GS7M7, ao passo que a
faixa 7 mostra os resultados em um individuo com delecido homozigota de GS777.

p < 0,05 foram considerados estatisticamente A mutacio AF508 do gene CF7Rfoi identificada
significantes. em 44 dos 66 pacientes (66,7%). As mutacdes

Todas as analises foram realizadas com o homozigotas e heterozigotas foram observadas
pacote estatistico SAS System para Windows, em 17 (25,8%) e 27 (40,9%), respectivamente.

versdo 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). As mutacdes G542X, R1162X e N1303K do gene
CFTR foram encontradas em heterozigose em
Resultados 8 (12,1%), 2 (3,0%) e 1 (1,5%) dos pacientes,

respectivamente. As mutagdes G551D, R553X
e W1282X nio foram encontradas em nenhum
de nossos pacientes. Constatamos que 19 dos
pacientes ndo apresentavam nenhuma das
. A . . mutacdes estudadas. As frequéncias alélicas das
diagnostico de FC, 27 dos pacientes tinham . 506 AR508, G542X, R1162X e N1303K do
menos de 1,0 ano.de idade, '39 tinham pelo gene CFTR foram 0,462, 0,061, 0,015 ¢ 0,008,
menos 1,0 ano de idade, 49 tinham menos de . N N
respectivamente. A frequéncia das mutacdes

2,5'anos de ‘,da(f'e e, 17 tmh?m .rr}als de 2,5 anos AF508 homozigota e AF508 heterozigota do
de idade. A distribui¢do dos individuos de acordo . .
gene CFTR foi semelhante em pacientes com

com o género foi semelhante no estudo. Quase : :
., menos de 1,0 ano de idade e mais de 1,0 ano
todos os individuos eram brancos. Do total de . . )
. de idade (34,8% e 31,8%, respectivamente;
pacientes, 57,6% apresentaram FC moderada ou . . .
N p = 0,18). Entretanto, tais mutacées foram mais
grave. A prevaléncia dessas formas da doenga -
. . comuns em pacientes com menos de 2,5 anos
foi semelhante em pacientes com menos de 1,0 . . .
. . . de idade que em pacientes mais velhos (75,5%
ano de idade e mais de 1,0 ano de idade (59,2% : ~
. vs. 41,20%; p = 0,008). Ndo foram observadas
e 56,4%, respectivamente; p = 1,00), bem como . e g . . .
diferencas significativas em género, origem

naqueles com menos de 2,5 anos de idade e ,, . s .
étnica e status da doenca pulmonar/pancreatica

mais de 2,5 anos de idade (61,2% e 47,1%%, .. . «
. exocrina entre os pacientes com FC em relagdo
respectivamente; p = 0,40).

0 estudo envolveu 66 pacientes com FC
(Tabela 1). A mediana de idade dos pacientes
no momento do diagnostico foi de 1,0 ano
(variacdo: 0,1-15,0 anos). No momento do
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Tabela 1 - As mutacgdes do gene CF7Re a delecdo dos genes GSTM7 e GSTT7 em relacdo as varidveis clinicas

em pacientes com fibrose cistica.

Variavel n Mutacdo do CFTR GSTM1 GSTT1 GSTM1|GSTT1
Com AF508 Sem AF508 Nulo Nulo Um nulo  Ambos nulos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

1dade, anos?

< 2,5% 49 37 (75,5) 12 (24,5) 22 (44,9) 6 (12,2) 26 (53,1) 1(2,0)

>2,5% 17 7 (41,2) 10 (58,8) 5(29,4) 4 (23,5) 7 (41,2) 1(5,9)
Género 66

Masculino 35 22 (62,9) 13 (37,1) 16 (45,7 7 (20,0) 19 (54,3) 2 (5,7)

Feminino 31 22 (71,0) 9 (29,0) 11 (35,4 3(9,7) 14 (45,2) 0 (0,0)
Grupo étnico 66

Branco 65 43 (66,2) 22 (33,8) 27 (41,5) 9 (13,9) 32 (49,2) 2 (3,1)

Afro-brasileiro 1 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0 1 (100,0) 1 (100,0) 0 (0,0)
Status da doenca 66
pulmonar®

Leve® 36 24 (66,7 12 (33,3) 16 (44,4 6 (16,7) 20 (55,6 1(2,8)

Grave! 30 20 (66,7 10 (33,3) 11 (36, 4(13,3) 13 (43,3 1(3,3)
Status da doenca 66
pancreatica exdcrina®

Leve® 28 18 (64,3) 10 (35,7) 12 (42,9) 5(17,9) 15 (53,6) 1(3,6)

Grave! 38 26 (68,4) 12 (31,6) 15 (39,5) 5(13,2) 18 (47,4) 1(2,6)

‘ldade no momento do diagnostico da doenca.’Definido pelo escore de Shwachman.‘Inclui excelente, bom e leve.‘Inclui
moderado e grave. *p = 0,02 para a comparacio das frequéncias da mutag¢do AF508 homozigota e heterozigota do gene
CFTR em pacientes com menos de 2,5 anos de idade e com mais de 2,5 anos de idade; OR = 5,0 (1C95%: 1,5-16,7) e
p = 0,008 foi obtido para a mesma andlise quando os resultados foram ajustados pela andlise multivariada.

aos diferentes padrdes de mutacdo do gene CF7R.
A frequéncia dos padrdes de mutacdo G542X,
R1162X e N1303K do gene CF7K, bem como a dos
genotipos GSTM T nulo, GSTT7nulo e GSTM 1|
GSTT1 nulos foram semelhantes em pacientes
com menos de 1,0 ano de idade e mais de 1,0
ano de idade (dados nio apresentados). O mesmo
foi verdadeiro para pacientes com menos de 2,5
anos de idade e mais de 2,5 anos de idade no
momento do diagnostico, independentemente do
género, da origem étnica e do status da doenca
pulmonar/pancredatica exdcrina (Tabela 1). Os
diferentes padrdes de mutacdo do gene CF7R
em associacdo com os gendtipos GS7M 7 nulo,
GSTTTnulo e GSTM1/GSTTT nulos apresentaram
frequéncias semelhantes em pacientes com
menos de 1,0 ano de idade e mais de 1,0 ano
de idade (dados ndo apresentados). Apos andlise
multivariada, a frequéncia dos gendtipos foi
também semelhante entre pacientes estratificados
de acordo com a idade (< 2,5 e = 2,5 anos de
idade), o género, a origem étnica e o status da
doenca pulmonar/pancredtica exdcrina (Tabela 2).

Nao foram observadas diferencas em idade, género,
origem étnica e status da doenca pulmonar/
pancreatica exocrina entre os pacientes com as
mutacdes G542X, R1162X ou N1303K do gene
CFTR associadas com os gendtipos GS7M 17 nulo,
GSTTInulo ou GSTM1/GSTTT nulos (dados nédo
apresentados).

Discussio

A distribuicdo dos pacientes do estudo de
acordo com a idade no momento do diagndstico,
o género, a origem étnica e a gravidade da
doenca pulmonar/pancredtica exdcrina mostrou
que nossos pacientes com FC eram semelhantes
aos de outros paises.!” A mutacdo AF508 do
gene CFTR foi a mais comum em nosso estudo,
0 que corrobora outros relatos oriundos da
mesma regido do Brasil,'*?22 hem como relatos
internacionais.?®?” Qutras mutagdes do gene
CFTR, como as mutacdes R1162X e N1303K,
foram menos comuns em nossos pacientes com
FC,222428) conforme relatado para pacientes com
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Tabela 2 - O padrdo AF508 do gene CF7R associado a delecdo dos genes GS7M7 e GSTT7 em pacientes
com fibrose cistica estratificados de acordo com varidveis clinicas.

Variavel GSTM 1 nulo

GSTTT7 nulo GSTM 1| GSTTI nulo

Com AF508 Sem AF508 Com AF508 Sem AF508 Com AF508 Sem AF508

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

1dade, anos?

<2,5¢ 16 (72,7)° 6 (27,3) 6 (100,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0(0,0)

> 2,5% 1(20,0) 4 (80,0) 2 (50,0) 2 (50,0) 0 (0,0) 1 (100,0)
Género

Masculino 9 (56,3) 7 (43,8) 6 (85,7) 1(14,3) 1 (50,0) 1(50,0)

Feminino 8 (72,7) 3 (27,3) 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
Grupo étnico

Branco 17 (63,0) 10 (37,0) 7 (87,5) 2 (12,5) 1 (50,0) 1 (50,0)

Afro-brasileiro 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Status da doenca
pulmonar®

Leve® 11 (68,8) 5(31,3) 6 (100,0) 0 (0,0) 1(100,0) 0 (0,0)

Grave! 6 (54,5) 5 (45,5) 2 (50,0) 2 (50,0) 0 (0,0) 1(100,0)
Status da doenca
pancreatica exdcrina®

Leve® 9 (75,0) 3 (25,0) 5 (100,0) 0 (0,0 1 (100,0) 0 (0,0)

Grave! 8 (53,3) 7 (46,7) 3 (60,0) 2 (40,0) 0 (0,0 1 (100,0)

‘ldade no momento do diagnostico da doenca. "Definido pelo escore de Shwachman. ‘Inclui excelente, bom e leve.
dInclui moderado e grave. *p = 0,06 para a comparacio das frequéncias do genotipo GS7M7 nulo e mutagio AF508 do
gene CFTR em pacientes com menos de 2,5 anos de idade e com mais de 2,5 anos de idade; OR = 14,05 (1C95%: 0,76-
260,25) e p = 0,76 foi obtido para a mesma andlise quando os resultados foram ajustados pela andlise multivariada.

FC em outras partes do mundo.?” A frequéncia
dos gendtipos GSTM1 nulo e GST777 nulo nos
pacientes com FC em nosso estudo foi semelhante
aquela encontrada em individuos saudaveis no
Brasil® e em outros paises.!" Portanto, nossa
amostra parece ser representativa de pacientes
com FC em todo o mundo.

Encontramos elevada frequéncia da mutacio
AF508 do gene CF7Rem pacientes diagnosticados
com a doenca antes dos 2,5 anos de idade em
relacdo aqueles diagnosticados mais tarde.
Entretanto, ndo encontramos diferenca na
frequéncia da mutacdo genética em pacientes
estratificados de acordo com o status da doenca
pulmonar/pancreatica. Devido ao fato de que
a frequéncia das formas moderada e grave de
FC foi semelhantes em pacientes com menos de
2,5 anos de idade e mais de 2,5 anos de idade,
a combinacgdo entre a mutacdo AF508 do gene
CFTR e o diagnostico mais precoce da doenca
sugere que a mutacdo provoca mais sintomas ou
torna os sintomas mais persistentes, o que pode
levar os pais de pacientes com essa mutacdo a
buscar aconselhamento médico mais cedo.

A mutacdo AF508 resulta na producdo de CF7TR
anormalmente dobrado que ndo se transporta
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normalmente até a membrana celular apical.C?
Na verdade, ha evidéncias de que a anomalia
genética por si so ndo afeta a gravidade da
doenca pulmonar.©'®29 A gravidade da doenca
pulmonar parece ser influenciada por outras
mutacdes fora do lécus do gene CF7R. Além
disso, a associacdo entre a mutacdo AF508 e a
gravidade da insuficiéncia pancreatica exocrina
em pacientes com FC tem sido consistentemente
demonstrada.®® Portanto, deve-se ressaltar
que nossa amostra (n = 66) pode néo ter sido
grande o suficiente para detectar associacdes
entre a mutacdo AF508 do gene CF7R e as
caracteristicas clinicas, e que o método utilizado
para determinar o status da doenca pulmonar/
pancreatica (o escore de Shwachman) pode
ndo ter sido apropriado para os objetivos deste
estudo. Além disso, ¢ possivel que um segundo
alelo discreto, acompanhando a mutagio AF508,
tenha protegido nossos pacientes contra doenca
pancredtica grave, conforme descrito anteriormente.
25 E também possivel que nossos pacientes nio
tenham sobrevivido por tempo suficiente para
que viessem a apresentar disfuncio pancreatica.

Nao encontramos diferengas entre os pacientes
com GSTM7 ou GSTTT e aqueles sem esses genes
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no que tange a idade, género, origem étnica
e status da doenca pulmonar/pancreatica, o
que sugere que as enzimas GST ndo alteram
as caracteristicas clinicas de pacientes com FC
em nossa regido. A familia multigénica GST
de enzimas desintoxicantes esta envolvida na
protecdo de varios tipos de tecido contra dano
oxidativo. O gendtipo homozigoto GS7M7 nulo
tem sido associado a doenga pulmonar mais grave
e menor sobrevida em pacientes com FC,-'"13)
embora haja dados conflitantes.!"” Além disso,
ndo encontramos associacdo entre a auséncia
herdada das enzimas GSTM7® e GSTT/'""'? e a
gravidade da doenca pancreatica ou pulmonar.
Embora a auséncia dessas proteinas GST possa
ter alterado a funcéo clinica de nossos pacientes
com FC, sua influéncia pode nio ter sido forte o
suficiente para ser detectada em nossa amostra.
Ademais, a associacdo entre a mutacdo AF508 do
gene CFTRe o genotipo GS7TMT nulo ou GST77
nulo também apresentou distribuicdo igual entre
nossos pacientes com FC, estratificados de acordo
com as caracteristicas clinicas. Entretanto, nossa
amostra foi pequena demais para que chegassemos
a conclusdes consistentes a respeito da associacdo
entre esses genotipos e as manifestacdes clinicas
da doenca.

Em conclusdo, nossos dados fornecem
evidéncias preliminares de que as enzimas
desintoxicantes GST nio influenciam o curso da FC,
porém a mutacao AF508 altera a idade no momento
do diagndstico da doenca. Entretanto, estudos
epidemioldgicos com amostras maiores devem
ser conduzidos a fim de identificar claramente
o papel que essas mutacdes desempenham na
populacdo de pacientes com FC no Brasil.
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