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Screening for F508del as a first step in the
molecular diagnosis of cystic fibrosis

Fgmando Augusto de Lima Marson, Carmen Silvia Bertuzzo,
Maria Angela Gongalves de Oliveira Ribeiro, Antonio Fernando Ribeiro,
José Dirceu Ribeiro

Resumo

Objetivo: Verificar a importancia da detecgdo da mutacdo F508del no gene cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator como primeiro passo no diagnostico genético de fibrose cistica (FC), associando-se o
gendtipo com varias varidveis clinicas. Métodos: Foram avaliados 180 pacientes com FC quanto a mutacéo
F508del. As variaveis clinicas foram obtidas dos prontudrios médicos dos pacientes e de entrevistas com seus pais
ou responsaveis. Resultados: Dos 180 pacientes estudados, 65 (36,1%) nio apresentavam a mutagdo F508del
(grupo 0 [GO]), 67 (37,2%) eram heterozigotos (grupo 1 [G1]), e 48 (26,7%) eram homozigotos (grupo 2 [G2]).
Todos os trés grupos mostraram associacées com as varidveis clinicas. A homozigose associou-se a pacientes
mais jovens, menor idade ao diagnostico e menor idade no primeiro isolamento de Pseudomonas aeruginosa
(PA), bem como maior prevaléncia de insuficiéncia pancredtica (IP) e colonizacio por PA ndo mucoide (PANM).
Na comparacdo com os pacientes G1+G2, os pacientes GO eram mais velhos, com inicio de sintomas clinicos,
doenca digestiva e doenca pulmonar mais tardio, diagndstico tardio, PA isolada tardiamente, e menor prevaléncia
de 1P, ileo meconial e colonizacdo por PANM, PA mucoide e Burkholderia cepacia. Nos pacientes G1, os valores
foram intermedidrios para idade ao diagnostico, idade no primeiro isolamento de PA, idade no inicio de doencga
pulmonar e de manifestacdes clinicas, colonizagdo por PAM e OR para 1P. Conclusdes: A identificacdo de F508del
em 63,9% dos pacientes estudados mostrou que ela pode ser uma ferramenta Gtil como primeiro passo no
diagnostico genético de FC. O gendtipo F508del foi associado a gravidade clinica da doenga, particularmente
as variaveis relacionadas com o inicio da doenca.

Descritores: Fibrose cistica; Regulador de Condutancia Transmembrana em Fibrose Cistica; Gendtipo; Mutagéo.

Abstract

Objective: To determine the relevance of screening for the F508del mutation of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator gene as a first step in the genetic diagnosis of cystic fibrosis (CF) by associating the
genotype with various clinical variables. Methods: We evaluated 180 CF patients regarding the F508del mutation.
The clinical data were obtained from the medical records of the patients and from interviews with their parents
or legal guardians. Results: Of the 180 patients studied, 65 (36.1%) did not carry the F508del mutation
(group 0 [GO]), 67 (37.2%) were F508del heterozygous (G1), and 48 (26.7%) were F508del homozygous (G2).
All three groups showed associations with the clinical variables. Homozygosis was associated with younger
patients, younger age at CF diagnosis, and younger age at the first isolation of Pseudomonas aeruginosa (PA),
as well as with higher prevalence of pancreatic insufficiency (P1) and non-mucoid PA (NMPA) colonization. In
comparison with G1+G2 patients, GO patients were older; first experienced clinical symptoms, digestive disease,
and pulmonary disease at an older age; were older at CF diagnosis and at first PA isolation; and had a lower
prevalence of Pl and meconium ileus, as well as of colonization by NMPA, mucoid PA, and Burkholderia cepacia.
In G1 patients, values were intermediate for age at CF diagnosis; age at first PA isolation, first pulmonary
symptoms, and first clinical manifestations; MPA colonization; and OR for Pl. Conclusions: The identification
of F508del in 63.9% of the patients studied showed that this can be a useful tool as a first step in the genetic
diagnosis of CF. The F508del genotype was associated with clinical severity of the disease, especially with the
variables related to CF onset.
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Introducdo

A fibrose cistica (FC) é a doenca genética
letal mais comum na infancia em populacdes
caucasianas.”) A doenca é causada por mutacdes
do gene ¢ystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR, regulador de condutéincia
transmembrana da fibrose cistica), que codifica
a proteina de mesmo nome.?* Cerca de
2.000 mutagdes causadoras de doencgas foram
encontradas no gene CF7R® Essas mutacoes
sao classificadas em seis classes de acordo com a
auséncia de alteracdes ou alteragdes qualitativas
e quantitativas na proteina CFTR.©

A mais comum mutacdo do gene CF7R ¢
uma delegdo de trés nucleotideos que resulta
na auséncia do aminoacido 508 da proteina
CFTR, que normalmente tem 1,480 aminodacidos.
Essa mutacéo, a qual falta um unico codon de
fenilalanina, ¢ comumente designada F508del
(c.1521_1523delCTT para se referir 8 mutacéo do
DNA e F508del para se referir a proteina mutante).
Em todo o mundo, a principal mutagdo do gene
CFTR ¢ a F508del, cuja prevaléncia varia de 30%
a 80%. Em populacdes caucasianas, a mutagao
F508del ¢ encontrada em aproximadamente
70-88% dos alelos em pacientes com FC.7 Qs
demais 12-30% dos alelos compreendem as outras
2.000 diferentes mutagoes, cada qual apresenta,
individualmente, uma frequéncia muito baixa
(poucas mutagdes apresentam frequéncia acima
de 0,1% em todo o mundo, mas algumas podem
apresentar elevada prevaléncia em populacées
selecionadas).®89)

A variabilidade da gravidade da FC esta
associada principalmente a fatores genéticos, tais
como genes modificadores e classes de mutacdes
do gene CFTR, bem como a fatores ambientais. %)
A mutacio F508del ¢ uma mutacéo classe 11 (que
resulta em proteinas CFTR dobradas/processadas
incorretamente) e estd associada a FC de maior
gravidade clinica.®

Na maioria dos paises, atualmente néo ¢
possivel identificar todo o espectro de mutacdes
do gene CF7R. Juntamente a triagem neonatal que
utiliza o teste de tripsinogénio imunorreativo, o
sistema publico de saude brasileiro tem atualmente
auxiliado na investigacdo de mutacdes do gene
CFTR. No entanto, por causa dos custos, apenas
uma mutacéo ¢ investigada. Portanto, estudos
sobre a investigacdo da mutacdo F508del sdo
necessarios e importantes, pois se trata do Unico
teste que pode ser realizado atualmente na maioria
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dos paises. Nesse contexto, o objetivo do presente
estudo foi verificar a importancia da investigacdo
da mutacdo F508del como primeiro passo para
o diagndstico genético de FC, associando-se o
genotipo F508del a 28 varidveis clinicas.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal realizado
em um centro universitario de FC entre 2010
e 2011. O diagnéstico de FC foi confirmado
por duas dosagens de sodio e cloro no suor
(concentragdes > 60 mEq/L) em todos os pacientes.
Foram selecionados 215 pacientes para o estudo.
Desses, 35 foram excluidos porque faltavam dados
clinicos ou porque o termo de consentimento
livre e esclarecido ndo havia sido assinado.

Usamos 0 método do fenol/cloroformio para a
extracdo do DNA, e, em todas as analises genéticas, a
concentracio do DNA foi de 50 ng/mL, determinada
por meio de um espectrofotémetro (NanoVue™,;
GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA).

A presenca da mutacdo F508del foi determinada
por meio de PCR com um par de iniciadores —
senso (5'-GGC ACC ATT AAA GAA AAT ATC-3")
e antissenso (5’-TGG CAT GCT TTG ATG ACG
C-3’) — resultando em um fragmento de 74 pb
(homozigose para F508del), um fragmento de
77 pb (auséncia de F508del) ou presenca de
ambos os fragmentos (heterozigose para F508del).
O procedimento de ciclagem térmica consistiu
em desnaturacédo inicial a 94°C durante 5 min,
seguida de desnaturacdo a 94°C durante 1 min,
anelamento a 53,5°C durante 1 min e extenséo a
72°C durante 1 min, repetidos durante 35 ciclos
e seguidos de uma extenséo final a 72°C durante
10 min. A PCR continha 25 pL de uma solucdo
com 50 ng de DNA, 1 pyM de cada iniciador,
200 pM de dNTP, 1,0 mM de MgCl,, 50 mM de
KCl, 10 mM de Tris-HCl (pH 8,4 a 25°C) e 1,5
U de Taq DNA polimerase. Apds a adicdo de 5
pL de tampdo de carga a base de glicerol, 10
pL do produto da reacdo foram aplicados sobre
gel de acrilamida.l'®

A presenca de mutacdes do gene CF7R foi
determinada no laboratorio de genética molecular
da instituicdo por meio do método RFLP (G542X,
R1162X, R553X, G551D e N1303K). Algumas
mutacgoes foram obtidas por sequenciamento ou
multiplex ligation-dependent probe amplification:
S4X, 2183A>G, 1717-G>A e 1618T. Para ambos
0s métodos, usamos o sequenciador de DNA
MegaBace1000 (GE Healthcare Biosciences).!'®)
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Foram coletados dados clinicos e variaveis
antropométricas, além de resultados de funcio
pulmonar e de cultura de escarro ou swab de
orofaringe.

Foram investigadas as seguintes variaveis
clinicas: escores clinicos (escore de Shwachman-
Kulezycki, Kanga e Bhalla)'”; indice de massa
corporal (IMC) — para os pacientes com mais de
19 anos, usamos a formula IMC = peso/(altura)?;
para os demais pacientes, usamos WHO Anthro,
versdo 3.0.1, e WHO Anthro Plus, versido 1.0.2,
respectivamente, para criangas com menos de 5
anos de idade e para aqueles com 5-19 anos de
idade; idade (dicotomizada em < 154 meses e >
154 meses); idade no momento do diagndstico
(dicotomizada em < 24 meses e > 24 meses); idade
no momento em que apareceram os primeiros
sintomas digestivos (dicotomizada em < 3 meses e
> 3 meses); idade no momento em que apareceram
0s primeiros sintomas pulmonares (dicotomizada
em < 6 meses e > 6 meses ); idade no momento
em que Pseudomonas aeruginosa foi isolada
pela primeira vez (dicotomizada em < 30 meses
e > 30 meses); colonizacdo das vias aéreas (7.
aeruginosa mucoide [PAM], P. aeruginosa niao
mucoide [PANM], Achromobacter xylosoxidans,
Burkholderia cepacia e Staphylococcus aureus);
Sa0, transcutinea; resultados de espirometria;
comorbidades — pdlipos nasais, osteoporose, ileo
meconial (IM), diabetes mellitus e insuficiéncia
pancreatica (1P).

Todos os escores foram determinados por
dois pneumologistas pediatricos, e, em caso
de discordancia, um terceiro especialista era
convidado a analisar os escores para determinar
os resultados finais.

Todos os pacientes com idade > 7 anos foram
submetidos a espirometria com um espirometro
CPFS/D (MedGraphics, Saint Paul, MN, EUA). Os
dados foram registrados por meio do programa
Breeze PF, versio 3.8B para Windows 95/98/NT
(Medical Graphics Corp., Saint Paul, MN, EUA), e
foram incluidas as seguintes variaveis: CVF, em
% do previsto; VEF , em % do previsto; relagdo
VEF,/CVF, em % do previsto; FEF,, __ .

O presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas
(Protocolo n° 528/2008).

Para fins de andlise estatistica, as varidveis
que ndo apresentaram distribuicdo normal
(idade no momento do diagndstico, idade no
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momento em que surgiram os primeiros sintomas
pulmonares e digestivos e idade no momento
em que P. aeruginosa foi isolada pela primeira
vez) foram divididas em dois grupos; para tal, o
valor mediano de cada varidvel foi usado como
ponto de corte. Os dados categorizados pela
mediana foram divididos em duas coortes de
tamanho amostral semelhante.

Para a avaliacao clinica dos escores, da Sa0,
e dos testes espirométricos, as analises foram
realizadas sem ajustar os dados.

As bactérias isoladas das vias aéreas dos
pacientes foram usadas como marcadores de
acordo com a presenca ou auséncia de bactérias
especificas em trés culturas consecutivas no ano
anterior.

As comorbidities foram comparadas quanto
a sua presenca ou auséncia.

As analises estatisticas foram realizadas com
o programa Statistical Package for the Social
Sciences, versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L, EUA).

A fim de evitar dados espurios em virtude
do problema de testes multiplos,'® o nivel de
significancia o foi ajustado pela correcdo de
Bonferroni para trés grupos: GO, sem a mutacéo
F508del (pacientes sem F508del nos dois alelos
ou aqueles cuja mutagdo do gene CF7Rnio
pode ser determinada); G1, mutacio F508del
heterozigotica (pacientes com a mutacio F508del
em um dos alelos, com ou sem outra mutacdo do
gene CFTR) e G2, mutacdo F508del homozigodtica
(pacientes com F508del em ambos os alelos).

O poder estatistico da amostra foi calculado
com o programa gratuito G*Power, versio 3.0.5,)
que mostrou um poder estatistico superior a 80%
para a andlise realizada e a = 0,05 com uma
populacdo de 159 pacientes com FC.

Os dados foram comparados por meio de
ANOVA para um fator, teste de Kruskal-Wallis, teste
U de Mann-Whitney e teste do qui-quadrado de
Pearson. Para as comparacoes entre os genotipos e
as variaveis com distribuicdo numérica, o teste de
Kruskal-Wallis foi usado para gendtipos F508del,
e o teste de Mann-Whitney foi usado para os
grupos F508del. Para as varidveis categdricas,
usamos o teste do qui-quadrado de Pearson e ORs.

Resultados

Os dados numéricos e categoricos das variaveis
clinicas em 180 pacientes com FC sdo apresentados
na Tabela 1. A distribuicdo dos pacientes nos
grupos (GO, G1 e G2) foi de 65 (36,1%), 67 (37,2%)
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo (n = 180).?
Variavel Resultado
Homens 50,00
1dade, anos 17,72 + 15,75 (0,60-24,00)
Caucasoides 91,70
Peso baixo e peso extremamente baixo 22,47
Identificacdo de um alelo F508del 37,20
1dentificacdo de dois alelos F508del 26,70

1dade no momento das primeiras manifestacdes clinicas, anos

1dade no momento do diagnostico, anos

1dade no momento dos primeiros sintomas digestivos, anos

1dade no momento dos sintomas pulmonares, anos
Sa0,, %

Escore de Bhalla

Escore de Kanga

Escore de Shwachman-Kulczycki
CVF, % do previsto

VEF, % do previsto

VEF, /CVF, % do previsto
FEFZSJS%

Polipos nasais

Diabetes mellitus

Osteoporose

Insuficiéncia pancredtica

fleo meconial

Idade no momento do primeiro isolamento de Pseudomonas acruginosa, anos

Colonizacio®
P. aeruginosa
P. aeruginosa mucoide
Burkholderia cepacia
Achromobacter xylosoxidans
Staphylococcus aureus

2,90 + 8,88 (0,00-13,00)
7,62 + 13,63 (0,00-14,23)
3,39 + 9,11 (0,00-12,45)
2,90 + 9,89 (0,00-13,00)
94,92 + 4,26 (66,00-99,00)
8,74 + 5,72 (0,00-25,00)
18,85 + 5,84 (10,00-40,00)
65,85 + 16,77 (20,00-95,00)
79,29 + 23,55 (19,00-135,00)
71,29 + 27,47 (17,00-132,00)
83,46 + 15,95 (37,00-137,00)
59,05 + 35,55 (7,00-150,00)
18,64
18,64
16,38
79,90
15,08
8,55 + 14,45 (2,00-15,00)

56,42
42,46
13,97
10,05
78,77

“Valores expressos em % ou média + dp (variacdo). "Colonizacdo positiva baseada em trés culturas respiratdrias positivas

consecutivas no ano anterior.

e 48 (26,7%), respectivamente. Constatamos que
a populacdo néo estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg no tocante a mutacdo F508del (p <
0,001). A distribuicio dos pacientes de acordo
com o gendtipo de mutacdo do gene CFTR ¢
mostrada na Tabela 2.

A respeito das varidveis numéricas, a Sa0,
e o escore de Shwachman-Kulczycki foram
significativamente maiores no G1 e no G2 do que
no GO (p = 0,034 e p = 0,046, respectivamente;
Tabela 3).

A respeito das varidveis categdricas clinicas,
os pacientes do G2 associaram-se a menor idade
em geral (p < 0,001), menor idade no momento
do diagndstico de FC (p < 0,001), menor idade
no momento em que P. aeruginosa foi isolada
pela primeira vez (p = 0,009) e maior prevaléncia

de 1P (p = 0,001) e PANM (p = 0,025; Tabela 4).
Na comparacdo com os pacientes do G1+G2, os
pacientes do GO eram mais velhos (p < 0,001), eram
mais velhos quando apresentaram os primeiros
sintomas clinicos (p < 0,001), eram mais velhos
quando apresentaram doenca digestiva (p =
0,023), eram mais velhos quando apresentaram
doenca pulmonar (p = 0,006), eram mais velhos
no momento do diagnostico de FC (p < 0,001),
apresentavam menor prevaléncia de 1P (p < 0,001),
apresentavam menor prevaléncia de M (p = 0,047),
eram mais velhos quando 7. aeruginosa foi isolada
pela primeira vez (p = 0,001) e apresentaram
menor prevaléncia de colonizagdo por PANM
(p = 0,025), PAM (p = 0,068) e B. cepacia (p
= 0,001; Tabela 4). Foram encontrados valores
intermedidrios nos pacientes do G1: idade no
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Tabela 2 - Genotipo c¢ystic fibrosis transmembrane conductance regulator de acordo com o grupo de

mutacdo F508del.

Paciente
Grupo de mutacdo F508del  Gendtipo de mutacdo do gene CF7R n % % por grupo
GO -[- 43 23,9 36,1
G542X/- 5 2,8
G542X/R1162X 1 0,6
G542X/1618T 1 0,6
G542X/2183A>G 1 0,6
G542X/2183AAaG 1 0,6
G542X/P205S 1 0,6
G542X/R334W 1 0,6
1507V/- 1 0,6
R334W/R1066C 1 0,6
R334W/R334W 1 0,6
3120+1G>A/3120+1G>A 1 0,6
3120+1G>A/- 1 0,6
TG11-5T/- 1 0,6
622-2A>G/711+1G>T 1 0,6
R1162X/R1162X 1 0,6
R1162X/- 1 0,6
D110H/V232H 1 0,6
Q1 F508del/- 40 22,2 37,2
F508del/G542X 13 7,2
F508del/R1162X 5 2,8
F508del/N1303K 4 2,2
F508del/R553X 2 1,1
F508del/S4X 1 0,6
F508del/1717-1G>A 1 0,6
F508del/duplicacio do éxon 6B-16 1 0,6
F508del/2184insA 1 0,6
G2 F508del/F508del 48 26,7 26,7

GO: F508del ausente; G1: pacientes heterozigotos para F508del; e G2: pacientes homozigotos para F508del.

Tabela 3 - Varidveis numéricas significativamente diferentes nos grupos estudados.*

Variavel Grupo (genotipo)  Mediana Média dp p
Escore de Shwachman-Kulezycki GO 95 93,38 5,935 0,046
G1+G2 96 95,50 2,869
SZEIO2 GO 60 61,40 17,844 0,034
G1+G2 65 67,91 15,893

GO: F508del ausente; G1: pacientes heterozigotos para F508del; e G2: pacientes homozigotos para F508del.

*Teste U de Mann-Whitney.

momento do diagndstico de FC (p < 0,001),
idade no momento em que P. aeruginosa foi
isolada pela primeira vez (p = 0,001), idade no
momento em que ocorreram 0s primeiros sintomas
pulmonares (p = 0,006), idade no momento
em que ocorreram as primeiras manifestacoes
clinicas (p < 0,001), colonizacdo por PAM (p =
0,068) e OR para 1P (p < 0,001).

A Tabela 5 mostra a associa¢io das principais
varidveis com o genotipo F508del.

J Bras Pneumol. 2013;39(3):306-316

Discussido

0 uso de genética molecular na pratica clinica
tem melhorado, e ¢ considerado importante em
varios aspectos relacionados a assisténcia ao
paciente. A técnica molecular € essencial para
o diagndstico de FC, especialmente nos casos
em que haja duvidas, isto é, quando o paciente
apresenta sintomas de FC ndo confirmados
por testes de suor, quando os sintomas de FC
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Tabela 5 - Varidveis significativamente associadas ao genotipo cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator de acordo com os grupos de mutacdo F508del.”

Variavel clinica Genotipo G2 vs. GO+G1 GO vs. G1+G2
P P P

Sexo 0,473 0,400 1
Etnia 0,353 0,549 0,407
Idade < 0,001 < 0,001 < 0,001
Idade no momento das primeiras manifestacées clinicas < 0,001 0,394 < 0,001
Idade no momento do diagndstico < 0,001 0,001 0,01
Aparecimento de sintomas digestivos 0,022 0,602 < 0,001
Aparecimento de sintomas pulmonares 0,006 0,731 0,004
MC 0,227 0,22 0,186
Escore de Bhalla 0,163 0,283 0,06
Escore de Kanga 0,509 0,466 0,264
Escore de Shwachman-Kulczycki 0,098 0,889 0,046
SaO2 0,068 0,076 0,034
CVF, % do previsto 0,514 0,368 0,29
VEF,, % do previsto 0,321 0,054 0,383
VEFW/CVF, % do previsto 0,49 0,232 0,596
FEF,, ., 0,29 0,27 0,132
Pélipos nasais 0,521 0,516 0,842
Diabetes mellitus 0,948 1 0,842
Osteoporose 0,236 0,255 0,139
Insuficiéncia pancredtica < 0,001 0,001 < 0,001
fleo meconial 0,047 0,238 0,016
Primeiro isolamento de Pseudomonas aeruginosa 0,001 0,009 0,001
Colonizacao

P. aeruginosa 0,025 0,092 0,012

P. aeruginosa mucoide 0,068 1 0,059

Burkholderia cepacia 0,332 0,46 0,04

Achromobacter xylosoxidans 0,101 0,261 0,301

Staphylococcus aureus 0,758 1 0,572

GO: F508del ausente; G1: pacientes heterozigotos para F508del; G2: pacientes homozigotos para F508del; e IMC: indice de
massa corporal. “ANOVA de Kruskal-Wallis para um fator (dados numéricos) e qui-quadrado de Pearson (dados categdricos).

aparecem na vida adulta, em casos de FC atipica
e quando a FC ¢ causada por mutacdes do gene
CFTR pertencentes a classe 1V, V ou V1. Em
pacientes com FC com variabilidade clinica, a
analise genética pode melhorar a compreensao
da doenca e promover terapias especificas e
melhor tratamento ambulatorial.

Os testes moleculares ndo estdo disponiveis
em nosso sistema publico de saude; no entanto,
centros ligados a universidades investigam as
principais mutacdes do gene CF7R. Dentre as
mutacées do gene (F7R, a investigacdo da mutacido
F508del ¢ realizada rotineiramente em nosso centro
de pesquisa em todos os pacientes com dois testes
de sédio e cloro no suor com valores acima de
60 mEq/L. A investigacdo da mutacdo F508del
ndo ¢ cara e permite o diagnostico definitivo em
26,7% dos pacientes em nosso centro, 37,2%
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dos quais sdo identificados como heterozigotos.
Nosso estudo mostrou que a identificacdo da
mutacdo F508del ¢ importante em um pais com
grande diversidade étnica, pois 63,9% de nossos
pacientes apresentaram pelo menos um alelo
F508del. Portanto, a investigacdo da mutacdo
F508del no sistema publico de satude ¢ necessaria
e deve ser implantada em todos os paises em
desenvolvimento. A identificacdo da mutacéio
F508del permite melhor aconselhamento genético.

No estado de Sdo Paulo, a triagem neonatal
de FC por meio da dosagem do tripsinogénio
imunorreativo ¢ possivel desde 2010. A triagem
neonatal e a dosagem de cloro/sddio no suor
sdo gratuitas para todos os pacientes. Nossa
clinica recebe cerca de 30 ddlares/paciente do
governo para a investigacdo de mutacdes do gene
CFTR. Esse valor nos permite realizar apenas a
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investigacdo da mutacdo F508del. A identificacio
de mutacoes adicionais ¢ feita por projetos de
pesquisa financiados. O principal objetivo do
presente estudo foi avaliar a importancia da
identificacdo da mutacdo F508del em nossos
pacientes, em virtude da atual emenda para a
triagem neonatal publica no Brasil, que fornece
subsidios para a analise molecular a fim de
identificar casos positivos em pacientes neonatais,
bem como estudos sobre novas drogas para FC.

Em nosso estudo, foram analisadas 28
varidveis clinicas que foram associadas a mutagao
F508del. Associacdes com a mutacdo F508del
foram encontradas principalmente nas variaveis
relacionadas ao aparecimento da doenca. Em nosso
estudo, nenhum paciente foi diagnosticado por
triagem neonatal. Portanto, a associacio entre
o genotipo F508del e as varidveis relacionadas
ao aparecimento da doencga, tais como a idade
no momento em que surgiram os primeiros
sintomas clinicos e a idade no momento do
diagnostico, deve estar relacionada com a gravidade
clinica, e ndo com o diagnostico, tratamento e
acompanhamento dos pacientes.

Com a inclusdo de um programa de triagem
neonatal de FC no estado de Sdo Paulo em 2010,
a investigacdo da mutacdo F508del tornou-se
importante como um meio de prever as manifestacdes
clinicas da FC, permitindo melhor monitoramento
dos pacientes em nossa clinica de satde.

Os pacientes do GO apresentaram um risco
menor de manifestacdes clinicas precoces
de FC e um fator protetor para algumas das
variaveis estudadas (idade, idade no momento
do diagndstico de FC, primeiros sintomas
clinicos, doencas digestivas e pulmonares, 1M
e idade no momento do primeiro isolamento de
P. aeruginosa). Além disso, houve um fator de
protecdo contra colonizacdo por PAM, PANM e
B. cepacia, que ¢ um importante fator de risco
de doenca pulmonar. Corroborando a literatura,
1P foi menos comum no GO do que em G1/G2
em nosso estudo.

Os pacientes do G2 eram mais jovens, eram
mais jovens quando receberam o diagndstico
de FC, eram mais jovens quando P. aeruginosa
foi isolada pela primeira vez e mais comumente
receberam diagnostico de 1P.

Algumas das varidveis estudadas foram
significativamente diferentes no G1 em relacéo
ao GO e ao G2 (idade no momento da primeira
manifestacdo clinica, idade no momento do
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inicio da doenca pulmonar e colonizacio por
PAM). Além disso, a 1P e a idade no momento
do diagnostico de FC apresentaram resultados
intermediarios.

Na andlise de agrupamentos de genes quanto
as varidveis com dados numéricos, os pacientes
do G1 e do G2 apresentaram Sa0, e escores
de Shwachman-Kulczycki significativamente
maiores. Maiores valores para essas variaveis estao
associados a doenca menos grave; no entanto,
esses pacientes eram mais jovens, e isso esta
associado a variacdo do escore de Shwachman-
Kulczycki e da Sa0,.

Ao medir os fatores de risco para sobrevivéncia
em longo prazo em um grupo de pacientes com
FC mais velhos (> 40 anos de idade), um grupo
de autores relatou que a atividade residual da
CFTR néo foi um fator associado ao aumento
da expectativa de vida, mas sim a outros fatores,
como o IMC.?Y A maior importincia da mutacio
F508del e de sua identificacdo esta associada
ao aparecimento da doenca. No presente
estudo, os marcadores de gravidade inicial da
fisiopatologia associaram-se mais evidentemente
ao genotipo F508del do que o fizeram outras
varidveis clinicas. 9 Portanto, acreditamos que o
gendtipo tem maior importincia no aparecimento
da doenca e que o ambiente progressivamente
se torna um fator de risco maior a medida que
a idade avanca. Além disso, acreditamos que a
selecdo de sobrevivéncia esteja relacionada a
classe da mutagdo do gene CF7R.

Outro fato que sublinha a importancia da
investigacdo da F508del ¢ que essa mutacdo ¢
a mais comumente estudada, e o uso de novas
drogas tem se concentrado em pacientes com essa
mutacgdo, o que poderia favorecer seu tratamento.
0O estudo de corretores de F508del-CFTR depende
do uso de cicerones farmacologicos que estabilizam
a proteina em seu estado nativo, de células-alvo
com reguladores de proteostase para aumentar
a eficiéncia de dobragem da proteina ou de
ambos ao mesmo tempo. Embora tenham sido
criados corretores de estabilizacdo e dobragem
de F508del-CFTR, ¢ preciso conhecer todo o
mecanismo de acdo dessas drogas antes de
usa-las em nossa pratica clinica. Os esforcos
atuais para identificar corretores, baseados em
grande parte em investigacdes de fenétipos,
ndo tém logrado éxito em identificar moléculas
altamente eficientes.?"?? Embora haja inumeros
defeitos na proteina CFTR, alguns deles podem
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ser passiveis de correcdo. Novos tratamentos
visam corrigir proteinas CFTR defeituosas.??

Apesar dos avancos no conhecimento cientifico
sobre a FC, nio se sabe muito sobre o manejo da
doenca, e ainda ha muita controvérsia.”?” Ainda
ha muito que se aprender sobre o mecanismo que
envolve a expressao da proteina CFTR associada a
mutacio F508del,? pois esta atua em multiplas
etapas da biogénese de CFTR.?

Atualmente, o estudo da variacdo genética da
FC por meio de tecnologia molecular permite novas
possibilidades terapéuticas e fornece conhecimento
sobre os fatores desconhecidos da gravidade
da doenca.® Como a prevaléncia da mutacio
F508del ¢ maior do que a de outras mutagoes
do gene CF7R com importancia clinica descrita,
esse ¢ o principal fator a ser analisado como
primeiro passo para o diagnostico molecular de
FC. A andlise das mutacdes em uma populacio
predominantemente caucasiana pode melhorar
o diagnostico e o aconselhamento genético,
propiciar o uso de novas drogas que ainda estdo
sendo estudadas e uma andlise molecular menos
cara, bem como melhor monitoramento e foco
de pacientes ambulatoriais, além de promover o
diagnostico molecular em individuos com teste
de triagem neonatal positivo para FC mesmo
com o baixo subsidio fornecido. Deve haver
uma compreensdo e uma associacio entre o
ambulatdrio e o laboratério de pesquisa, a fim
de melhorar o monitoramento dos pacientes.®

Atualmente, temos areas prioritarias para o
estudo da FC: explorar os mecanismos patogénicos
da doenca pulmonar precoce; melhorar a triagem
neonatal; criar um espectro de biomarcadores
de doenca pulmonar precoce que reflitam
a fisiopatologia, o curso clinico e a resposta
ao tratamento; explorar o papel da genética/
genomica na patogénese da doenca; definir os
eventos microbiologicos na doenca pulmonar
precoce e elucidar as alteracdes dos mecanismos
de remodelacéo, inflamacéo, e reparo na doenca
pulmonar.?® Ainda ha muito a ser feito nesse
contexto, e a identificacdo de uma mutacgdo
pontual pode trazer beneficios tdo importantes
como aqueles trazidos pela identificacdo de outras
mutacdes do gene CF7R.

Em nosso estudo, realizamos uma analise
univariada. Um modelo de regressdo logistica
multivariada poderia ter sido usado; no entanto,
seria necessaria uma amostra maior de pacientes
com FC para ajustar a idade e outros fatores
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simultaneamente. Por exemplo, um paciente
de 40 anos de idade ¢ significativamente mais
propenso a ser colonizado do que um paciente
de 5 anos de idade. Em nosso estudo, analisamos
diretamente a influéncia do genotipo F508del
em pacientes com FC.

Ha uma enorme diversidade étnica no Brasil,
e, portanto, pode ser desvantajoso para alguns
individuos ser testados apenas para F508del.
No entanto, ndo surpreendentemente, nossos
achados foram semelhantes aos da literatura,
e a investigacdo de uma unica mutacdo de FC
foi capaz de demonstrar o diagnostico genético
em um terco dos pacientes. Outro ter¢o dos
pacientes apresentou pelo menos um alelo com essa
mutacdo. A investigacdo da F508del ¢ importante,
particularmente em paises em desenvolvimento
e em paises com recursos limitados.

Em conclusio, a identificacdo da mutacio
F508del e sua associacdo com a gravidade clinica
da doenca nos permitiram compreender melhor
sua influéncia sobre as manifestacdes clinicas
em pacientes com FC. A associacdo com varidveis
relacionadas com o aparecimento da doenca
sublinha a importancia da investigacdo dessa
mutagcdo no momento do diagnostico e apos a
triagem neonatal positiva para FC. No futuro, o uso
de novas drogas voltadas a um genotipo particular
associar-se-a a analise molecular. Em virtude de
sua elevada prevaléncia na populacdo com FC,
a F508del deve ser analisada primeiramente,
principalmente em paises em desenvolvimento.
0 aconselhamento genético de pais e pacientes
¢ mais bem realizado quando se conhece a
mutacdo associada a doenca. O tratamento
ambulatorial pode ser mais bem realizado,
especialmente considerando a importancia
da F508del em associacdo com variaveis de
gravidade da FC, tais como o isolamento de
bactérias que causam infeccdo pulmonar crénica.
Em suma, a identificacdo da mutacdo F508del
promove o aconselhamento genético, o manejo,
0 monitoramento, o diagnostico e o uso de
novas drogas. Acreditamos que os laboratorios
genéticos em todo o mundo deveriam inicialmente
considerar a investigacdo da mutacido F508del
apenas em pacientes com dois testes de sodio/
cloro no suor alterados.
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