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Resumo

Introdugdo: fibrose cistica (FC) é uma doenga genética que culmina em alteragdes na proteina transmembrana CFTR, resultando na
produgdo de muco mais espesso em diversos 6rgdos, destacando-se os tratos respiratério e digestdrio. A insuficiéncia pancreatica
(IP) acomete até 95% dos pacientes com FC. Objetivos: determinar a frequéncia de IP através da dosagem de elastase fecal-1 (EF-1)
e compara-la com o gendtipo de pacientes com FC assistidos em um centro de referéncia. Metodologia: foi realizado um estudo
transversal, incluindo-se pacientes com FC de 0 a 20 anos. Apds a inclusdo dos sujeitos a pesquisa, foi realizada consulta ao prontudrio
para a obtengdo de dados clinicos e demograficos e amostras de fezes foram obtidas para dosagem da (EF-1). Os pacientes foram
submetidos a analise molecular das mutages por métodos convencionais, através da extragdao do DNA em sangue periférico. Quando
duas mutagdes patoldgicas ndo foram identificadas, o sequenciamento de nova geragdo com utilizagdo da plataforma lllumina HiSeq
foi realizado em amostras da mucosa oral. Resultados: foram incluidos 31 pacientes, 17 (54,8%) do sexo feminino, mediana de idade
de 10 anos, e apenas um paciente foi classificado como branco. Vinte e dois (70,9%) pacientes apresentaram dosagem de EF-1
inferior a 200 pg/g, compativel com o diagndstico de IP. Destes, 21 (95,4%) apresentaram dosagem de EF-1 menor ou igual a 15ug/g,
caracteristica de IP grave. Todos os pacientes com IP apresentavam duas mutagdes de classes | a lll. Conclusdo: a IP foi identificada
em 70% dos pacientes, ocorrendo em todos os pacientes com duas mutagdes de classe I-IlI.
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Abstract

Introduction: cystic fibrosis (CF) is a genetic disease that culminates in alterations in the CFTR transmembrane protein, resulting in
the production of thicker mucus in various organs, especially the respiratory and digestive tract. Pancreatic insufficiency (Pl) affects
up to 95% of CF patients. Objectives: To determine the frequency of Pl by measuring fecal elastase-1 (FE-1) and comparing it with
the genotype of CF patients assisted at a referral Center. Methodology: a cross-sectional study was conducted, including patients
with CF from O to 20 years. After the inclusion of the subjects to the research, medical records were consulted to obtain clinical and
demographic data and stool samples were obtained for the measurement of (FE-1). Patients were submitted to molecular analysis
of mutations by conventional methods by DNA extraction in peripheral blood. When two pathological mutations were not identified,
next-generation sequencing using the lllumina HiSeq platform was performed on oral mucosa samples. Results: thirty one patients
were included, 17 (54.8%) female, median age 10 years, and only one patient was classified as white. Twenty-two (70.9%) patients
had an FE-1 dosage of less than 200 ug / g, compatible with the diagnosis of pancreatic insufficiency (Pl). Of these, 21 (95,4%) had an
EF-1 dosage less than or equal to 15ug / g, characteristic of severe PI. All patients with two mutations class | to Ill were PI. Conclusion:
Pl was identified in 70% of patients, occurring in all patients with class I-1ll mutations.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenga hereditaria autos-
sdmica recessiva, potencialmente letal, mais comum em
caucasianos, causada por mutagdes no gene denominado
Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR), que esta
localizado no brago longo do cromossomo 7, e é respon-
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savel pela codificagdo da proteina de mesmo nome, que
funciona como um canal de cloro na superficie de algumas
membranas celulares (ATHANAZIO et al., 2017, KEREM et
al., 1989, RIORDAN et al., 1989, ROMMENS et al., 1989).
Atualmente, cerca de 85.000 pessoas sdo afetadas por
essa doenga, em todo o mundo (DE BOECK et al., 2016).
No Brasil, a incidéncia da FC situa-se em torno de 1:7.000,
mas com variagdo de acordo a regido geografica (RASKIN
et al., 2008).

Atualmente, mais de 2.000 mutages ja foram descri-
tas no gene CFTR (CYSTIC FIBROSIS MUTATION DATABASE,
2019), as quais sdo classificadas em sete grupos, de acordo
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a funcionalidade da proteina. Nas mutagGes de classes |,
I, lll e VII, ndo ha produc¢do da proteina-CFTR, tornando
a doenga mais grave do que a observada nos pacientes
com mutacgdes de classes IV, V e VI, onde existe sintese da
CFTR, mas com algum defeito na sua fungdo. Os pacientes
podem ser homozigotos ou heterozigotos compostos,
com duas mutacdes diferentes no gene (DE BOECK et al.,
2016, PESSOA et al., 2015).

A FC possui um carater multissistémico, apresentan-
do um quadro clinico varidvel e com grande diversidade
na gravidade e na evolugdo clinica (ARIAS LLORENTE;
BOUSONO GARCIA; DIAZ MARTIN, 2008; WELSH et al.,
2001). O fendtipo da FC inclui a elevagdo de eletrdlitos
no suor e pode compreender insuficiéncia pancreatica
(IP), doengas gastrointestinais e hepatobiliares, além de
infertilidade masculina (MAIURI; RAIA; KROEMER, 2017,
ROSA et al., 2018).

A frequencia de IP é de 75% entre os pacientes FC ao
nascimento, de 80% a 85%, até o final do primeiro ano,
e de 95%, na idade adulta (PINTO; SILVA; BRITTO, 2009;
WALI et al., 2012), ocorrendo cerca de 90% de pacientes
caucasianos com FC (MEYTS et al., 2002; REIS; DAMACENO,
1998; WELSH et al., 2001). A IP pode ser definida como
uma reducdo da atividade das enzimas pancreaticas em
nivel abaixo daquele necessario para manter uma diges-
tdo normal, culminando em ma digestdo e ma absorgao
de gorduras, proteinas e carboidratos (LINDKVIST, 2013).
Dentre as diversas manifestag¢des clinicas da FC, a IP é a que
melhor se correlaciona ao gendtipo (KEREM et al., 1989).
A mutagao mais comum no gene CFTR, que mais se corre-
laciona com a IP, é a F508del. Esta foi a primeira mutagdo
identificada, é a mais frequente mundialmente, presente
em 70 % dos casos de FC, variando de acordo a populagdo
analisada (CYSTIC FIBROSIS MUTATION DATABASE, 2019).

A avaliacdo da funcdo pancredtica exdcrina é um
procedimento realizado para pacientes com FC, objetivan-
do determinar a necessidade de reposi¢ao das enzimas
pancreaticas. O padrdo ouro para diagnéstico da IP é a
dosagem da elastase fecal- (EF-1), revelado resultados
com sensibilidade de 90-100% e especificidade de 96-
100% (GONZALES et al., 2011).

Determinar a ocorréncia de IP tem grande importan-
cia no manejo clinico e na compreensdo do progndstico
dos pacientes com FC. Dessa forma, este estudo objeti-
vou determinar a frequéncia de IP e compara-la com o
gendtipo de pacientes com FC, assistidos no Ambulatério
Multidisciplinar de Fibrose Cistica (AMFC) do Complexo
Hospitalar Prof. Edgar Santos (Complexo Hupes) da Uni-
versidade Federal da Bahia.

METODOLOGIA

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal em uma
populagdao com FC acompanhada em um centro de refe-
réncia de um hospital universitario.
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Populagao

Foram incluidas todas as criangas e adolescentes com
idade entre 0 e 20 anos, com diagndstico confirmado de
FC por dois testes do suor positivo (cloro = 60 mEqg/L) que
tivessem realizado o teste de elastase fecal e a pesquisa
de mutagdes patoldgicas no gene CFTR. Pacientes que
nao tiveram duas mutagdes identificadas foram excluidos
do estudo.

Protocolo do estudo

Os dados foram coletados no periodo de margo a
julho de 2019, a partir de ficha clinica preenchida com
os registros dos prontuarios médicos. Foram estudadas
as seguintes varidves: idade na admissdo ao estudo, sexo,
local de residéncia, mutagdes no gene CFTR identificadas,
resultados referentes a dosagem de elastase fecal (EF-1)
e terapia de reposi¢do enzimatica (TRE).

No periodo de janeiro de 2015 a setembro de 2016,
0s pacientes coletaram uma amostra de fezes no domicilio
que foi armazenada em geladeira por tempo maximo de
24 horas e transportada em gelo até o AMFC. As amos-
tras foram mantidas sob congelamento a -702 C até o
seu transporte para a Faculdade de Farmdcia da UFBA,
onde se realizou o teste ELISA para a dosagem de EF-1,
utilizando-se o kit Elastase Pancredtical do fabricante
ScheBO. A interpretagao dos resultados foi realizada,
conforme orientagdes do fabricante como:

e normal: >200ug E1/g de fezes;

e insuficiéncia pancredtica leve a moderada: 100

— 200 pg E1/g de fezes;

e insuficiéncia exdcrina grave: < 100 ug E1/g de

fezes.

No periodo de janeiro de 2008 até junho de 2019, os
pacientes coletaram uma amostra de sangue periférico
que foi submetida a andlise molecular para a determina-
¢do pontual de nove mutagdes no gene CFTR, por métodos
convencionais (reagdo em cadeia da polimerase e digestdo
enzimatica), no Instituto de Biologia da UFBA. Quando
duas mutagdes no gene CFTR nao foram identificadas,
uma analise secundaria por sequenciamento de nova
geracgao foi realizada, para analise de todos os éxons do
gene. O sequenciamento foi realizado em um sequencia-
dor lllumina HiSeq, atraves de uma amostra de swab bucal
coletado no AMFC e enviado ao Laboratério Mendelics
(Sdo Paulo). A andlise das variantes genotipadas foi feita
através do alinhamento das sequéncias do genoma hu-
mano (hg19), usando-se BWA-MEM e Genome Analysis
Toolkit (GATK), bem como genotipagem algoritmica de
variantes de nimero de cdpias (para grandes insergdes
e duplicagdes). Anotagdo e predicdo de patogenicidade
de variantes foram obtidas usando-se o software préprio
do Mendelics (Abracadabra).

Aspectos éticos

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos,
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sob o nimero 121/2011. Foram assinados por pacientes
ou responsaveis, termos de consentimento livre e escla-
recido, a depender da faixa etdria, e termos de assenti-
mento, quando pertinente.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram registrados em questiona-
rios padrao e armazenados em um banco de dados no
programa Excel. A andlise descritiva foi realizada através
do calculo de mediana e frequéncias simples e relativas
das varidveis estudadas. As frequéncias génicas foram
estimadas de acordo com o método de estimativa de
frequéncias dividindo-se o nimero total de alelos dos
individuos da amostra pelo numero de alelos mutantes.
As mutagdes no gene CFTR foram classificadas em grupos
de acordo com suas classes funcionais.

RESULTADOS

Foram estudadas 36 criangas, mas, cinco foram exclu-
idas por ndo terem duas mutagdes no gene CFTR identifi-
cadas. Dos pacientes incluidos, 17 (54,8%) eram do sexo
feminino. A mediana da idade (Min.- Max.) na admissdo
ao estudo foi de 10 anos (3-20). Apenas um paciente foi
classificado como branco; 30 pacientes (96,7%) eram ndo
brancos. Dezenove (61,2%) pacientes residiam no interior
da Bahia, 10(32,2%) em Salvador e zona metropolitana, e
dois (6,6%) eram domiciliados em outro estado.

Vinte e dois pacientes (70,9%) tiveram dosagem da
EF-1 inferior 200 pg/g, caracterizando a IP. Desses, 21
criancas apresentaram dosagem de EF-1 inferior a 15ug/g,
sendo diagnosticada IP grave. Nove (29,1 %) pacientes
apresentaram dosagem de elastase fecal maior ouigual a
200 pg/g. Todas as criangas com IP realizavam terapia de
reposi¢do enzimatica (TRE) durante as refeigdes diarias,
de acordo com o peso. Além disso, duas criangas com
EF-1 normal fazia TRE, com base em suas manifestagdes
clinicas.

Quanto ao gendtipo, os pacientes foram agrupa-
dos de acordo com as classes funcionais das mutagdes
encontradas, sendo G1: pacientes portadores de duas
mutagdes das classes I-Ill; G2: pacientes portadores de
duas mutagdes das classes IV-VI; G3: pacientes portadores
de uma mutacdo de classes I-lll e outra de classes IV-VI
e G4 uma ou duas mutagles ainda nao classificadas. A
frequencia de IP de acordo com as classes funcionais e as
mutagdes identificadas estdo apresentadas nas Tabelas 1
e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Gendtipos identificados e agrupamento segundo
as classes funcionais, em pacientes com FC acompanhados no
AMFC, Salvador, BA, 2019.

Mutagao (classe) SP (N=9)¢ IP(N=22)¢
G1: 1 — I 0/31 21/31(67,7%)
G2: IV — VI 1/9(11,1%) 0

‘G3: |-l e IV-VI 5/9(555%) O

9G4: I-VI e sem classe definida
ou duas mutagBes sem classe definida

3/9 (33,3%)  1/22 (4,5%)

Grupos Classes de Mutagdes:

a— G1: Pacientes apresentam duas mutagdes de classes I-11l

b — G2: Pacientes apresentam duas mutagdes de classes IV-VI

¢ — G3: Pacientes apresentam uma mutagdo de classe I-lll e outra
de classe IV- VI.

d — G4: Pacientes apresentam uma ou duas mutagées ainda néo
classificada

e — N = numero total de pacientes

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 2 — Frequéncia do gendtipo e a classificagdo das muta-
¢0es encontradas no gene CFTR em pacientes com FC acompa-
nhados no AMFC, Salvador, BA, 2019.

Mutagado N(%) Classe
F508del/F508del 10/31(32,2%) Il
F508del/3120+1G>A 6/31(19,3%) /1
F508del/S466X 1/31(3,2 %) /1
F508del/G542X 2/31(6,4%) /1
F508del; 11TG/5T e 10TG/9T 1/31(3,2%) 1/ *
F508del/D1152H 1/31(3,2%) /v
F508del/3272-26A>G 1/31(3,2%) /11
G1069R/Y109C; 5T/12TG e 7T/11TG* 2/31(6,4%) /v
R1162X/R1162X 1/31 (3,2%) IV
Q1100P/Q1100P 1/31(3,2%) **
G542X/R334W 1/31(3,2%) 1/IV
R334W/R334W 1/31(3,2%) \%
L206W/A107P 1/31(3,2%) [1/%*
2307insA/K162E 1/31(3,2%) |/***
Q1100P/N1303K 1/31(3,2%) /||

*Polimorfismo
**Essa mutagdo ainda ndo tem classe definida
***Mutagdo de significado incerto

Fonte: Dados da pesquisa

DISCUSSAO

A IP é a manifestagdo digestiva mais significativa da
FC (GULLO et al., 1977). Constata-se frequéncia de 75%
nos pacientes com FC ao nascimento, de 80% a 85% até o
final do primeiro ano, e de 95% na idade adulta. No pre-
sente estudo, 70,9 % dos individuos foram considerados
insuficientes pancreaticos, frequéncia inferior a indicada
na literatura, em caucasianos (PINTO; SILVA; BRITTO,
2009; WALLI et al, 2012). Possivelmente, a raga/ etnia da
populagdo estudada contribuiu para a menor frequéncia
da IP. Além disso, foi realizado um corte transversal, com
dosagem de EF-1 em apenas um momento. Pacientes
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suficientes pancreaticos, com o passar do tempo, podem
se tornar insuficientes, o que ndo pode ser avaliado no
presente estudo.

O gendtipo tem grande associagdo com a IP (MOTA;
TORALLES; SOUZA, 2016). Os pacientes com suficiéncia
pancreatica (SP) possuem pelo menos uma mutagao mo-
derada, enquanto pacientes insuficientes pancredticos sdo
homozigotos ou heterozigotos, possuindo duas mutagdes
de efeito grave (CUTTING, 2005), como foi observado no
presente estudo, em que todos os pacientes com duas
mutacgdes das classes I-Ill apresentaram IP.

A F508del foi a mutagdo mais frequentemente iden-
tificada, e sua presenga, em homozigose, leva a uma IP
grave, como foi observado no presente estudo. Em hete-
rozigose com outra mutagao das classes IV-VI, apresenta
um quadro mais leve; no entanto, caso a outra mutagdo
seja da classe I-lll, o quadro sera grave (DAFTARY et al.,
2006; KEREM et al., 1989). Neste estudo, 10/31 (32,2 %)
pacientes apresentam a mutagdo F508del em homozigose
e 6/31 (19,3%) em heterozigose.

No presente estudo, foi utilizado o teste da elastase
fecal (EF-1) para diagnéstico da IP. Como é registrado em
literatura, é um teste facil, indireto e disponivel para ava-
liar funcdo pancredtica exdcrina em criangas (GONZALES
etal., 2011). Léser, Mollgaard e Félsch compararam teste
direto com a EF-1 e encontraram 93% de sensibilidade e
93% de especificidade para valores de corte da EF-1 de
200 pg/g de fezes (LOSER; MOLLGAARD; FOLSCH, 1996).
Entretanto, esse teste possui algumas limitagbes, sendo
a principal delas a dificuldade no diagndstico de IP leve a
moderada (GONZALES et al., 2011; LINDKVIST, 2013; WALL
et al., 2012). Dessa forma, é possivel que os pacientes
deste estudo ndo tenham sido diagnosticados com IP
devido as limitagdes do método. De fato, duas pacientes
deste estudo apresentaram valores de EF-1 normais e
necessitaram de reposicdo da enzima.

E importante a aplicacdo de testes diagndsticos, como
a dosagem da EF-1 para inicio da reposi¢do enzimatica, e
acompanhamento adequado dos pacientes com IP (BO-
ROWITZ et al., 2004). A EF-1, mesmo com suas limitagdes,
é considerada padrao ouro no diagndstico de IP, por ser
um teste ndo invasivo. Entretanto torna-se necessaria a
pesquisa de novos métodos nao invasivos que tenham
menor custo e possuam elevadas sensibilidade e especi-
ficidade, mesmo nos casos de IP moderada, para que haja
diagndstico precoce e tratamento adequado, melhorando,
assim, o prognostico de grande parte dos pacientes com IP.

Este estudo apresenta algumas limitagGes: o dese-
nho, com apenas um resultado pontual da elastase fecal,
numero pequeno de pacientes avaliados e realizagcdo de
apenas uma técnica diagndstica para determinacgdo da IP.

CONCLUSOES

A freqiiéncia de IP foi de cerca de 70%, inferior a re-
gistrada em pacientes caucasianos com FC. Observou-se
associacdo entre o genotipo e a presenga de IP, ja que
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todos os pacientes com duas mutagdes consideradas
graves foram insuficientes pancreaticos.
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