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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca autossOmica recessiva, causada pela mutagdo no gene
CFTR, que ocasiona uma alteracdo na proteina CFTR, responsavel pela condu¢do do cloreto e
do bicarbonato em tecidos epiteliais. A doenga estd associada a uma morbidade acentuada,
que varia de acordo com a mutacao de cada paciente. As alteracdes proteicas, estratificadas de
acordo com as classes de mutagdes, estdo associadas aos fenotipos da doenga, sendo de leve a
grave. O presente trabalho teve como objetivo analisar a aplicabilidade de marcadores
moleculares do gene CFTR na avaliacao da FC. Para atingir o objetivo proposto, a dissertagao
foi estruturada em quatro artigos. O primeiro artigo da dissertagao ¢ uma revisao de literatura
sobre os aspectos estruturais do gene CFTR. As bases de dados utilizadas para a busca foram:
PubMed, LILACS (Literatura Latino Americana ¢ do Caribe em Ciéncia da Satde) e
MEDLINE (Literatura Internacional em Ciéncias da Saide e Biomédica). Os artigos
encontrados nas plataformas escolhidas somaram 1.418 artigos, dos quais 24 deles retratavam
de fato a estrutura do gene CFTR. Foi realizada a descri¢do da estrutura e morfologia do gene
CFTR e a associag¢ao dos éxons com os respectivos dominios codificados na proteina CFTR,
sendo que mutagdes no gene repercutem na fisiopatologia da FC. No segundo artigo foram
descritas as principais mutagdes encontradas em um centro de referéncia de FC em Goiania.
Foi um estudo transversal, descritivo, em que os dados foram coletados dos prontuarios. O
estudo evidenciou uma alta heterogeneidade dos individuos analisados, sendo que esse perfil
alelotipico e genotipico destoa dos perfis descritos no restante do Brasil e principalmente dos
dados em populagdes pouco miscigenadas. O terceiro artigo trata-se de uma revisdo
sistematica da literatura, que teve como objetivo pesquisar sobre a associagdo entre o
silenciamento do gene CFTR por uma via epigenética, a metilagdo, que independe do gene
mutado em individuos com FC. Essa pergunta foi pautada nos individuos com sintomas que
caracterizam a FC, porém com teste genético negativo ou inconclusivos. As buscas foram
realizadas nos bancos: Pubmed, Scopus e Web of Science. Um total de 316 artigos foram
selecionados e, ap6s aplicag@o dos critérios de elegibilidade, foram incluidos quatro artigos. A
revisdo sistematica permitiu concluir que a via epigenética por metilagdo nao estd intrinseca
na etiologia da FC. O quarto artigo objetivou avaliar a fungdo pulmonar ¢ o desempenho no
teste de caminhada de seis minutos (TC6min) de criancas com FC e correlacionar com as
variaveis clinicas. Foi um estudo transversal, analitico, realizado em um centro de referéncia
de Fibrose Cistica, na cidade de Goidnia. Dos individuos com FC, acompanhados no

ambulatdrio, foram selecionados para participar um total de 20 criangas. A média de idade era




de 10,4 anos, a maioria era do sexo feminino (70%), distancia percorrida 489,81 no TC6min.
A média do VEF1: 73,76%, CVF: 81,88%. As criangas e adolescentes com fibrose cistica
dessa amostra percorreram uma distancia menor quando comparados a criangas e adolescentes
saudaveis. E que as varidveis idade apresentam relagdo direta, enquanto VEF1 e IMC inversa

com a distancia.

Palavras-chave: Mucoviscidose; CFTR; Heterogeneidade Genética, Mutacdao; Fendtipo;

Epigenética




Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by a mutation in the CFTR gene
which provides an alteration in the CFTR protein that is responsible for the conduction of
chloride and bicarbonate in epithelial tissues. This disease is associated with an accented
morbidity that varies according to the mutation in each patient. Protein changes which are
categorized according to mutation classes and they are associated with disease’s phenotypes
ranked from mild to severe. This study aims to analyze the applicability CFTR gene’s
molecular markers in the CF’s assessment. To reach the main goal of this work, the
dissertation is structured in four articles. The first article is a literature review on the structural
aspects of the CFTR gene. The databases used for the research were: PubMed, LILACS (Latin
American and Caribbean Literature in Health Sciences), MEDLINE (International Literature
in Health Sciences and Biomedical). From the 1,418 articles found on these platforms 24 of
them mentioned the CFTR gene’s structure. The CFTR gene’s structure and morphology
description and its association of the exons with its respective encoded domains in the CFTR
protein were performed. Mutations in the gene affect the CF’s pathophysiology. The second
article describes the main mutations found in a CF referral center in Goiania. It was a cross-
sectional, descriptive study in which data were collected from medical records. The study
showed a high heterogeneity of the patients analyzed and, this allelotypic and genotypic
profiles differs from the profiles described in other parts of Brazil, mainly from population
with little miscegenated data. The third article is a systematic review of the literature which
aims to investigate the association among silencing the CF7TR gene by an epigenetic pathway,
methylation, which is independent of the mutated gene in CF patients. This question was
based on patients with symptoms that characterize CF, but with a negative or inconclusive
genetic test. The research was done in Pubmed, Scopus and Web of Science databases. A total
of 316 articles were selected and, after applying the eligibility criteria, four articles were also
included. The systematic review allowed us to conclude that the epigenetic pathway by
methylation is not intrinsic to the CF’s etiology. The fourth article aims to evaluate lung
function and its performance in the six-minute walk test of children with CF and to correlate
with clinical variables. It was a cross-sectional, analytical study carried out in a reference
center for Cystic Fibrosis in the city of Goidnia. A total of 20 children with CF followed up at
the outpatient clinic were selected to participate in the study. The medium age was 10.4 years
old; they were most female (70%) and the distance covered 489.81meters in the walking test

of 6 minutes. The average was FEV1: 73.76%, FVC: 81.88%. The children and adolescents




with cystic fibrosis in this sample covered a shorter distance when compared to healthy
children and adolescents. And the age variables have a direct relationship, while FEV1 and

BMI are inverse with distance.

Keywords: Mucoviscidosis; CFTR; Genetic Heterogeneity; Mutation; Phenotype; epigenetics
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1. INTRODUCAO

1.1 Fibrose Cistica

Fibrose cistica (FC) ¢ uma doenga hereditaria autossomica recessiva. Afeta cerca de
100.000 pessoas em todo o mundo, com média de 1.000 novos casos diagnosticados por ano
no mundo, e mais da metade da populagdo com FC tem 18 anos ou mais (CUTTING, 2014;
CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2020). No Brasil, o nimero de registros de novos casos
vem crescendo: em 2018 foram 290 novos registros de FC, totalizando 5417 de casos
registrados (REBRAFC, 2018).

A expectativa média de vida para a populagdo com FC na Europa, a partir dos calculos
atuais, ¢ de aproximadamente 40 anos (ZOLIN et al., 2017). Ja nos EUA, em 2018, a média
prevista de sobrevida era de 47,4 anos. No Brasil, houve um aumento significativo da idade
de 6bito, no periodo de 2007 a 2017. Isso ocorre devido a melhor diagnéstico e melhora no
tratamento clinico (HASIAK; VICENTE; FERREIRA, 2021). Em relagdo aos dados de 2018,
nao foi possivel obter uma mediana de sobrevida desses individuos com FC, no Brasil
(REBRAFC, 2018). Porém, ocorreu nos ultimos anos um aumento da mediana de idade de
obitos, sendo que em 1999 a mediana foi de 6,5 anos e em 2017 foi de 61,5 anos nas mulheres
e 10,5 anos e 50,5 anos nos homens (HASIAK; VICENTE; FERREIRA, 2021). Quando
analisado o Sistema de Informacao sobre Mortalidade no DATASUS, em 2019, ha descrito
um total de 248 obitos relacionados a FC, desses, 16 6bitos foram notificados na regiao
Centro-Oeste, porém esses datados podem estar subnotificados (DATASUS, 2021).

A incidéncia da FC ¢ diversificada devido a aspectos étnicos de cada populacio
mundial. E de aproximadamente 1 em 2.500 nos caucasianos, com uma frequéncia de
portadores de 1 a cada 25 pessoas (ROWNTREE; HARRIS, 2003; DAVIES, 2007). Ja nos
Estados Unidos, ocorre a doenga em 1 a cada 3500 recém-nascidos (LEGRYS, 2002;
FARRELL et al., 2008). No Brasil, hd uma propor¢ao estimada de 1:7.576 nascidos vivos,
levando-se em consideracdo as diferencas regionais devido a alta miscigenagdo da nossa
populagdo (ATHANAZIO et al., 2017). Segundo o Registro Brasileiro de 2018, a maior
distribuicao de individuos com FC ¢ na regido Sudeste (REBRAFC, 2018).

Com o aprimoramento dos métodos de diagndsticos e tratamento dos individuos com
FC, o Brasil possui, atualmente, um plano de cobertura de triagem neonatal para essa doenga
e ha centros de referéncia nos principais estados para o acompanhamento dos individuos
(ATHANAZIO et al., 2017; REBRAFC, 2017). A FC foi incluida no Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) em 2001 e, em 2014, atingiu uma cobertura de 84% dos nascidos
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vivos da rede publica (BRASIL, 2016). Porém, acredita-se que hd muito mais pessoas sem
diagnostico e tratamento adequado em algumas regides brasileiras.

Hé evidéncias do impacto do diagnostico precoce nos desfechos clinicos e funcionais
dos individuos com FC (MARTIN et al., 2012). Atualmente, a expectativa de vida desses
individuos vem aumentando gradativamente devido ao diagnostico precoce, aos cuidados
especializados com uma equipe multiprofissional e tratamentos mais especificos (CONWAY
et al., 2014). Medidas para controlar a doenga, prevenir o declinio clinico, nutricional e da
funcdo pulmonar sdo essenciais para o aumento da sobrevida dos individuos
(VANDEVANTER et al., 2016).

A FC ¢ reconhecida, inicialmente, como uma doenca grave e com mortalidade alta,
nos primeiros anos de vida. Devido aos estudos sobre a doenca, a cada década, observa-se
uma maior sobrevida dos individuos (CHAKR et al., 2006). Atualmente, devido ao progresso
no conhecimento dos tratamentos nutricionais, antimicrobianos e o impacto do tratamento

multidisciplinar, a sobrevida é maior, até nos casos mais graves (DAVIES, 2007).

1.2 Gene CFTR

O gene responsavel pela FC foi isolado por clonagem posicional, usando as técnicas
de “chromosome walking” e “chromosome jumping”. O gene esta localizado no brago longo
do cromossomo 7, locus 7q31.2. A sequéncia desse gene apresenta 250 Kb de comprimento,
possuindo 27 éxons. Esses éxons apresentam tamanhos que variam de 38 pb (éxon 6a) a 723
pb (éxon 13), com média de 200 pb. Enquanto os 26 introns variam de 1,1 Kb (intron 6a) a 40
Kb (intron 3) (Figura 1) (ROMMENS et al., 1988; RIORDAN et al.,, 1989). O gene
denominado Regulador da Condutancia da Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR- Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) contém 4.560 pares de nucleotideos,
codificando uma glicoproteina final com 1.480 aminoécidos, denominada proteina CFTR
(ROWNTREE; HARRIS, 2003). Essa proteina expressa, em condi¢des normais, nas células
epiteliais que revestem as vias respiratorias, trato gastrointesninal, ducto biliar e pancreético,

glandulas sudoriparas e parte dos 6rgdos reprodutivos.
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Figura 1: Gene CFTR e proteina CFTR
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O mecanismo preciso da regulacdo do gene CFTR ainda ndo foi totalmente elucidado.
E provavel que muitos mecanismos estdo envolvidos na expressio génica nos tecidos
epiteliais e a regulagdo temporal especifica exibida por este gene (MCCARTHY; HARRIS,
2005).

1.3 Proteina CFTR

A proteina CFTR ¢ um membro da superfamilia de transportadores ABC (ATP-
binding cassette). Essa proteina transmembranar utiliza a energia resultante da hidrdlise de
ATP para transportar cloreto e bicarbonato através de membranas (ELBORN, 2016). A
proteina CFTR possui dois dominios transmembranares (TMDs; [TMs] 1-6 em TMDI1 e
TM7-TM12 em TMD?2), que formam o poro do canal, cada um seguido por um dominio
citosolico de ligagao de nucleotideo (NBD1 e NBD?2), responsaveis pela abertura do canal. Ha
um dominio regulatério (Dominio R) tnico, localizado entre dois complexos TMD-NBD,
responsavel pela atividade do canal via fosforilagdo. As caudas amino e carboxo-terminal sao
orientadas para o citoplasma e atuam como mediadores da interagdo entre CFTR e uma

variedade de proteinas ligantes (Figura 2) (HWANG et al., 2018).
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Figura 2: A estrutura da proteina CFTR.
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Imagem adaptada HWANG et al., 2018.

Figura 3: A estrutura tridimensional da proteina CFTR
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Imagem do estudo de LIU et al., 2017

A mutagdao do gene CFTR pode interromper o papel fisiologico da proteina CFTR,
desde o controle da transcri¢do, defeito no processamento da proteina, até o ancoramento
estavel da proteina na membrana celular (BERGERON, CANTIN, 2019). Dessa forma, a
alteracdo nas concentragdes de cloreto intracelular, devido a disfuncdo proteica, acarretou
alteragdes na concentragao de sodio, para manter o equilibrio eletrolitico na célula. Essa
alteracdo ocasiona uma mudan¢a na composi¢do do muco secretado pelas células,
aumentando a viscosidade, causando, assim, obstrucdo dos ductos, principalmente pancreético
e pulmonar (SCHINDEL et al., 2012; ATHANAZIO et al., 2017).

Atualmente, existem mais de 2.000 mutagdes identificadas (CFTR2, 2021). Das
mutacoes descritas na literatura, 40% causam a substituicdo de um tUnico aminoacido,
mutagdes de sentido trocado. As mutagdes que causam alteracdo no processamento de RNA
totalizam 36%, sendo mutagdes sem sentido, framshift e mutagdes em sitios de splicing.

Podem ocorrer, também, grandes rearranjos de CFTR e alteragdes nas regides promotora
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(CUTTING, 2014). No gene CFTR, as mutagdes estao situadas em toda a regido codificadora
do gene e na regido promotora (RATJEN, 2009). Também podem ocorrer mutagdes intronicas
localizadas perto dos limites do éxon, especificamente em locais de splicing. No entanto,
essas variantes nao sao exploradas atualmente na investigagdo diagnostica de rotina
(MORRIS-ROSENDAHL et al., 2020).

A mutacdo mais conhecida ¢ a F508del, que promove a delecdo de 3 pb no éxon 10 e
ocasiona a perda da fenilalanina no codon 508, sem mudanca da matriz de leitura
(BERNARDINO et al., 2000). E associado a sintomas mais graves da doenca, sendo
responsavel por 70% dos alelos de FC na populagdo mundial (DRUMM; ZIADY; DAVIS,
2012). Porém, a distribuicdo das mutagdes no gene CFTR altera de acordo com a regido e
miscigenacdo da populagao (Tabela 1). No Brasil, devido a alta miscigenagao da populacao, a
frequéncia alélica das mutagdes sao diferentes de acordo com cada regiao (BERNARDINO et

al., 2000; GODINHO, 2008)

Quadro 1: Distribuicio das cinco mutacdes mais frequentes no Brasil em outros locais do mundo

Brasil Europa EUA Canada Australia
1° F508del F508del F508del F508del F508del
2° G542X G542X G542X 621+1G->T G551D
3¢ 3120+1G->A N1303K G551D G542X R117H
4° R334W G551D R117H G551D G542X
5° R1162W W1282X N1303K 711+1G->T 1717-1G>A

Dados das fontes: (REBRAFC,2018; ZOLIN et al., 2017; CYSTIC FIBROSIS CANADA, 2018;AUSTRALIAN;
CYSTIC FIBROSIS, 2020).

As mutacdes sdo classificadas em seis, de acordo com as alteragcdes celulares e
moleculares causadas na proteina CFTR, sendo as classes I, II e III as com fenotipos mais
graves e as [V, V e VI com fendtipos mais brandos (Figura 2) (RATJEN, 2009). H4 uma outra
classificagdo com a divisdo em sete classes, sendo a nova classe caracterizada por nao haver
transcricdo do mRNA, ou seja, auséncia da proteina CFTR associada a um feno6tipo mais
severo da doenca. A classificacdo das mutagdes auxilia na conduta quanto ao tratamento a ser

utilizado na FC (DE BOECK; AMARAL, 2016).




Figura 4: Classes de mutacdes e suas alteracdes na funciio da proteina
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Classe 1 Classe 11 Classe III | Classe IV Classe V Classe VI
Alteragao Nio ha | Nao ha | Atividade | Redug¢dao da | Reducgdo Reducdo da
no CFTR proteina transporte anormal condutdncia | da sintese | Estabilidade
do canal da
proteina
Tipos  de | G542X, F508del S549A R334W V232D, c.120del23
Mutagoes S4X G85E 3272-26-
>G,
Terapia Resgate da | Resgate do | Restaurar | Restaurar Corrigir Promover
corretiva Sintese Transporte atividade | condutancia | splicing estabilidade
do canal do canal

Adaptacdo da imagem DE BOECK; AMARAL, 2016.

1.4 Aspectos Clinicos

O fendtipo apresentado na FC ¢ bastante heterogéneo, podendo ocorrer desde
alteragoes leves a quadros graves da doenga (DRUMM; ZIADY; DAVIS, 2012). A evolugao
da doenga pode ocorrer de forma complexa, devido a uma resposta inflamatoria exacerbada,
sendo que a inflamag¢do pode ocorrer mesmo na auséncia de infeccdo e iniciar muito
precocemente nos individuos com FC. Entretanto, infec¢des bacterianas cronicas, sem divida,
desempenham um papel importante na progressao da doenga pulmonar (KONSTAN MW;
BERGER M., 1997).

A proteina CFTR controla a expressdao de ENaC — canal de sodio epitelial (do inglés -
epithelial sodium channel). Portanto, a auséncia da proteina CFTR funcional leva a um
aumento da expressao de ENaC e concomitante aumento da absor¢do de sodio que, em
paralelo, resulta em maior absor¢do de agua e desidratacdo da superficie epitelial
(DANIELLE X. MORALES, SARA E. GRINESKI, 2018). Essa redugdo do volume liquido,
principalmente nas vias aéreas, gera o espessamento das secregoes, predispondo a colonizacao
bacteriana. O influxo de neutrofilos para conter a infec¢do bacteriana pode levar a uma

liberacdo excessiva de conteido, como citocinas e elastase neutrofilica, que podem causar
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danos ao epitélio e lesar a estrutura das vias aéreas (JUNDI; GREENE, 2015; BRAGONZI et
al., 2018).

Figura 5: Papel do CFTR nas vias aéreas saudaveis e mecanismos moleculares que causam disfun¢do do
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(A) CFTR Funcional ¢ expresso na superficie apical das células epiteliais das vias aéreas junto com o ENaC. A
regulacdo coordenada de CFTR e ENaC permite a hidratacdo adequada da superficie das vias aéreas e a
depuracdo mucociliar eficaz. (B-D) na FC, diferentes mutagdes causam disfungdo por meio de diferentes
mecanismos moleculares. Uma consequéncia comum da disfun¢@o de CFTR e absor¢do desequilibrada de sodio /
fluido mediada por ENaC ¢ a desidratagdo da superficie das vias aéreas e a depuragdo mucociliar prejudicada,
preparando o cenario para a obstrugdo do muco das vias aéreas. infeccdo cronica e inflamagdo em individuos
com FC (GENTZSCH; MALL, 2018).

Entretanto, a proteina CFTR também conduz bicarbonato e a disfung¢do da proteina
altera o pH do liquido da superficie das vias aéreas, sendo que o pH ¢ relacionado com a
inativacao bacteriana. Assim, ¢ possivel que a disfuncdo de CFTR resulte em multiplas
consequéncias para a hidratagcdo, depuragdo mucociliar, imunidade inata prejudicada, e pode
predispor ao aumento da inflamag¢do. O acimulo de muco, inflamacao e infec¢des ocorrem de
forma ciclica na fisiopatologia da FC, o que resulta em lesdao do tecido pulmonar, fibrose e
reducgdo das areas de troca gasosa (ELBORN, 2016).

Porém, esse comprometimento ndo acontece apenas nas vias aéreas: pode ocorrer,
também, alteragdes nos sistemas gastrointestinais, glandulas sudoriparas e sistema
geniturinario, o que resulta em um vasto conjunto de manifestagdes e complicacdes
observadas nos individuos com FC. Porém, 85% da mortalidade nos individuos com FC
resulta de comprometimentos pulmonares (WHEATLEY, WILKINS, 2011).

A presenca de secregdes espessas gera obstrucdo das pequenas vias aéreas, porém ha
controvérsias na literatura de que o acimulo de muco gera uma resposta inflamatoria ou a
resposta inflamatéria acentua o acuimulo de muco. Concomitante a isso, estes dois processos

podem ocorrer com ou sem a presenca de patdgenos. A inflamagdo, presente inclusive nos
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pulmdes desde o nascimento, leva a formag¢do de bronquiectasias e lesdo pulmonar
progressivas, culminando com insuficiéncia respiratoria grave. Clinicamente, o
comprometimento pulmonar pode manifestar-se por bronquiolite, bronquite, atelectasias,
bronquiectasias, pneumotérax, hemoptise, pneumonias recorrentes, cor pulmonale ¢
insuficiéncia respiratdria. Inicialmente, a limitagdo ao fluxo expiratério desencadeia uma
doenga obstrutiva, porém, com a progressao da doenga respiratoria, o distirbio associa uma
restrigdo ventilatoria devido a fibrose, gerando uma disfungdo mista, o que resulta em
limitagdao nas atividades de vida diaria (ANDRADE et al., 2005). Outro fator associado a
piora do quadro pulmonar sdo as infecgdes recorrentes que se iniciam nos primeiros anos de
vida (CANTIN et al., 2015), sendo os microrganismos mais encontrados: Staphylococcus
aureus (59%), Pseudomonas aeruginosa (42,3%) e Haemophilus influenzae (8%)
(ATHANAZIO et al., 2017). A presenga dessas bactérias podem se alterar no decorrer da
vida, sendo Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae na infancia e adolescéncia,
enquanto Pseudomonas aeruginosa para adultos (LIPUMA, 2010). No Brasil, os dados dos
microrganismos identificados mais prevalentes, em 2018, foram Staphylococcus aureus,
Psudomonas aeruginosa- sensivel e Staphylococcus aureus resistente (MRSA), com
variacoes de acordo com a faixa etaria (REBRAFC, 2018).

Além das repercussdes pulmonares, podem ocorrer repercussdes em Orgaos como o
figado, causando cirrose, e pancreas, com disfuncdo exdcrina, diabetes e pancreatite. No
intestino, as obstrucdes intestinais podem acontecer ao nascimento, ileo meconial, ou
obstrugdes intestinais distais. Ja no trato reprodutor masculino, pode ocorrer a infertilidade
(CUTTING, 2014).

As repercussdes no trato gastrointestinal sdo, na maioria dos casos, secundarias a
insuficiéncia pancreatica, devido as enzimas pancredticas insuficientes, causando, assim, ma
digestdo, distensao abdominal, absor¢ao inadequada de nutrientes, com dificuldade de ganho
de peso e caréncia de vitaminas lipossoluveis, proteinas € ma absor¢ao de gorduras (CHAKR
et al., 2006). Complicagcdes mais graves e complexas podem ocorrer como sindrome da
obstrugdo intestinal, ilio meconial, prolapso retal, esteatose hepatica e complicagdes biliares
(SABHARWAL, 2016) .

Outra complicacdo metabdlica nos individuos com FC ¢ a diabetes. A intolerancia a
glicose ¢ uma manifestagdo extrapulmonar comum. Apresentam sintomas como astenia,
dificuldade de manter o peso e desidratacdo. A incidéncia de diabetes aumenta a medida que
ha um aumento da expectativa de vida entre os individuos com FC, pela fibrose e destrui¢ao

do tecido pancreatico (KAYANI; MOHAMMED; MOHIADDIN, 2018).
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O déficit nutricional estd associado, também, a alteracdes na for¢a muscular periférica
(YATAR et al., 2015). Essa reducdo na forca muscular esta associada a uma maior perda de
massa muscular periférica, o que contribui para a intolerancia ao exercicio nessa populagdo e
tem impacto direto nas atividades realizadas diariamente por esses individuos. Destaca-se que
a forca muscular periférica estd relacionada com a funcdo pulmonar e a capacidade fisica dos
individuos com FC (ROVEDDER et al., 2019).

A triade cléassica da FC ¢ caracterizada pela doenca pulmonar cronica, a insuficiéncia
pancreatica e as altas concentracdes de cloreto no suor. Ha uma perda excessiva de eletrolitos
pelo suor, com depositos de cristais de sal na pele. Os portadores de FC podem apresentar

sudorese excessiva, provocando desidratacdo grave (PENAFORTES et al., 2013).

1.5 Diagnéstico

O programa de triagem neonatal foi ampliado para rastreamento de FC no ambito do
Sistema Unico de Satde, no ano de 2001, sendo responsavel por diagnostico precoce ¢ a
otimiza¢do quanto ao tempo de tratamento e redugdo de sequelas de varias doengas. Na FC, o
diagnostico ¢ realizado com a dosagem do tripsinogénio imunorreativo (IRT), considera-se
positivo valores acima de 70 ng/ml ap6s duas coletas. Caso apds a segunda coleta o valor
permanecer elevado, um teste de eletrolitos no suor deve ser realizado (BRASIL, 2016).

O teste do suor ¢ o padrdo ouro para o diagndstico de FC. Foi desenvolvido em 1959,
sendo utilizado até os dias de hoje para o diagnostico de FC. A dosagem de cloreto > 60
mmol/l, em duas amostras, confirmam o diagnostico da doenca. Valores de cloreto ente 30 a
59 mmol/l sdo classificados com inconclusivos e pesquisa de muta¢des devem ser realizadas
(ATHANAZIO et al., 2017).

O sequenciamento do gene CFTR deve ser realizado nos casos confirmados pelo
método quantitativo do cloreto e nos casos em que as dosagens de cloreto foram
intermediarias como método. A identificagcdo da mutacdo ¢ importante para o prognéstico e
quanto ao planejamento do tratamento. No Brasil, ha uma evolucdo quanto a propor¢ao de
genotipagem: em 2018, 80,84% dos individuos com FC realizaram o estudo genético

(REBRAFC, 2018).

1.6 Tratamento
O tratamento da FC ¢ baseado no controle dos sintomas e a corre¢ao das disfuncdes
organicas. Por ser uma doenca com manifestacdes clinicas multissistémica, ¢ necessario um

atendimento amplo e integral realizado por uma equipe multiprofissional e interdisciplinar,
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em centros de referéncias. Ha a necessidade de uma assisténcia terapéutica complexa, sendo
que os tratamentos didrios dos individuos com FC tendem a dispender um periodo longo e ha
uma média de sete componentes no esquema terapéutico, dificultando, assim a adesdo ao
tratamento (SAWICKI; SELLERS; ROBINSON, 2009).

As taxas de adesOes aos tratamentos podem ser consideradas baixas ou insuficientes
mais nas modalidades nutricionais e a fisioterapia respiratoria. A faixa etaria de menor
seguimento ao tratamento sdo em jovens (BONFIM et al., 2020). Entretanto, hd grande
importancia na conscientizacdo do seguimento ao tratamento multiprofissional, por reduzir os
nimeros de internagdes, tempo de permanéncia hospitalar e quadros de exacerbacdo da
doenca (BONFIM et al., 2020).

A sobrevida do paciente esta relacionada com diagnostico precoce a partir da triagem
neonatal, o tratamento direcionado aos sintomas dos individuos, associado a medicina de
precisdo, com farmacos de indicagdes especificas para os mecanismos de a¢do da proteina
CFTR e medicamentos moduladores, que estdo relacionados ao melhor tratamento (ALVES;
BUENO, 2018)

Os medicamentos moduladores permitem que a funcdo CFTR seja restaurada,
parcialmente. Existem quatro medicamentos moduladores: ivacaftor, lumacaftor/ivacaftor,
tezacaftor/ivacaftor e o mais novo modulador elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, ainda sem
registro na ANVISA. Esses medicamentos permitem que a funcdo CFTR seja restaurada,
parcialmente, sendo medicamentos potencializadores, que aumentam a condutancia do canal e
corretores, que melhoram o trafego de CFTR para a superficie celular (Tabela 2)

(GRAMEGNA et al., 2020).

Tabela 2: Novas terapias para Fibrose Cistica

Principio Ativo Efeitos Mutacdes Indicadas
Ivacaftor Restaurar atividade do canal — G551D, G1244E, G1349D, G178R,
potenciador G551S, S1251IN, S1255P, S549N

ou S549R. RI117H (que possui
defeitos de gating e condutancia).
Nos EUA, outras 38 mutacdes ja
foram aprovadas.

Lumacaftor / Ivacaftor Lumacaftor — Corretor Homozigoto para F508del

Ivacaftor - potenciador

Tezacaftor / Ivacaftor e Ivacaftor | Tezacaftor — Corretor Homozigoto para F508del ou

Ivacaftor - potenciador heterozigoto ou homozigoto com as
26 mutacdes aprovadas (Brasil) e
nos EUA 154 mutagdes especificas.

Elexacaftor / Tezacaftor / Elexacaftor — corretor Heterozigoto para F508del ou uma

Ivacaftor Tezacaftor / Ivacaftor — potencializa das 177 mutacdes especificadas

a fungdo da proteina CFTR

Adaptado: (ANVISA, 2020; CYSTIC FIBROSIS FOUNDANTION, 2022)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil genotipico com valor progndstico de individuos com fibrose cistica, em

uma populagdo miscigenada do centro-oeste brasileiro.

2.2 Objetivos Especificos

ARTIGO 1

- Descrever a estrutura do gene que codifica a proteina CFTR.

ARTIGO 2

- Descrever as principais mutagdes dos individuos acompanhados em Goiania.

ARTIGO 3

- Identificar as evidéncias sobre o papel da metilagcdo na etiologia da Fibrose Cistica.

ARTIGO 4
- Avaliar a fun¢ao pulmonar e a distancia percorrida no teste de caminhada de seis minutos

em criangas com fibrose cistica e correlacionar com variaveis clinicas
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Artigo 1 - Dados para descrever a estrutura do gene CFTR

Para a busca de dados sobre o gene os descritores utilizados foram: Regulador de
Condutancia Transmembrana - CFTR; estrutura do gene CFTR, fibrose cistica e cystic
fibrosis, gene CFTR, struture gene CFTR. Os idiomas para selecdo das referéncias foram o
inglés, o portugués e o espanhol. As bases de dados utilizadas para a busca foram: PubMed,
LILACS (Literatura Latino Americana ¢ do Caribe em Ciéncia da Satde), MEDLINE
(Literatura Internacional em Ciéncias da Satde e Biomédica). Nao houve delimitacdo de
tempo para selegao dos artigos. Os artigos encontrados nas plataformas escolhidas somaram
1.418 artigos, dos quais 24 deles retratavam, de fato, a estrutura do gene CFTR.

Os dados gendmicos foram buscados nos bancos: National Center for Biotechnology
Information - NCBI (ncbi.nlm.nih.gov), a partir do gene codificado pelo nimero 1.080; Gene
Nomenclature Committee - HGNC (genenames.org), com numero de identificacao
HGNC:1884; e Ensembl (ensembl.org), com numero de identificagdo do gene

ENSG00000001626. As buscas foram restritas ao gene CFTR em humanos.

3.2 Artigo 2 - Caracteriza¢do das mutac¢oes presentes na regiio centro-oeste

Para a caracterizacdo das principais mutagdes da cidade de Goiania foi realizado um
estudo transversal, retrospectivo, descritivo. Os dados das mutagdes foram coletados dos
prontudrios dos individuos acompanhados em um centro de referéncia em fibrose cistica em
Goiania, Goias. A coleta foi realizada entre outubro de 2020 a dezembro de 2020. Os critérios
de inclusao foram: 1- individuos regularmente acompanhados em um Centro de Referéncia de
FC em Goiania; 2- andlise do gene CFTR por sequenciamento. Os critérios de exclusdo
foram: 1- auséncia de diagndstico conclusivo de FC; 2- registro incompletos nos prontuarios.
O grupo amostral foi composto por conveniéncia, por se tratar de uma doenga rara. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias e estd
registrado sob o nimero CAAE: 56605216.3.0000.5083, sendo parte de um projeto maior
intitulado “Investigagdo clinico, laboratorial, funcional e de mutacdes no gene CFTR em
individuos com fibrose cistica das cidades de Goidnia e Anapolis, Goias™.

Os prontuarios foram solicitados ao Servigo de Arquivamento Médico e Estatistico
(Same), do Hospital das Clinicas (HC). Para a coleta das informagdes foi formulada uma ficha
de extragdo de dados com as informagdes (APENDICE 1): idade, sexo, naturalidade,

cor/etnia, tripsinogénio imunorreativo (IRT), dosagem de cloreto, genotipagem, indice de
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massa corporal (IMC), os medicamentos, os valores da espirometria, colonizagdo bacteriana e
as informagdes quanto os atendimentos fisioterapéuticos. Os dados foram tabulados no
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 23.0, para analise de
frequéncias e porcentagens para as variaveis categoricas, médias, desvio padrao, minimo e

maximo para as variaveis numeéricas.

3.3 Artigo 3 - Dados para o levantamento sobre a metilacio do gene CFTR

A revisdo sistematica de literatura foi registrada no PROSPERO, com o cddigo
CRD42020146776. A busca foi realizada nos seguintes bancos de dados: Pubmed, Scopus e
WEB of Science, sem limite de idioma ou data de publicagdo. A data da ultima busca dos
artigos foi em setembro de 2020 e utilizou, nas buscas, os termos: Fibrose Cistica com suas
variagdes, Epigenética e Metilagdo, com as variacdes.

Foram incluidos os artigos que investigassem as evidéncias do silenciamento do gene
CFTR relacionados a fibrose cistica. Os critérios de inclusdo foram estudos caso-controle
relacionados a epigenética e FC, com rastreamento para regides de hipermetilagdo do gene
CFTR e seus genes modificadores genéticos. Como critérios de exclusdo: (a) auséncia de
avaliagdo da regido de hipermetilacdo no gene CFTR; (b) avaliagdo da regido de hipermetilagao
em outros genes nao relacionados ao CFTR. A triagem dos estudos elegiveis foi realizada em
trés etapas: (a) leitura dos titulos; (b) leitura dos resumos; € (c) triagem dos textos completos.
Cada etapa foi realizada por dois revisores independentes e, em caso de divergéncia entre os
revisores, uma avaliagdo final foi realizada por um terceiro revisor independente mais

experiente na tematica investigada.

3.4 Artigo 4 - Coleta do Teste de caminhada de seis minutos e funcio pulmonar

Trata-se de um estudo transversal prospectivo analitico. Aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias e esta registrado sob o niimero do parecer:
3.256.001/2019.

O estudo foi realizado no centro de referéncia de Fibrose Cistica em Goiania, Goias,
no periodo de fevereiro de 2019 a margo de 2019, sendo suspensas as avaliagdes devido ao
inicio da pandemia do Covid-19.

Os participantes da pesquisa foram criancas e adolescentes portadores de FC, que
obedeceram aos seguintes critérios de inclusdo: diagndstico de FC confirmado por dois testes

do suor maior ou igual a 60 mmol/l e/ou duas mutagdes patogénicas da FC; e os pais ou
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responsaveis concordarem em participar da pesquisa. Critérios de exclusdo: individuos em
agudiza¢do da doenga no momento da avaliagdo clinica.

Foram coletados pela equipe médica, por meio de uma ficha de registro clinicos, os
seguintes dados: os dados sociodemograficos (idade - anos, sexo e etnia), clinicos (mutagdes,
insuficiéncia pancredtica) e nutricionais (peso - Kg, IMC). Para andlise da fun¢do pulmonar,
foi realizado espirometria e as recomendacdes estavam em consonancia com a American
Thoracic Society, foram coletados VEF1, CVF e VEF1/CVF (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2002). Apos essa avaliacao inicial e a liberagdo pela equipe médica, foi realizado

o teste de caminhada de 6 minutos, executado no mesmo dia da consulta ambulatorial.

3.5 Analise dos Dados

Na organizagdo e analise dos dados, foi utilizado o programa estatistico Statistical
Package for the Social Sciences - SPSS (versao 23.0).

Os dados foram analisados em termos descritivos, com a finalidade de caracterizagao,
sendo que para as variaveis continuas calculou-se a medida de posicao média e as medidas de
dispersdo: desvio padrao, minimo e maximo. As varidveis categoOricas foram analisadas
quanto a frequéncia e porcentagem. Também foram feitos calculos inferenciais como Teste t
para comparacdo das médias. O teste de correlacdo de Pearson, para as correlagdes o valor de
r -entre 0,7 ¢ 1 foi considerada correlagao forte, 0,31 a 0,69 moderada ¢ 0 a 0,30 correlagao

fraca e o nivel significancia estatistica adotado foi p < 0,05.

3.6 Aspectos Eticos

A elaboragdo do Artigo 2 foi aprovado pela Comissio de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Goias — UFG, numero do parecer 2.017.126, CAEE:
56605216.3.0000.5083 (Anexo). Por se tratar de andlise de prontuarios foi solicitado a
dispensa do TCLE (Anexo).

Para a elaboragdo do artigo 4, o protocolo do estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias — UFG, numero do parecer: 3.256.001,
sendo parte de uma pesquisa maior “Avaliacdo dos Marcadores Inflamatorios,
Microbiolédgicos e Funcionais de Criangas e Adolescentes com Fibrose Cistica e Efeitos da
Suplementagdo com a Curcumina”. Os aspectos éticos da resolugdo n°466/12 foram levados
em consideragdo durante a coleta e exposicao dos dados. O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), termo de assentimento (TALE) e o TCLE para responsavel foram

devidamente utilizados.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos foram descritos na forma de artigo cientifico compondo cada

capitulo desta dissertacao:

- Capitulo 1 — GENE CFTR e FIBROSE CiSTICA: UMA REVISAO DE
LITERATURA.

- Capitulo 2 — CARACTERIZACAO DAS MUTACOES DOS INDIVIDUOS COM
FIBROSE CiSTICA EM UM CENTRO DE REFERENCIA DE GOIANIA: UM
ESTUDO TRANSVERSAL.

- Capitulo 3 — O PAPEL DA EPIGENETICA NA FIBROSE CISTICA - UMA
REVISAO SISTEMATICA.

- Capitulo 4 — AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR E DO TESTE DE
CAMINHADA DE 6 MINUTOS EM INDIVIDUOS COM FIBROSE CiSTICA.
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CAPITULO 1 - GENE CFTR e FIBROSE CISTICA: UMA REVISAO DE
LITERATURA*

* Publicado na Revista Visio Académica
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RESUMO:

A Fibrose Cistica é uma doenga autossdmica recessiva, causada por uma alteragdo no
gene cfir, que & responsavel pela produgdo da proteina CFTR, responsavel pelo transporte
de CIna membrana celular. O objetivo desta revis3o visa descrever os aspectos estruturais
do gene cffr, considerando-se que a compreens3o do gene relacionado com a etiologia da
FC & importante para discutir as repercussdes clinicas da doenga Foi realizado o
levantamento bibliografico em trés bases de dados: PubMed, LILACS & MEDLIME e as
buscas nos bancos gendmicos NCBI, HGNC e Ensembl. Os artigos encontrados descrevem
a estrutura e morfologia do gene cftr e a associagdo dos éxons com os respectivos dominios
codificados na proteina CFTR, evidenciando em como as alteragdes no gene repercutem
na fisiopatologia da Fibrose Cistica.

Palavras-chave: gene cifr, estrutura do gene cfir.

ABSTRACT

Cystic Fibrosis is autosomal recessive disease, with etiology is caused by a change in the
cftr gene, which is responsible for the production of the CFTR protein, consequently for
transporting CI in the cell membrane. The purpose of this review is to compile the available
data regarding the structural aspects of the cfir gene relating to the protein defect in CF. A
bibliographic survey was conducted in thee databases: PubMed, LILACS e MEDLINE. The
articles found describes the structure and morphology of the cffr gene and the relation
between the exons and the respective domains encoded in the CFTR protein, bring light for
how changes in the gene affects the physiology of Cystic Fibrosis.

Keywords: cffr gene, cfir gene structure.

1. INTRODUGAO

A Fibrose Cistica (FC) € uma doenc¢a grave, autossGmica recessiva, com alta
incidéncia em populagbes de origem caucasiana. Segundo a Fundagdo Americana de FC,
mais de 30.000 pessoas vivern com a doenga nos Estados Unidos e mais de 70.000 no
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RESUMO

A Fibrose Cistica ¢ uma doenca autossOmica recessiva, causada por uma alteracao no gene
CFTR, que ¢ responsavel pela producdo da proteina CFTR, responsével pelo transporte de CI°
na membrana celular. O objetivo desta revisao visa descrever os aspectos estruturais do gene
CFTR, considerando-se que a compreensdo do gene relacionado com a etiologia da FC ¢
importante para discutir as repercussoes clinicas da doenca. Foi realizado o levantamento
bibliografico em trés bases de dados: PubMed, LILACS e MEDLINE e as buscas nos bancos
genomicos NCBI, HGNC e Ensembl. Os artigos encontrados descrevem a estrutura e
morfologia do gene CFTR e a associagao dos éxons com os respectivos dominios codificados
na proteina CFTR, evidenciando em como as alteragdes no gene repercutem na fisiopatologia
da Fibrose Cistica. Descritores: gene CFTR, estrutura do gene CFTR.

ABSTRACT

Cystic Fibrosis is autosomal recessive disease, with etiology is caused by a change in the
CFTR gene, which is responsible for the production of the CFTR protein, consequently for
transporting Cl in the cell membrane. The purpose of this review is to compile the available
data regarding the structural aspects of the CFTR gene relating to the protein defect in CF. A
bibliographic survey was conducted in thee databases: PubMed, LILACS e MEDLINE. The
articles found describes the structure and morphology of the CFTR gene and the relation
between the exons and the respective domains encoded in the CFTR protein, bring light for
how changes in the gene affects the physiology of Cystic Fibrosis.

Descriptors: CFTR gene, CFTR gene structure.

1. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenga grave, autossOmica recessiva, com alta

incidéncia em populacdes de origem caucasiana. Segundo a Fundagao Americana de FC, mais
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de 30.000 pessoas vivem com a doenca nos Estados Unidos e mais de 70.000 no mundo,
sendo que 1.000 novos casos sdo diagnosticados por ano. Mais da metade da populacao com
FC vive 18 anos ou mais e os avangos nas Ultimas décadas possibilitaram o aumento da
sobrevida (CYSTIC FIBROSIS FOUNDANTION, 2019).

Os relatos da doenca datam do século XVIII ¢ XIX, com descricdes no folclore
europeu sobre criangas com suor salgado (RIBEIRO, RIBEIRO, RIBEIRO, 2002). “Infeliz da
crianca que, quando beijada na fronte, apresenta sabor salgado. Ela estd fadada a morrer
precocemente” - essa frase ¢ citada como umas das referéncias as criangas que morriam
precocemente (FIRMINDA, MARQUES, COSTA, 2011). Relatos de criangas com doenca de
ileo meconial, doengas celiacas com alteragdes pancredticas e disfungdes pulmonares
continuaram sendo descritas, entretanto, apenas em 1938, Dorothy Andersen, apds um estudo
minucioso de andlise clinica e anatomopatoldgicas, descreveu cientificamente a doenca
(RIBEIRO; RIBEIRO; RIBEIRO, 2002; FIRMINDA, MARQUES, COSTA, 2011;
FARRELL et al., 2017).

Na década de 40, a denominagdo “Mucoviscidose” foi proposta a partir das descri¢des
sobre as secrecdes espessas € bloqueio dos ductos (QUINTON, 1999). Em 1946,
apresentaram-se as primeiras evidéncias de que a doenga era genética e seguia um padrao de
heranga autossomica recessiva (ANDERSEN, HODGES, 1946). Em 1959, Gibson & Cooke
desenvolveram o teste do suor que ¢ utilizado até os dias de hoje para o diagnostico de FC
(GIBSON, COOKE, 1959). A pesquisa sobre os fundamentos bioquimicos da fibrose cistica
progrediu mais lentamente que os trabalhos clinicos, mas o ritmo se intensificou na primeira
metade da década de 1980, descrevendo a relagdo entre as concentragdes de cloreto, sodio e
os tecidos (QUINTON, 1999).

A medida que as pesquisas bioquimicas progrediram, ocorreu em 1989 a descoberta
do gene responsavel pela FC no cromossomo 7q31.2. O gene foi isolado por clonagem
posicional, usando as técnicas de “chromosome walking” e “chromosome jumping”
(ROMMENS et al., 1989). Esse avango permitiu o maior detalhamento do conhecimento da
doenca em relagdo aos canais de cloreto defeituosos, bem como das respectivas sequéncias de
aminodcidos presentes nos dominios da proteina ancorada na membrana celular. Nesse
contexto, o gene e a proteina foram denominados Cystic Fibrosis Transmembrane
Condutance Regulator (CFTR), do inglés Reguladora de Condutincia Transmembrana na

Fibrose Cistica (GOETZINGER, 2017).
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Considerando-se que a compreensdo do gene relacionado com a etiologia da FC ¢
importante para discutir as repercussdes clinicas da doenga, a presente revisao visa descrever

os aspectos estruturais do gene CFTR.

2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo ¢ uma Revisdo de Literatura para o levantamento de dados sobre os
aspectos estruturais do gene CFTR. Para as buscas de dados, os descritores utilizados foram:
“Regulador de Condutancia Transmembrana - CFTR”; “estrutura do gene CFTR”, “fibrose
cistica” e “cystic fibrosis”, “gene CFTR”, “struture gene CFTR”. Os idiomas para selecao das
referéncias foram o inglés, o portugués e o espanhol. As bases de dados utilizadas para a
busca foram: PubMed, LILACS (Literatura Latino Americana ¢ do Caribe em Ciéncia da
Saude) e MEDLINE (Literatura Internacional em Ciéncias da Satide e Biomédica). Nao houve
delimitacdo de tempo para selegdo dos artigos. Os artigos encontrados nas plataformas
escolhidas somaram 1.418 artigos, dos quais 24 deles retratavam de fato, a estrutura do gene
CFTR.

Os dados gendmicos foram buscados nos bancos: National Center for Biotechnology
Information - NCBI (ncbi.nlm.nih.gov), a partir do gene codificado pelo numero: 1.080; Hugo
Gene Nomenclature Committee - HGNC (genenames.org), com numero de identificacao

HGNC:1884; e Ensembl (ensembl.org), com nuamero de identificagdo do gene

ENSG00000001626. As buscas foram restritas ao gene CFTR em humanos.

3. REFERENCIAL TEORICO

Os genes sdo constituidos por uma sequéncia de acidos nucléicos que codificam um
produto final, podendo ser RNA ou polipeptidio (JOAQUIM; CHARBEL, 2010). A estrutura
de um gene ¢ didaticamente dividida em regides transcritas € ndo transcritas, sendo que as
regides nao transcritas constituem as regides promotoras do gene, que determinardo os
mecanicos regulatorios. Enquanto as regides transcritas sdo constituidas pela sequéncia de
DNA codificante e pelo silenciador (KLUG et al., 2010). O CFTR ¢ um gene grande que
abrange 250 quilobases (Kb) de DNA gendmico, que encompassam 27 éxons. O DNA
complementar (cDNA) contém 4.560 pares de nucleotideos, codificando uma glicoproteina
final com 1.480 aminoacidos (VOGEL, MOTUSLSKY, 2000).

A regido promotora, ou regido reguladora, ¢ uma sequéncia de DNA que o aparato de

transcricdo reconhece e a qual se liga para determinar o ponto de inicio da transcri¢do. Em
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eucariotos, a regido promotora ¢ dividida em promotor regulador e promotor cerne
(KANEHISA; GOTO, 2000). Funcionalmente, a regido reguladora reconhece o gene a ser
transcrito, enquanto o cerne se presta sequencialmente a ligacdo do complexo transcricional.
Cada uma das regides promotoras ¢ modulada por fatores especificos de transcrigdo, que
podem ativar ou reprimir a transcri¢do do gene. Variagdes nas sequéncias de nucleotideos dos
promotores sdo comumente encontradas como, por exemplo, as repeticdes dos dinucleotideos
de Citosina-Fosfato-Guanina ou ilhas CpG (PANDEY; MANN, 2000).

As regides ricas em ilhas CpG sdo sequéncias € podem se ser encontradas proximas
aos sitios de inicio de transcrigdo de alguns genes, sendo suscetiveis a reagoes de metilagdo
catalisadas por enzimas DNA metiltransferases (DNMT). Esse mecanismo epigenético ¢
responsavel por uma via de regulagdo do silenciamento da expressao génica (GREENBERG,
BOURC’HIS, 2019). LEWANDOWSKA et al., (2010) analisaram a metilacdo da regido
promotora de CFTR, com um total de 58 dinucleotideos CpG em uma regido upstream e
downstream de aproximadamente 1,7 kb. Com excecdo do dinucleotideo hipermetildvel GC
na posicao —1.512, outros dinucleotideos GC nao foram metilados nas posicdes mais
proximais do promotor. Por esses dados, a regido promotora do gene CFTR, mesmo quando
inativa, geralmente ndo ¢ metilada. Além das regides hipermetilaveis ricas em ilhas CpG,
outras modificagdes na arquitetura da cromatina sdo associadas com a ativagdo ou inativagao
dos promotores. Por isso, uma combina¢do de modificagdes epigenéticas contribui para os
multiplos mecanismos reguladores do promotor do gene CF7R (BLACKLEDGE et al., 2007).

O CFTR foi um dos primeiros genes com evidéncia de elementos reguladores externos
ao promotor. Nesse caso, um elemento regulador de 10 kb foi identificado no primeiro intron
do gene, sendo que essa estrutura de elemento regulador também foi descrita em outros genes
(NUTHALL et al., 1999; ROWNTREE et al., 2001). Embora necessario para direcionar os
niveis basais de expressdo génica, o promotor do CFTR ¢ relativamente fraco e parece nao ter
elementos de controle especificos do tecido (OTT et al., 2009).

Um outro aspecto peculiar da sequéncia regulatoria do CFTR ¢ a conhecida auséncia
de TATA box e de qualquer descrigao de CAT box (GGCCAATCT), duas sequéncias de
consenso upstream, comumente descritas em eucariotos (SWAHN; HARRIS, 2019). Por
outro lado, os sitios de inicio da transcri¢ao do gene CFTR, ou sitios potencialmente com essa
finalidade, foram identificados em trés locais de ligagcdo putativos para o fator de transcri¢ao
Sp1 (GGGCGQG). Porém, varios locais de ligagao em potencial para o fator de transcrigao Apl
(GGAGTCAQG) sao controversos na literatura (SMITH, 1996; KAHRE, 2004). A regido

promotora do CFTR contém também um importante elemento de ac¢do cis na posi¢ao -632. O
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somatorio de elementos de agdo cis do gene deve atuar de forma cooperada para regular o
inicio e a velocidade da transcri¢do, catalisada pela enzima RNA polimerase 11 (TUCKER;
DAVID; CHRISTOPHER, 1992).

A regulagdo da expressao do gene CFTR ¢ complexa e envolve a interagdo de varios
fatores e elementos reguladores diferentes. O gene CFTR ¢ flanqueado no lado de 5' pelo
ASZ]1 (repeticao de anquirina, SAM e ziper basico de leucina) e 3' pela Proteina de Ligacao a
Cortactina 2 - CTTNBP2. A expressdo do gene acontece principalmente pelo ancoramento da
proteina CFTR na membrana apical de células epiteliais especializadas do intestino, tecidos
reprodutivos, glandulas e vias aéreas (TERLIZZI et al., 2018). A CFTR faz parte da
superfamilia de transportadores ABC (A TP-binding cassete, do inglés cassete ligante de ATP)
e tem fungdo relacionada ao transporte de ions cloreto. Conforme descrito na Figura 1,
mutagdes do gene CFTR podem interromper o papel fisioldgico da proteina CFTR, desde o
controle da transcri¢do até o ancoramento estavel da proteina na membrana celular (OATES,

SCHECHTER, 2016).

Figura 1: Defeitos nas etapas de acio da proteina
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Figura modificada de: PRANKE et al, 2019.

Quanto a regido transcrita do CFTR, os 27 éxons apresentam tamanhos que variam de
38 pb (éxon 6a) a 723 pb (éxon 13), com média de 200 pb, enquanto os 26 introns variam de
1,1 Kb (intron 6a) a 40 Kb (intron 3) (MCCARTHY; ANN, 2005; STREIT, 2003). A regido
génica com maior impacto na limitacdo funcional da proteina CFTR ¢ o éxon 10, por ser o
sitio com o maior acimulo de muta¢des nao-sinonimas, como ilustrado na Figura 2 (KUHNL;
FAUCZ, 2005). Adicionalmente, erros podem ocorrer no corte entre éxons € introns, ou na

ligacdo entre os éxons durante o processamento do pré-mRNA. Por exemplo, uma baixa
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eficiéncia no processamento pode resultar na dele¢do do transcrito do éxon 9 e, consequente,

expressao de um severo fendtipo da FC (DELANEY et al., 1994).

Figura 2: Representacio da associaciio entre o mRNA processado e os dominios funcionais da proteina
CFTR.
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Figura modificada de KAHRE, 2004.

Enquanto o éxon 1 tem fun¢do regulatoria, os demais 26 éxons codificam a sequéncia
de aminos constituintes da proteina CFTR (NUTHALL et al., 1999; ROWNTREE et al.,
2001). Parte desses éxons codifica sequéncias de aminoacidos que se organizam sob
conformagdo tercidria e/ou quaterndria especifica para a estabilizagdo de dominios
estreitamente relacionados com a func¢do da proteina (Tabela 1), sendo esses dominios
intercalados por regides de ligacdo flexiveis (BERG et al., 2014). Os éxons do CFTR
codificam: os Dominios Transmembranares 1 ¢ 2 (TMD1 e TMD?2), os Dominios Ligantes de
Nucleotideos 1 € 2 (NBD1 e NBD2), além de um Dominio Regulador (Dominio R).

ApoOs as sequéncias que transcrevem os dominios funcionais da proteina, o gene se
encerra com uma terceira e ultima regido estrutural que cumpre a fungdo de término da
transcricdo. Apesar de a sequéncia nucleotidica do DNA demarcar onde a transcrigdo deve ser
finalizada, o sinal funcional de término da transcri¢ao reside no RNA recém-sintetizado. Por
1ss0, a transcri¢ao do gene sO termina apos a regido de término ter sido copiada para o RNA
(PIERCE, 2011). O término da transcri¢ao, entretanto, ¢ um tema preterido em relagdo a
regulagao da transcricdo em 5’ UTR. Erros no término da transcrigdo podem acarretar em
inclusdo de cistrons adicionais, codificantes de proteinas disfuncionais (PROUDFOOT,
2016). Devido aos dados sobre a regido de término da transcricdo no CFTR permanecem

escassos, os dados aqui apresentados representam apenas a estrutura geral dos genes.




42

Tabela 1: Associacio do éxon com o dominio codificado na proteina CFTR.

I’dentiﬁcag:ﬁo do Dominio Func¢ao do Dominio

Exon Codificado

3a’7 TMD1 Formagéo do poro do canal de cloreto
9al2 NBD1 Abertura do Canal/Fechamento do Canal
13 a 14a Dominio R Fosforila¢do para ativagdo da proteina
14a a 18 T™MD2 Formacao do poro do canal de cloreto

19 a 23 NBD2 Abertura do Canal/Fechamento do Canal

Adaptado de: ZIELENSKI ; TSUI, 1995.

Embora tenham se passado 30 anos desde a identificacdo do CFTR, os mecanismos
reguladores desse gene ndo foram totalmente elucidados. E provavel que muitos mecanismos
estejam envolvidos na diferenciacdo do tecido e regulagdo especifica temporal exibida por
esse gene. As razdes para esse lento progresso incluem a escassez de tipos de células
primarias apropriadas para avaliar a expressao de CFTR e os desafios técnicos que surgem nas
analises globais de grandes genes que sao regulados por multiplos elementos de agdo cis
interativas (TABCHARANI et al., 1991; VANKEERBERGHEN; CUPPENS; CASSIMAN,
2002).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os artigos que descrevem a estrutura ¢ morfologia do gene CFTR foram publicados
predominantemente na década de 1990. Mesmo com a posterior execucdo de estudos
robustos, muitas lacunas permanecem por serem elucidadas, em especial quanto aos aspectos
da fisiologia molecular do CFTR. Nao obstante, a presente revisdo descreve os aspectos
estruturais desse gene, incluindo os marcos regulatorio para inicio e fim da transcri¢dao. Os
demais elementos do gene, com as respectivas correlagdes entre éxons € dominios proteicos
funcionais, também foram apresentados. Em conjunto, esses dados embasam a compreensao

de como alteracdes no gene CFTR repercutem na fisiopatologia da Fibrose Cistica.
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RESUMO

Objetivo: identificar as mutacdes do gene CFTR mais prevalentes em individuos com fibrose
cistica (FC) em um centro de referéncia em Goiania. Métodos: ¢ um estudo transversal,
descritivo, em que os dados foram coletados de prontuarios em um centro de referéncia para
pessoas com fibrose cistica. Foram excluidos os individuos com o diagnostico inconclusivo
de FC e com registros incompletos nos prontuarios. Dos 61 prontuarios analisados, foram
incluidos na analise 48 prontudrios. Resultados: A maioria dos individuos eram do sexo
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feminino (54,2%), de naturalidade predominantemente dos municipios do Centro-Oeste
(71,7%), pardos. A mutacdo com maior frequéncia foi a F508del (48,4%), em heterozigose.
Quanto a classe, 58,3% sdo da classe II. Entretanto, 17 variantes alélicas foram descritas,
sendo que trés desses alelos ndo apresentam relatos na literatura. Conclusao: os resultados
dessa andlise descritiva mostraram uma grande heterogeneidade alélica nos pacientes
acompanhados em Goiania e esse perfil alelotipico e genotipico se destoa dos perfis descritos
em algumas regides do Brasil e destoa, principalmente, dos dados em populacdes pouco
miscigenadas. Foram encontradas trés mutacdes A349P, Q685Nfs*38, e S364Mfs*7 sem
descrigao na literatura e nos bancos de dados CFTR2.

Descritores: Heterogeneidade Genética, Mutacao, Fendtipo, Mucoviscidose.

ABSTRACT

Objective: To identify the most prevalent CFTR gene mutations in patients with cystic
fibrosis (CF) in the Brazilian Midwest. Methods: This is a cross-sectional, descriptive study in
which data were collected from medical records of a reference center for people with cystic
fibrosis. Patients with an inconclusive diagnosis for CF and with incomplete medical records
were excluded. Of the 61 records analyzed, 48 were included in the analysis. Results: Most
patients were female (54.2%), predominantly from the Midwest cities (71.7%), miscigenated
race. The most frequent mutation was F508del (48.4%), in heterozygosity. As for class,
58.3% are class II. However, 17 allelic variants have been described. Three of these alleles are
not reported in the literature. Conclusion: the results of this descriptive analysis showed a
great allelic heterogeneity in the patients followed up in Goiania and this allelotypic and
genotypic profile differs from the profiles described in some regions of Brazil and differs,
mainly, from the data in little miscegenated populations. Three mutations A349P,
QO685Nfs*38, and S364Mfs*7 were found without description in the literature and CFTR2
databases.

Descriptors: Genetic Heterogeneity, Mutation, Phenotype, Mucoviscidosis.

INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga grave autossOmica recessiva, causada pela
muta¢do no gene Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator (CFTR), localizado
no locus 7q31.2" 2. As mais de 2.000 mutacdes conhecidas na FC sio agrupadas em classes
ou tipos, que compreendem mecanismos, desde o controle da transcricdo até o ancoramento
estavel da proteina na membrana celular, causando o comprometimento fisioldgico da
proteina CFTR*3.

A proteina CFTR ¢ um canal i6nico que regula o volume de liquido nas superficies
epiteliais pelas concentragdes de cloreto e soédio®. Conforme o comprometimento na funcio da
proteina CFTR, o paciente apresenta alteragdes da viscosidade das secre¢des e consequente

acometimento de multiplos sistemas por obstrucio dos ductos®. A triade sintomatologica
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classica ¢ caracterizada por doenca pulmonar cronica, insuficiéncia pancreatica e as altas

concentragdes de cloreto no suor’.

O alelo mutante F508del do gene CFTR ¢ o mais prevalente em todo o mundo,
variando entre diferentes regides geograficas e distintos grupos étnicos®. Devido a alta
miscigenacdo, no Brasil, hd uma elevada heterogeneidade alélica do gene CFTR. Essa
variagdo ocorre também entre as regides geograficas’. Nesse contexto, o presente estudo
levou em consideragdo a necessidade de estudos epidemiologicos bioquimicos regionalizados
para preencher lacunas de relatos em um cendrio mais amplo. Portanto, o objetivo desse
estudo foi identificar as mutagdes do gene CFTR mais prevalentes em individuos com fibrose

cistica de uma populag¢do, em um centro de referéncia de Goiania.

METODOS

Este estudo ¢é transversal e descritivo. Os dados das mutagdes foram coletados dos
prontudrios entre outubro de 2020 a dezembro de 2020, em um centro de referéncia em
Goiania (Goias, Brasil) para pessoas com fibrose cistica. Os critérios de inclusdo foram: 1-
individuos regularmente acompanhados em um Centro de Referéncia de FC em Goiania; 2-
analise do gene CFTR por sequenciamento. Como critério de exclusdo foram: 1- auséncia de
diagnostico conclusivo de FC; 2- registro incompletos nos prontuarios. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias e esta registrado

sob o numero CAAE: 56605216.3.0000.5083.

Os individuos acompanhados no ambulatorio de FC sdo avaliados com uma frequéncia
trimestral ou de acordo com os sintomas de agudizagdo de cada paciente. Nas avaliagoes, as
informacdes sdo registradas em uma ficha padronizada pela equipe médica, contendo as
informagdes quanto aos sintomas clinicos, medicacdes, exames laboratoriais em geral,
avaliagdo respiratoria, gastrointestinal e as condutas. A equipe multiprofissional que

acompanha os individuos também registra as informagdes no prontuario em fichas separadas.

Inicialmente foram solicitados os prontuarios no Servico de Arquivamento Médico e
Estatistico (Same). Para a coleta das informacgdes, foi formulada uma ficha de extra¢do de
dados com as informagdes: idade, sexo, naturalidade, cor/etnia, tripsinogénio imunorreativo
(IRT), dosagem de cloreto, genotipagem, indice de massa corporal (IMC), os medicamentos,

os valores da espirometria, colonizacao bacteriana e as informagdes quanto os atendimentos
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fisioterapéuticos. Quanto a classificacdo do indice de massa corporal (IMC) coletada em
prontudrio, a interpretagdo foi baseada no z-score para criancas menores de 5 anos'’, para
criancas maiores de 5 anos e adolescentes até 19 anos'!, e na classificacio do IMC
preconizada pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) para adultos!?. A gravidade dos
disturbios ventilatérios foi baseada nos laudos das espirometrias, descritas em prontudrios, €
categorizados com base nos documentos da Sociedade Brasileira de Pneumologia'. Todos os
dados coletados foram obtidos através dos registros nos prontuarios. As analises genéticas
foram coletadas com base nos laudos anexados ao prontuario e nas descrigdes realizadas pela
equipe médica, sendo realizadas por diferentes laboratérios. Os dados foram tabulados no
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 23.0, para andlise de
frequéncias e porcentagens para as variaveis categoricas, médias, desvio padrdao, minimo e

maximo para as variaveis continuas.

RESULTADOS

Dos 61 individuos em acompanhamento no ambulatorio de fibrose cistica, 48
prontudrios foram avaliados, conforme mostra o fluxograma 1. Quanto aos individuos
excluidos, seis individuos apresentam um padrdo de heran¢a ndo mendeliano, ou seja, nao
autossOmico recessivo, por apresentarem os sintomas, mas sem mutagdes. Um (01) paciente
foi excluido por apresentar uma variante alélica com mutagdo patogé€nica e a outra variante
alélica selvagem. Outros seis individuos, foram excluidos, por apresentarem diagnostico
conclusivo pelos sintomas clinicos e teste do suor positivo com cloreto > 60 mmol/l porém,

sem alelos mutados tenham sido detectados pelo sequenciamento do gene CFTR.

Fluxograma 1: Selecfo dos individuos do estudo
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Pacientes acompanhados no
ambulatoério de FC

(n=61)
Nimero de prontuirio nio
encontrado.
(n=102)
Elegiveis para o estudo
(=350
Pacientes Excluidos
n=11)
¥ Sem teste genético (n=04)
] ] Teste genético negativo
Pacientes selecionados para a (n=06)
anilise dos prontudrios Variante patogénica inica em
(n=48) heterozigose (n=01)

Fonte: Elaborado pela autora.

As caracteristicas gerais dos individuos podem ser observadas na Tabela 1. Os
individuos com FC sdo a maioria do sexo feminino, com a média de idade 13,35 anos, idade
minima de 1 ano e maxima de 43 anos. Quanto a naturalidade, 29 individuos (72,5%) sdo da
regido do Estados de Goias (Goiania, Aparecida de Goidnia e demais municipios) e os demais
sdo divididos entre a regido Norte 15% (n=6), Nordeste 7,5% (n=3), Sudeste 2,5% (n=1) e

outra nacionalidade 2,5% (n=1).

Tabela 1: Caracterizacao da amostra (n=48)

Dados dos participantes da pesquisa Valores
Sexo -f (%)
Feminino 26 (54,2%)
Masculino 22 (45,8%)
Idade (em anos) Méd (DP) 13,35 (£8,45)
Cor/etnia — f (%)
Branco 5 (11,6%)
Negro 1 (2,3%)
Pardo 17 (39,5%)
Amarelo 1 (2,3%)
Nao declarado 24 (44,2%)
Histoérico Familiar de FC- f (%)
Sim 7 (14,6%)
Nao 35 (72,9%)
Sem relatos no prontuario 6 (12,5%)
Idade do Diagnostico — f (%)
Teste do Pezinho 16 (37,2%)
1% ano de vida 12 (27,9%)
2 a 5 anos de vida 4 (9,3%)
Acima de 5 anos 11 (25,6%)
IRT Méd (DP) 171,5 (x107,9)
Minimo - Maximo 48,6 - 449,1
Valor Cloreto Méd (DP) 100,1 *31,7)

Minimo - Maximo 50 - 200
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Fonte: elaborado pela autora.

Quanto a distribuicdo dos resultados com base na frequéncia da mutagdao F508del, 20
individuos (41,7%) apresentam a mutacdo F508del em heterozigose, 13 individuos (27,1%)
F508del em homozigose e as demais mutagdes tém as frequéncias distribuidas nos genotipos

de 15 individuos (31,3%).

A frequéncia total do alelo F508del foi de 48,4%. Ao todo, 17 diferentes variantes
alélicas foram detectadas nos 48 individuos analisados, além do F508del. A comparagdo entre
as frequéncias das mutagdes de Goiania, do Brasil e do banco de CFRT2 foi feita no Grafico
1, demonstrando a alta variabilidade alé¢lica em Goiania. Nao foram representadas na tabela as

variantes classificadas como delecao do éxon 12, a mutacao intrénica e a 7T/TG11-9T/TG10.
Grifico I: Comparacio entre as mutacées encontradas no Estudo, no Brasil e no mundo*.
Comparacgao das Mutacdes encontradas no estudo

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

F508 R334 G542 R106 V232 312013272~ A 349 QGS' R851 R116 W12 8364
del W X 6C D G83E(+1G- | 26A- P X 2xX 81X
=A =G fs*38 f *7

CFTR2Z 69.74 0.30%00.,01%02.54%260.15%00,03%00,43%60.35%60,33%00.00%00.00%00.02%060.46%01.21%00.00%
Brasil 43.752.19%1.11%6.,69%61.22260,31%1.56%2.75%0.90%0.00% 0% 0.06%0,01%60.62%0.00%
mEstudo 48.40 9.50%6.30%7.40%6.30% 2% 5.30% 1% 1% 1% 1% 1% 2% 2% 1%

m Estudo Brasil CFTR2
*Dados retirados da frequéncia brasileira do Registro Brasileiro de FC° e frequéncia mundial CFTR2'4,

No presente estudo, foi realizada a categorizagdo das mutacdes em classes: a Classe I
teve uma frequéncia de 19 alelos (19,8%); a classe Il com 56 alelos (58,3%) representada, na
maioria, pela F508del; ja a classe IV com 7 alelos (7,3%); e a Classe V com 4 (4,2%). As
mutagdes A349P, Q685NTfs*38, R851X e S364Mfs*7 nao foram agrupadas quanto as classes

de mutagdes por nao haver na literatura descrigao sobre a deficiéncia proteica de CFTR.
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Quando realizada a andlise cruzada dos dados das classes de mutagdes com os
disturbios ventilatérios, o IMC e insuficiéncia pancredtica, individuos classes consideradas
leves ou brandas apresentaram sintomas mais graves, foram G85E/R334W e F508del/R334W.

Sobre a colonizagdo bacteriana descrita nos prontudrios, a mais frequente foi por
Staphylococcus aureus, em 17 individuos (41,5%), seguida da Pseudomonas aeruginosa em
nove individuos (22%) e dois individuos (8,7%) estavam colonizados por Klebsiella

pneumoniae. Dos individuos analisados, trés (7,3%) tiveram infecgdes cronicas por S. Aureus
e Pseudomonas. Dos individuos infectados, 11 individuos eram homozigotos para F508del,
sendo mais prevalentes as bactérias Staphylococcus aureus (9,8%) e Pseudomonas
aeruginosa (9,8%). Dos 13 individuos heterozigotos para F508del, a bactéria mais frequente
foi Staphylococcus aureus (24,4%).

As variaveis clinicas quanto a fun¢do pulmonar Volume expiratorio For¢cado em 1
segundo (VEF1) apresentaram a média 62,84% (+22,04), Capacidade Vital Forcada com a
média 72,37(£16,60) e a relagdo VEF1/CVF 80,76%. Quando realizado a referéncia cruzada
dos valores de funcao pulmonar e a distribuigdo das mutacgdes (tabela 2), os trés casos com
disturbios mais graves eram um com mutacao F508del em homozigose, o S364M*7/G85E e

G85E/R334W.

Tabela 2: Distribuiciao dos disturbios ventilatorios e as mutacoes

Distarbio Ventilatorio

Sem Distarbio Disturbio Distarbio Distarbio
alteracdo  ventilatorio  ventilatério  ventilatério  ventilatorio
. . . . Total
obstrutivo obstrutivo muito misto
leve moderado acentuado
Homozigoto 1 3 1 1 0 6
F508del
Heterozigoto 3 5 5 0 1 14
F508del
Outras 2 2 1 2 1 8
Variantes
Total 6 10 7 3 2 28

Fonte: elaborado pela autora

Desses individuos com distirbios ventilatorios mais severos, seis (14,6%) utilizam
oxigénio em domicilio e cinco tém indicacdo para transplante pulmonar. As mutacdes
presentes foram F508del em Homozigose, S364M*7/G85E, G85E/R334W, F508del/R334W,
F508del/S4X e S4X/3272-26A->G.
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Sobre o estado nutricional dos individuos em relagdo ao Indice de Massa Corporal
(IMC), verificou-se o valor minimo de IMC 11,2 ¢ maximo 28,6, com uma média de 17,84
(DP£3,98). Quando realizada a referéncia cruzada dos dados do IMC com a distribui¢do entre
homozigoto e heterozigoto F508del e outras variantes com quadros de desnutrigdo mais
acentuados, foram um individuo com mutagao F508del/R33W e S364M*7/G85E.

Quanto ao uso da pancreatina nos individuos analisados, 78,6 % (33 individuos)
fazem uso continuo. Dos individuos com diagnostico de diabets mellitus, 14,6% (6
individuos) apresentam essa alteragao metabolica, sendo trés individuos em homozigose para
F508del, um em Homozigose para S4X. Os outros trés individuos apresentam mutacdo em
heterozigose: F508del/3120+1G->A, G542X/R1066C, S364M*7/G85E. E quanto a
insuficiéncia pancredtica, 22 individuos (53,7%) apresentam relatos da equipe médica quanto
a alteracdo. Porém nao ha relato no prontuario quanto a frequéncia de ileo meconial.

Com relagao a continuidade dos cuidados em casa, uso de medicacao, exercicios em
casa e acompanhamento fisioterapéutico, especificamente sobre o uso de medicagdes e
suplementag@o nutricional, para 79,1% (34 individuos) ha relatos de uso de pancreatina e
para 24 individuos ha relatos de utilizacdo de suplementacdo nutricional. Quanto ao
acompanhamento fisioterapéutico, 35 individuos (72,9%) ndo possuem supervisao
fisioterapéutica em nenhum dia da semana. Porém, hd relatos nos prontudrios quanto a
realizacdo de atividades seguindo manuais da equipe multiprofissional, ou seja, 33 individuos
(70%) fazem exercicios respiratorios em casa, seguindo as orientacdes da equipe, com uma

média de 1,74 dias na semana (DP+1,79).

DISCUSSAO

A regido Centro-Oeste ¢ uma das regides menos conhecidas quanto a caracterizagao
genética. A populagdo dessa regido foi composta predominantemente por pessoas
miscigenadas, devido ao ciclo do ouro, sendo de origem amerindia, africana na linhagem
matrilinear e europeias na linhagem patrilinear. Essa heterogeneidade na populagdo brasileira

ocorreu por migragdes internas e externas'’.

Nossos dados demonstram uma variabilidade das mutagdes alélica, seis dos alelos
apresentam uma frequéncia de 2%, refletindo miscigenacdo da populagdo goiana. Grande
parte dessas mutagdes foi descrita inicialmente na populacdo europeia, sendo que poucas
mutagdes tém frequéncia mundial acima de 0,1%. Apesar dos esfor¢os, nos ultimos anos, 30%

dos alelos ainda precisam ser identificados'®. Sendo assim, essa heterogeneidade alélica nos
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individuos com FC pode explicar o fato de sete individuos terem sido excluidos por testes
genéticos negativos, apesar de apresentarem sintomas, pois em muitos individuos ndo ¢

possivel concluir o diagnostico genético.

No presente estudo, dos 96 alelos detectados, 48,4% foram F508del. Ao analisar a
frequéncia dessa mutacdo em regides brasileiras, pode-se observar 48,7% no Rio Grande do
Sul, 47% em Sido Paulo, 25,68% no Rio de Janeiro e 22,7 % no Par4!’. Paises europeus como

a Crodcia, Albania e Dinamarca apresentam a frequéncia de alelo F508del superior a 80%!®.

Essa heterogeneidade nas distribuicdes das mutacdes a nivel do territorio brasileiro
esta relacionada com as caracteristicas étnicas. A da populagdo brasileira tem como raizes os
indios, europeus e negros, sendo impossivel inferir sobre ancestralidade gendmica a partir da
cor da pele!®. Portanto, os pardos sio um novo grupo étnico representado pela mistura de
geracdes de colonizadores (europeus), africanos, os descendentes desses grupos e as

populacdes locais?®.

Trés mutagdes foram encontradas na amostra desta pesquisa, sem descricdes no banco
CFTR2'*: a mutagio A349Pm que promove a substitui¢io da alanina na posi¢do 349 por
prolina foi citada no Clinvar (NM 000492.4); a variante Q685N fs*38, que promove a
substitui¢do da glutamina na posi¢do 685 por aspargina e mudanga da matriz de leitura com
consequente criagdo de um codon de parada prematuro; e a variante S364M fs*7, que
promove a substituicdo da Serina na posicdo 364 por uma Metionina e cria um codon de
parada prematuro. Cada um dos trés individuos apresenta o genétipo heterozigoto, cuja
segunda variante alélica ¢ o F508del, para A349P e Q685N fs*38 e o G85SE para S364M fs*7.

Para todos os alelos mutados, a repercussao fenotipica ¢ ainda desconhecida na literatura.

Os dados quanto a idade estdo de acordo com o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica,
em que 75% dos individuos com FC sio menores de 18 anos’. Ja quanto ao sexo, os dados do
presente estudo divergem dos relatorios internacionais, que relatam maior prevaléncia do sexo
masculino entre individuos com FC. Existe uma variagdo quanto a distribui¢cao em relagao ao
sexo, conforme a progressao da idade, sendo que o sexo feminino ¢ mais prevalente em idades

acima de 55 anos!®2122,

O impacto na proteina CFTR causada pelas mutacdes pode ocorrer desde auséncia de
sintese até a sintese com comprometimento de fungio residual da proteina®. Sendo assim, as

classificagcoes das mutagdes no gene CFTR sao baseadas no impacto quantitativo e qualitativo
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que elas causam a nivel da proteina CFTR. Portanto, elas sdo agrupadas em seis classes, de

acordo com alteracdes moleculares causadas na proteina CFTR>2423,

As mutagdes I, II, IIT estdo associadas com a formas clinicas mais severas da FC, que
resultam em perda completa da fungdo dos canais de cloros ou auséncia da proteina, enquanto
as mutacoes IV, V e VI acarretam manifestacdes clinicas mais leves, pois estdo associadas a
alteracdio na conducfio ou na redugio da sintese proteica’?®. Porém, devido a combinacdo de
alteracdes moleculares, defeitos moleculares causados por uma unica mutacao e a limitacao
da eficacia das terapias, hd, recentemente, uma proposta com base na classificagdo combinada
das classes de mutacdo em casos de fenotipos complexos?’. Essa combinagio de classes pode
explicar porque a R334W/F508del, apesar de ser uma mutacdao classificada como leve
(R334W), teve repercussdes respiratorias e gastrointestinais mais severas em um individuo

com FC nesse estudo.

A mutagdo F508del foi a mais frequente nos individuos deste estudo. Essa mutagao
gera alteracdo na conformagao proteica (dobramento), porém ha uma degradagdo prematura
da proteina, acarretando a auséncia do trafego dessa proteina. Essa mutagdo afeta a interfaces
NBD-TMD na proteina CFTR, interrompendo a interface entre NBD1 e TMD2. A mutagado
causa vdrias alteracdes bioquimicas, incluindo ndo apenas a alteracdo em NBD1, mas também
a alteracao na interacdo de entre NBD1 e ICL4, alterando a estrutura do dominio. Portanto,

essa mutacio se deve a combinacio de diferentes mecanismos de agdo na proteina®>-°.

Quanto a nutrigcdo, dos 10 individuos com déficits nutricionais que foram classificados
com desnutricdo acentuada e baixo peso, 8 individuos apresentaram a mutagcdo F508del em
heterozigose. Dos 24 individuos com diagnostico de insuficiéncia pancredtica, 16 individuos
apresentaram a mutacdo F508del, sendo 5 em homozigose ¢ 11 em heterozigose. A
insuficiéncia pancreatica ¢ a complicagdo gastrointestinal mais prevalente nos individuos com
FC. Como avaliado em outro estudo, follow-up de seis anos, os individuos com menores IMC

foram homozigotos para F508del?®.

Em relacdo aos disturbios ventilatorios dos quatro individuos com distirbios
ventilatorias acentuados, trés foram genotipados com a mutagdo F508del, sendo 1 em
homozigose ¢ 2 em heterozigose com S4X e R334W. Desses trés individuos, dois tém
indicagdes para transplante pulmonar. Portanto individuos homozigotos para mutagdo
F508del apresentam sintomas respiratorios mais graves, com comprometimento da funcao

pulmonar e alteragdes gastrointestinais?®. Entretanto, hd consideravel heterogeneidade
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fenotipica, mesmo em individuos com o mesmo gendtipo ou classe de mutacdo do gene

CFTR?.

A mutacao R334W apresenta uma frequéncia alélica de 9,4% neste estudo, sendo a
segunda mais prevalente. Causa a substituicdo da arginina na posicao 334 por um triptofano.
Descrita por apresentar fenotipos brandos, a arginina ¢ um aminoacido com cadeia lateral, o
que o torna altamente hidrofilico, possui uma cadeia lateral longa com grupamento guanidina.
O triptofano ¢ um aminoécido apolar, aromatico e altamente hibréfobico. Essa mutacdo esta
relacionada com TMDs, mais especificamente TM6. Os TMDs tém papel fundamental com o
fechamento do poro, sendo que mutagdes nessa regido afetam a condutancia do cloreto e/ou a

passagem do canal?®-°,

Os individuos com essa mutagdo apresentaram IMC classificado, na maioria, como
eutrofico, sendo que um paciente foi classificado como desnutricdo acentuada e o outro
paciente classificado como baixo peso. Quanto ao VEF1, os individuos apresentaram a média
dos valores de fluxo de 57,57 1/min., sendo classificados como disturbios ventilatorio de leve
a moderado, entretanto um paciente apresentou disturbio ventilatério acentuado. Quando o
segundo alelo ¢ F508del, os individuos apresentam fenotipos mais severos, mesmo sendo

classificados como uma mutacgao de classe com alteragdes leves.

A mutagdo G542X, com uma frequéncia de 7,4%, € a terceira mais prevalente neste
estudo. Sua frequéncia ocorre de 10% a 15% na Europa, sendo maior na Espanha®'. A G542X
¢ classificada como uma mutagdo sem sentido e estd associada a um fendtipo severo. Nessa
mutacdo, a glicina (GGA), um aminodcido apolar, alifatico e hidrofobico, ¢ substituida por
um codon de parada (TGA). A alteracdo gera uma rapida degradacdo e a tradugdo ndo ¢
possivel e, mesmo que ocorra RNAm estavel para traducdo, a proteina sintetizada ¢ instavel e
rapidamente degrada. Essa mutacao afeta a interface NBD1 na estrutura proteica, estando

associada ao canal proteina e tem interagio com o dominio R da proteina, ICL1, ICL4%3233,

A mutacdo G542X neste estudo apresenta-se em 1 paciente homozigose e cinco em
heterozigose, sendo o segundo alelo F508del e R1066C. Suas alteragdes fenotipicas foram
classificadas como leves. Quanto a nutri¢do, todos os individuos foram classificados como
eutroficos ou sem déficit nutricional, apesar de apresentarem sintomas gastrointestinais
importantes. Quanto aos disturbios ventilatorios, apresentam alteracdes leves ou sem

alteracdes na espirometria.
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A S4X ¢ uma mutagdo com fendtipo severo, com alta prevaléncia no presente estudo
(6,3%), quando comparada a frequéncia brasileira (1,1%)°. H4 descri¢des dessa mutacio na
populacio eslovena (0,8%) e libanesa (7%)**. A Serina (TCG) é substituida por um codon de
parada (TAG) na posicio quatro. E a tinica muta¢do conhecida no éxon 1 e causa o término da
traducdo precoce. A mutagio causa uma alteracio na estrutura N terminal da proteina®®. Esta
delecdo remove 23 nucleotideos da posi¢ao 120-142, que afeta a regido 5' ndo traduzida

upstream do éxon 1, incluindo o codon de inicia¢o da tradugio (coédons 133-135)C.

A mutagdao S4X esta presente em um paciente em Homozigose € nos outros quatro
individuos em heterozigose. Sdo individuos com fendtipos mais graves®>**. Quanto aos
déficits nutricionais, 3 individuos apresentam alteragdes nutricionais. Todos os individuos
apresentam o diagnodstico de Insuficiéncia Pancreética. Dois individuos apresentam disturbio
ventilatério acentuado, com uso de oxigénio e indicacdo de transplante pulmonar, com
colonizagdes cronicas por S. Aureus € Pseudomonas, sendo os casos mais graves associados

aos alelos F508del e 3272-26 A->Q.

Outras mutag¢des encontradas em 5,3% dos individuos foram a G85E e¢ a R1066C. A
G85E ¢ uma mutagdo que causa a substituicdo da glicina, o aminoacido apolar, alifatico mais
simples, com um atomo de hidrogénio como cadeia lateral, considerada opticamente inativa.
O glutamato contém duas cadeias laterais que em ph neutro apresentam cargas negativas. Essa
mutacao causa altera¢ao na primeira por¢ao do dominio TMD (TMD1) da proteina CFTR, por
ocasionar a substituicdo de aminoacido sem carga por outro carregado negativamente na
por¢do TMD, introduzindo um grupo ionizavel na sequéncia MS1. Essa mutagdo desestabiliza
a proteina CFTR, ocasionando uma rapida degradacao por causar um defeito no deslocamento
proteico e uma interrupgao no processamento de CFTR. Pela alteragdo proteica, ¢ classificada

como fenétipo severo, Classe 113738,

No estudo, os cinco individuos apresentam a mutacdo G85E em heterozigose com os
outros alelos, F508del, Delecdo do éxon 12, R1162X, R334W e 364Metfs*7. Os fenotipos sao
heterogéneos, com alteragdes nutricionais de leve (2 individuos) a desnutricdo (2 individuos).
Quanto a alteragdo pancreatica, trés individuos apresentam insuficiéncia pancreatica. E quanto
ao comprometimento pulmonar, dois apresentam comprometimentos acentuados com
VEF1<30%. Esses individuos com fenotipos graves apresentam, como segunda variante,
R334W - uma mutagdo de Classe IV e a 364Metfs*7, sem informagdes quanto a alteracao

proteica, por ainda ndo ter sido descrita na literatura.
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A R1066C ¢ um fenotipo severo, resultado da falta de expressdo do canal na superficie
celular. E uma mutagdo do tipo transicio, que causa a substituigio de uma arginina,
aminoacido que tem carga positiva em pH neutro, com cadeia lateral muito polar, o que o
torna hidréfilo por uma cisteina, um aminoacido que contém um radical sulfidrila altamente
reativo, com cadeia lateral hidrofobas. A cisteina forma ligacdes dissulfeto, exercendo um
papel especial no modelamento da proteina. Essa mutagcdo ocasiona alteracdes em ICLA4,
citoplasma loops, responsavel por conectar as estruturas TMs na proteina CFTR, resultando
no processamento incorreto da proteina e a retencao no reticulo endoplasmatico (RE). O mal
dobramento local evita a obtencdo da conformagdo citoplasmatica global de CFTR, que ¢
necessaria para a maturacio. E esperado que CL4 contribua para a estrutura terciaria geral do

aspecto citoplasmatico da molécula na superficie do RE**4°,

Dos cinco individuos com a mutagao R1066C, todos sao em heterozigose, sendo que
quatro apresentam, como segundo alelo, o F508del. No Brasil, a frequéncia da mutagao
R1066C ¢é de 1,19%’ e sua presenca, em homozigose, esta associada a um fendtipo grave,

semelhante ao observado em individuos F508del homozigotos®'.

Este estudo tem algumas limitagdes. Devido a coleta ter sido realizada em prontuério
fisicos, ha a dificuldade de encontrar as informacdes quanto as mutagdes € os exames de
genotipagem. Quanto a coleta das informagdes clinicas, hd muitos dados incompletos e as
informagdes foram limitadas. Entretanto, este estudo foi realizado em um centro de referéncia
para o tratamento de FC e, portanto, ¢ possivel que a populagdo reflita as caracteristicas gerais
de individuos FC da regido centro-oeste brasileira. Outra vantagem: por ser uma doenca rara,
a amostra analisada pode acrescentar informacgoes relativas aos dados clinicos e perfil alélicos
dos individuos da regido do centro-oeste e acrescenta informagdes sobre os individuos com

FC no Brasil.

Os resultados dessa analise descritiva mostraram uma grande heterogeneidade alélica
nos individuos acompanhados em Goiania e esse perfil alelotipico e genotipico se destoa dos
perfis descritos em algumas regides do Brasil e destoa, principalmente, dos dados em
populagdes pouco miscigenadas. Foram encontradas trés mutacdes A349P, Q685Nfs*38,
R851X e S364Mfs*7sem descri¢ao na literatura e nos bancos de dados sobre gene CFTR.
Essas peculiaridades sdo importantes marcadores prognésticos para tomada de decisdao

precoce e ampliar o conhecimento sobre a doenca.
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RESUMO

Introducio: A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga autossomica recessiva. Ha individuos com
sintomas da doenga, porém com teste genético negativo, existindo, assim, uma lacuna quanto
a etiopatogénese da FC em alguns individuos. Portanto, a epigenética na FC pode ser a
interface entre o genoma e o ambiente, para preencher essa lacuna. Objetivo: buscar
evidéncias cientificas sobre a associagdo entre o silenciamento do gene CFTR por uma via
epigenética, a metilagdo, que independe do gene mutado em individuos com FC. Métodos de
Buscas: Foi realizada a busca eletronica nos seguintes bancos de dados: Pubmed, Scopus,
WEB of Science. Um total de 316 artigos foram encontrados, sendo 4 elegiveis para a revisao.
Resultado Principal: Os quatro artigos sdo caso-controle, sendo um total de 76 individuos
analisados com FC e 38 individuos no grupo controle. Todos os artigos reportam dados sobre
a andlise dos locais metilaveis do gene CFTR, dois relatam sobre a expressao de genes
modificadores do CFTR e a relacdo da metilagdo com a fun¢do pulmonar. Conclusao: Essa
revisdo sistematica permite concluir que a via epigenética por metilagcdo ndo estd intrinseca na
etiologia da FC.

ABSTRACT

Introduction: Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease. There are patients with
symptoms of the disease, but with a negative genetic test. Thus, there is a gap regarding the
etiopathogenesis of CF in some patients. Therefore, epigenetics in CF may be the interface
between the genome and the environment to fill this gap. Objective: to seek scientific
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evidence on the association between the silencing of the CFTR gene by an epigenetic
pathway, methylation, which is independent of the mutated gene in patients with CF. Search
Methods: An electronic search was performed in the following databases: Pubmed, Scopus,
WEB of Science. A total of 316 articles were found, 4 of which were eligible for review.
Main Result: The four articles are case-control, with a total of 76 patients analyzed with CF
and 38 patients in the control group. All articles report data on the analysis of the methylable
sites of the CFTR gene, two report on the expression of CFTR modifying genes and the
relationship between methylation and lung function. Conclusion: This systematic review
allows us to conclude that the epigenetic pathway through methylation is not intrinsic to the
etiology of CF.

1. Introducao

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga genética, autossoOmica recessiva, com morbidade
e mortalidade relacionadas ao acometimento de multiplos sistemas (SCOTT; DE SARIO,
2020). As mutagdes no gene CFTR causam espessamento e acumulo de muco, inflamagao e
varias complicacdes, principalmente no epitélio nas vias aéreas, pancreas, glandulas
sudoriparas, glandulas salivares, intestinos e trato reprodutivo, onde esse gene ¢ altamente
expresso (SIRINUPONG; YANG, 2015a). As consequéncias clinicas da FC resultam em
caracteristicas multiplas e complexas com fenotipo que variam consideravelmente em
gravidade, mesmo em mutacdes semelhantes (WILSCHANSKI; DURIE, 2007). Existe uma
variabilidade fenotipica entre os individuos com mesmas mutacdes, incluindo em gémeos
univitelinos, apontando para causas como genes modificadores e expressdes epigenéticas
(HERCEG; VAISSIERE, 2011).

A epigenética descreve os mecanismos envolvidos na expressdo genética e variagdes
de fendtipo causados por fatores externos, alteragdes na capacidade transcricional de células
através de mitose ou mesmo meiose, sem nenhuma mudanga primdria na sequéncia de DNA.
Alteragdes epigenéticas envolvem metilacdo de DNA, desregulacdo de miRNA e acetilagdo
de histona (PORTELA; ESTELLER, 2010). Os mecanismos epigenéticos sdo importantes
para determinar sobre expressdo ou silenciamento do gene. Portanto, a epigenética na FC
pode ser a interface entre o genoma e o ambiente, para explicar as diferengas fenotipicas entre
mutagdes semelhantes.

Na FC ha individuos com sintomas clinicos compativeis para a doenga, entretanto, nas
avaliacdes genéticas, ha auséncia de mutagdes, apresentando diagnésticos inconclusivos. No
Registro Brasileiro de FC, 11,8% (483 individuos) apresentam resultados negativos no estudo
genético e 22,2% (905 individuos) s@o inconclusivos, ou seja, com uma variante positiva e
outra com significado incerto (REBRAFC, 2017). Diante dessa situagdo, o objetivo desta

revisdo foi buscar evidéncias cientificas sobre a associacdo entre o silenciamento do gene
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CFTR por uma via epigenética, a metilagdo, que independe do gene mutado em individuos

com FC.

2. Materiais e Métodos
2.1 Registro
Esta revisdo foi registrada no PROSPERO, com o codigo CRD42020146776.

2.2 Critérios de elegibilidade e selecio dos artigos

Uma busca em banco de dados eletronico foi realizada no Pubmed, Scopus, WEB of
Science, sem limite de idioma ou data de publicacdo. A data da ultima pesquisa foi setembro
de 2020 e a estratégia de pesquisa utilizou as palavras como Fibrose Cistica, Mucoviscidose,
Epigenética e Metilagdo, Metilagdo DNA e suas variagdes nas buscas das bases de dados.
Com relagdo aos operadores booleanos, foram utilizados OR ¢ AND. Nas buscas ndo foram
utilizados filtros para restringir as procuras dos artigos. Foram incluidos os artigos que
investigavam as evidéncias do silenciamento do gene CFTR relacionados a fibrose cistica. Os
critérios de inclusdo foram estudos caso-controle relacionados a epigenética e FC, com
rastreamento para regides de hipermetilacdo do gene CFTR e seus genes modificadores. Os
critérios de exclusdo aplicados foram: (a) auséncia de avaliacdo da regido de hipermetilacao
no gene CFTR; (b) avaliagdo da regido de hipermetilagdo em outros genes nao relacionados
ao CFTR. Esta revisdo foi realizada com estudos ndo randomizados, estudos caso-controle,
devido a questdo de estudo, por buscar um fator etioldégico da FC e por tratar de desfechos
raros.

A triagem dos estudos elegiveis foi realizada em trés etapas: (a) leitura dos titulos; (b)
leitura dos resumos; e (c) triagem dos textos completos. Cada etapa foi realizada por dois
revisores independentes e, em caso de divergéncia entre os revisores, uma avaliagdo final foi

realizada por um terceiro revisor independente, com maior conhecimento na area.

2.3 Extracao de dados e analise de dados

Os dados de cada artigo foram extraidos em duplicata por cada revisor e depois foram
analisadas em conjunto as extracdes dos dados. As informagdes coletadas foram: primeiro
autor, ano de publicacdo, local do estudo, desenho do estudo, nimero de casos e numero de
controles os estudos, o tipo de tecido analisado, qual método usado, o gene analisado e as

ilhas CpGs analisadas, além da conclusao do estudo.
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Apesar de ndo existir, at¢ 0 momento, um instrumento de consenso para avaliagdo de
viés de estudos observacionais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
CIENCIA, 2014), utilizou-se 0 Newcastle-Ottawa Scale (NOS), que ¢ uma escala com trés
dominios: selecao dos grupos, comparacao com base em analise ou elementos de projegao e
verificacdo da exposicdo para estudos caso-controle. Cada item recebe uma estrela se a
resposta for sim, sendo que apenas no item comparabilidade ¢ possivel receber no maximo
duas estrelas. Portanto, pode-se classificar o maximo de quatro estrelas em sele¢do, duas
estrelas em comparabilidade e trés em exposicdo, totalizando um méximo de nove estrelas
(WELLS; O’CONNELL; PETERSON, 2000). Embora ndo tenha orienta¢des de classificagdo
da NOS, foram usados os seguintes intervalos de pontuagdo, baseado em um estudo, para
categorizar qualitativamente a qualidade geral dos estudos observacionais incluidos: 0 a 4 =
baixa qualidade; 5 a 7 = qualidade razoavel, 8 a 9 = alta qualidade (GIERISCH JM,
BEADLES C, SHAPIRO A, MCDUFFIE JR, CUNNINGHAM N, BRADFORD D,
STRAUSS J, CALLAHAN M, CHEN M, HEMMINGER A, KOSINSKI A, NAGI A, 2014).

3. Resultados

Um total de 316 artigos foram selecionados das quatro bases de dados. Entre eles, 111
foram duplicados. Apds a triagem do titulo, resumos e textos completos, quatro estudos

atenderam aos critérios de inclusdo (Figura 1) para a revisao.

Todos os quatro artigos sdo caso-controle, sendo um total de 76 amostras analisadas com
FC e 38 amostras no grupo controle sem FC. Todos os artigos falam da anélise dos locais
metilaveis do gene CFTR, dois falam sobre a expressao de genes modificadores do CFTR e a

relacdo da metilagdo com a fungao pulmonar.




Figura 1: Fluxograma das avaliacdes dos artigos.
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Ao avaliar a qualidade da evidéncia desses quatro artigos, a analise foi apresentada na

Tabela 1 para cada o critério de avaliacdo dos estudos dessa revisdo. Esses estudos sdo dois

considerados de baixa qualidade e dois de qualidade razoavel.

Tabela 1 — Risco de viés para estudos caso-controle usando a escala Newcastle-Ottawa

Estudos Seleciao Comparabilidade Desfecho/Exposicao

Total

Magalhies et al.,
2017 * * * *
(MAGALHAES et
al., 2017)

05

Chen et al., 2018

(CHEN et al., * * *

2018)

03

Bouvet et al.,2018
(BOUVET et al.,
2018)

03

Magalhies et al.,
2018 * * * * *

(MAGALHAES et
al., 2018)

05

Fonte: elaborado pela autora
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Nos estudos, a maior lacuna relaciona-se a comparacao entre os grupos € os controles,
por ndo haver descricdo na metodologia dos artigos. Observa-se, também, que ndo ha
mengoes sobre os fatores de confusdo para adequar a anélise. Quanto a sele¢do dos casos, nao
ha descricao da selecao dos casos e nem dos controles. Os artigos apresentam descrigcdes
quanto as analises dos grupos controles e dos casos, os resultados encontrados e as
repercussoes relacionadas ao gene de maneira detalhada. Apresentam também problemas de
imprecisdo, devido ao nimero de participantes nos estudos e problemas de direcdo. Portanto,
quanto a avaliacdo da qualidade da evidéncia que reflete a confianca que as estimativas de
efeito sdo adequadas para dar suporte as recomendagdes dessa revisdo sistematica, por se
tratar de uma revisdo sistematica de estudos observacionais, a qualidade da evidéncia ¢

considerada baixa.




Tabela 2: Descricdo dos principais achados em cada artigo

68

Referéncia Ano Local Métodos Tecidos Nuimero de Objetivos Ilhas CpG Gene Analisado Conclusio

do casos/controles

Estudo
Magalhdes 2017 Franga  Bissulfito e Sangue e céluas 48 pacientes com CF Avaliar se o: o As regives CFTR e genes A metilacio do
et al. sequenciamento de epiteliais nasais (homozigoto para estresse frequente analisadas modificadores CF DNA foi associada

tltima geracdo (BS-
NGS).

F508del) S 24
individuos saudaveis

altera o epigenoma
em tecidos afetados
por FC e as variacdes
de metilacio do DNA
nos genes
modificadores da
doenca modulam a
fungdo pulmonar em
pacientes com FC.

variaram de 133 a
264 bp, incluidas
de 5 a 26
dinucleotideos

CpG, e estavam a
menos de 1550 bp
de distancia do
local de inicio da
transcrigdo (TSS).

(ATF1, DUOX2,
EDNRA, ENaCy,
GSTM1, GSTM3,
HMOXI, IFRDI,
MUCSAC, TGFB,
TLR2,
TLRS,YY1)

a gravidade
pulmonar nos
genes HMOXI,

GSTM3 e EDNRA
e a uma delecdo
polimérfica  que
tem efeito protetor
na fibrose cistica
no gene GSTM3.
As alteragdes
podem resultar em
pequenas variagdes
de expressio que,
a0 longo do tempo,

modulam a
gravidade da
doenca pulmonar.
Bouvet et 2018 Canadda Conversio de Células epiteliais 05 pacientes com FC Investigar o efeito da  Grande regido RGS2eS100A12. Mecanismos
al. Bissulfito com brénquicas dos (homozigoto para metilagdo do DNA na hipermetilada no epigenéticos levam
protocolo de kit EZ pulmdes de F508del) e 02 regulagdao da promotor RGS2, a diminuigdio da
DNA  Methylation- individuos com FC individuos saudaveis.  expressio de RGS2 ¢ entre expressdo de RGS2
Direct homozigotos identificar o potencial aproximadamente em ceélulas
F508del. As células envolvimento de -650 nt ¢ +400 nt epiteliais;
epiteliais bronquicas locais de ligagio de apds o codon regulacdo negativa
ou traqueais dos transcrigdo inicial (+1) de RGS2 levou ao

individuos saudaveis.

especificos.

aumento da
expressdo de
S100A12 em

células em estresse
oxidativo.

(continua)
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Magalhdes 2018 Franca Use Bissulfito  Célula epitelial nasal. 32 pacientes com FC Para avaliar se os 485.764 locais de Foram Este estudo
et al. tratado usando o kit (homozigoto para nivels de metilagio metilagio foram encontrados 1267 detectou evidéncias
EpiTectR 96 FAST F508del) 16 do DNA sio analisados com dinucleotideos de que a metilagdo
Bisulfite (Qiagen) individuos saudéveis.  responsaveis  pelas uma média de 17 CpG do DNA esta muito
variagdes fenotipicas locais CpG por diferencialmente  alterada em
niao hereditarias gene em toda a metilados que amostras de NEC
observadas entre regido promotora, foram associados de pacientes com
pacientes com fibrose regiio 5 ndo a 638 genes: 303 FC. As alteragoes
cistica (FC) traduzida (5- genes foram dindmicas da
UTR), primeiro hipermetilados e metilagio do DNA
éxon, corpo 318 genes foram ocorrem
génico e 3-UTR e hipometilados em principalmente nas
96% das ilhas pacientes com FC regides gendmicas
CpG. transcricionalmente
ativas €  nos
intensificadores
que sdo ativos nos
tecidos
pulmonares.
Chenetal. 2018 Estados Use 0 Amostras de lavado 04 pacientes com FC Examinar os 26.733 metilagio CD6, HOOK2, Através do uso de
Unidos  sequenciamento de broncoalveolar (trés individuos  possiveis foram comparadas LSPI,  RGS12, perfis de metilagdo
Bissulfito de homozigoto para mecanismos e analisaram a SH3PXD2A, de DNA de todo o
proxima geracdo F508del e um epigenéticos maioria dos locais UPPI epigenoma, foram
(INGS) heterozigoto subjacentes CpG variaveis identificadas 109
F508del/'Y1092X) e relacionados a ilhas CpG
02 pacientes  desregulacdo da diferencialmente
saudaveis. imunidade inata na metilados: 51 sdo
FC. Iniciou um hipermetilados e 58
estudo de perfil de sdo hipo-metilados.
metilagio do DNA
em todo 0
epigenoma.

Fonte: elaborado pela autora
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4. Discussiao

A busca na literatura evidenciou que inexistem evidéncias cientificas que associam a
regulagdo da expressao do gene CFTR por metilagdo de DNA. Nos critérios de elegibilidade,
as buscas foram restritas a metilacilo como mecanismo epigenético envolvido na
etiopatogénese da FC. Os demais mecanismos epigenéticos como microRNA e a acetilagao de
histonas ndo foram estudados. Entretanto, pode-se afirmar que fatores intrinsecos e
inflamatorios influenciam na regulacdo de CFTR, em contextos fisiologicos e patologicos.

No gene CFTR, a metilagdo do promotor estd geralmente associada a inativag¢do do
gene, enquanto a expressdao do gene esta correlacionada com a desmetilagdo do promotor. O
CFTR ¢ um dos promotores ricos em sitios CpG, onde os locais CpG ndo sdo metilados em
linhas de células com expressao de CFTR alta e baixa. No entanto, os locais CpG sdo parcial
ou completamente metilados nas linhas celulares de expressdao muito baixa ou ndao-CFTR
(KOH; SFERRA; COLLINS, 1993; DENAMUR; CHEHAB, 1995).

A expressdo do gene ¢ complexa, presumivelmente mediada por agdo combinada de
varios processos regulatorios distintos. A transcri¢do do gene CFTR pode ser modulada, tanto
indiretamente, por meio de modificagdes no contexto fisico ou acessibilidade do gene, quanto
diretamente, por meio da interagdo de sequéncias promotoras e fatores de agdo trans
especificos para células. Portanto, a avaliagdo do controle da expressdao do gene CFTR ¢
provavelmente uma fung¢do complexa de varias vias regulatorias sobrepostas (KOH;
SFERRA; COLLINS, 1993).

No gene CFTR, ha regides hipometiladas e regides hipermetiladas (MAGALHAES et
al., 2018). Genes com promotores hipometilados tendem para ser transcricionalmente ativos,
enquanto os promotores hipermetilados estdo geralmente associados ao silenciamento de
genes. Achados sugerem que a metilacdo do DNA podem ndo serem os mecanismos de
controlar a expressdo da célula, mas sim regular a expressdo de CFTR, em resposta ao
estresse e estimulos ambientais (SIRINUPONG; YANG, 2015b)

Os artigos mostram a metilagdo responsavel pela diminuicdo da expressao em genes
modificadores genéticos como HMOX1, EDNRA, relacionados a gravidade pulmonar e o
RGS2 com o aumento da expressdo do S1I00A12 em estresse oxidativo (MAGALHAES et al.,
2017; BOUVET et al., 2018). As metilagdes estdo relacionadas com inflamagdo e respostas
imunologicas na FC (10,13). Apesar de ndo estar associadas a0 mecanismo da inicial da FC,
essas metilagdes estdo relacionadas a gravidade da doenca, processos inflamatorios e ¢ uma

resposta a alteragdes fenotipicas de individuos com a mesma mutagao FC.
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Como a doenca pulmonar relacionada a FC causa muita morbidade e mortalidade,
muitos estudos sdo feitos com o objetivo de conhecer os mecanismos da fisiopatologia e os
danos irreversiveis no pulmio, sendo que a infeccdo, a inflamacdo e outros fatores podem
produzir mudancas epigenéticas relacionadas a gravidade da doenga e provaveis
susceptibilidade a infec¢ao por bactérias como pseudomonas (15)(16)(SACO et al., 2018). As
alteragdes epigenéticas, especificamente a metilagdo do DNA em macrofagos pulmonares,
podem participar, pelo menos em parte, na condugdo de células imunes disfuncionais no
pulmao com FC (CHEN et al., 2018).

Hé relatos de pelo menos nove genes que podem ser implicados como modificadores
genéticos de algum aspecto do fendtipo de FC, estando associados a alteracdo na fungdo
pulmonar, na obstruc¢do intestinal, diabetes e alteragdes hepaticas (CUTTING, 2010). No
contexto da metilagdo das ilhas CpGs em tecidos que expressam o gene CFTR como o cancer,
observou-se considerar outras modificacdes que estdo associadas com promotores ativos ou
inativos. Uma combinag¢do de modificacdes epigenéticas pode contribuir para multiplos
mecanismos que regulam o promotor do gene CFTR em outras doengas (KUBIAK;
LEWANDOWSKA, 2015).

Na andlise dos vieses dessa sele¢cdo, pode-se inferir sobre os dados incompletos quanto
a descricdo dos grupos que participam dos estudos. H4 a descricdo quanto a conflito de
interesses em um artigo e pode-se considerar a amostra reduzida, o que gera imprecisdo dos
dados, mas isso se justifica por ser uma doenca rara.

O conhecimento dos mecanismos epigenéticos serao uteis quando o efeito de fatores
genéticos € nao genéticos, fatores ambientais e tratamentos farmacoldgicos, puderem ser
combinados para estimar com precisdo uma mudanca significativa da doenga. Sabe-se que
fatores intrinsecos, inflamatdrios e inefetivos podem influenciar na regulagdo epigenética no
gene CFTR e, consequentemente, na proteina CFTR. Portanto, esse conhecimento pode
influenciar futuras terapias para FC, nas quais a modulacdo da expressao de CFTR pode ser

importante.

5. Conclusao

Essa revisdo sistematica permite concluir que a via epigenética por metilagdo nao esta
intrinseca na etiologia da FC. Esse resultado ¢ particularmente relevante em uma agenda de
pesquisa, para se elucidar a etiopatologia da FC em individuos cujo gene CFTR ¢ livre de

mutagdes conhecidamente patog€nicas e na busca por novos genes ou mecanisSmos
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epigenéticos, que possam explicar a variacdo fenotipica e a auséncia de mutacdes em

individuos com sintomas classicos de FC.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR E DO TESTE DE
CAMINHADA DE 6 MINUTOS EM INDIVIDUOS COM FIBROSE CIiSTICA*

*Sera submetido para o Periodico Jornal Brasileiro De Pneumologia

RESUMO

Objetivo: analisar a funcao pulmonar e o desempenho no teste de caminhada de seis minutos
em criancas com Fibrose Cistica (FC) e correlacionar as variaveis clinicas. Métodos: ¢ um
estudo transversal, analitico, realizado em um centro de referéncia em FC, Goiania, Goias.
Foram selecionadas as criangas com diagnostico de FC confirmado por dois testes do suor
maior ou igual a 60 mmol/l e/ou duas mutagdes patogénicas da FC e sem sinais de agudizagao
dos sintomas pulmonares; e os pais ou responsaveis concordarem em participar da pesquisa.
Resultados: Um total de 20 criangas foram avaliadas, com a média de idade 10,4 anos, a
maioria eram do sexo feminino (70%), distancia percorrida 489,81 no TC6min. A média do
VEF1: 73,76%, CVF: 81,88%. Conclusao: Este estudo demonstrou que ha uma diferenca de
distancia percorrida no TC6 nos individuos com mutacdo em homozigotos F508del,
comparados aos e os Heterozigotos F508del e outras mutagdes. E que as variaveis clinicas ndo
apresentaram correlacdo significativa com o TC6 min.

ABSTRACT

Objective: to analyze lung function and performance on the six-minute walk test in children
with Cystic Fibrosis (CF) and to correlate clinical variables. Methods: this is a cross-
sectional, analytical study carried out at a reference center in CF, Goiania, Goias. Children
with a diagnosis of CF confirmed by two sweat tests greater than or equal to 60 mmol/l and/or
two pathogenic mutations of the CF were selected. CF and no signs of worsening of
pulmonary symptoms; and the parents or guardians agree to participate in the research.
Results: A total of 20 children were evaluated with a mean age of 10.4 years, most were
female (70%), distance covered 489.81 on the 6MWT. Mean FEV1: 73.76%, FVC: 81.88%.
Conclusion: This study demonstrated that there is a difference in the distance covered in the
6MWT in individuals with mutation in F508del homozygotes compared to F508del
heterozygotes and other mutations. And that the clinical variables did not present a significant
correlation with the 6 MWT min.

INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca autossdmica recessiva. As mutagdes no gene
CFTR causam o comprometimento na proteina CFTR. Essa proteina, quando ausente ou com
comprometimento funcional, acarreta alteragdes nas as concentragdes de cloreto e sodio e
bicarbonato (1). Essa modificagdo das concentragdes idnica, associada a reabsor¢do de agua,
resulta com secregdes espessas, obstrucao de ductos e inflamag¢des. Como consequéncia,
observa-se o acometimento de multiplos sistemas com a triade classica da FC, que ¢
caracterizada pela doenca pulmonar cronica, a insuficiéncia pancredtica e as altas

concentracoes de cloreto no suor (2,3).
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A doenga pulmonar progressiva da FC esta associada a exarcebagdes pulmonares, com
colonizacdo bacteriana cronica e inflamagdo. Outros fatores relacionados a piora pulmonar
sdo: reducdo da capacidade de exercicio e baixos niveis de atividade fisica (4). Um nimero
elevado de exarcebacdes pulmonares estdo associados ao aumento da morbidade e
mortalidade na FC e interfere na capacidade de atividades dos portadores da doenga. Portanto,
testes para mensuracdo da capacidade cardiopulmonar sdo importantes ferramentas de
avaliacdo e quantificagdo da tolerdncia ao exercicio e capacidade funcional. J& foi
demonstrado que menor capacidade de exercicio estd associado a um maior risco de
hospitalizagdo em criangas e adolescentes com FC (5,6).

O teste de caminhada dos seis minutos (TC 6min) ¢ uma ferramenta de avaliacio
clinica utilizada em doengas pulmonares, assim como na Fibrose Cistica, por sem bem
tolerado pelos individuos e reproduz as atividades de vida diaria dos individuos. E um teste
submaximo, utilizado como avaliagdo da capacidade de exercicio, simples quanto a
aplicabilidade e serve como elemento complementar para a mensuracdo da capacidade de
exercicio e progressao da disfun¢ao pulmonar (7).

Portanto, o objetivo desse estudo foi analisar a fungdo pulmonar e o desempenho no
teste de caminhada de seis minutos em criangas com Fibrose Cistica (FC) e correlacionar as

variaveis clinicas.

MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo transversal prospectivo analitico. O estudo foi realizado em um
centro de referéncia em FC em Goiania, Goias, no periodo de dezembro de 2019 a margo de
2020, sendo suspensas as avalia¢cdes devido ao inicio da pandemia do Covid-19. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias e estd
registrado sob o niimero do parecer 3.256.001/2019.

Os sujeitos da pesquisa foram criangas e adolescentes diagndstico de FC, com os
seguintes critérios de inclusdo: diagnostico de FC confirmado por dois testes do suor maior ou
igual a 60 mmol/l e/ou duas mutagdes patogénicas da FC e sem sinais de agudizacao dos
sintomas pulmonares; € os pais ou responsdveis concordarem em participar da pesquisa.
Critérios de exclusdo: individuos em agudiza¢do da doenga no momento da avaliagdo clinica.

Foram coletados pela equipe médica, por meio de uma ficha de registro clinico, os
seguintes dados dos individuos: sociodemograficos (idade-anos, sexo e etnia), clinicos
(mutagdes, insuficiéncia pancreatica) e nutricionais (peso-Kg, Indice de Massa Corporal -

IMC — Kg/m?). Para andlise da fungdo pulmonar, foi realizada espirometria e foram coletadas
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as variaveis: Volume Expiratdério For¢cado em 1 segundo (VEF1), Capacidade Vital Forcada
(CVF) ¢ a relagao entre VEFI/CVF. As recomendagdes estavam em consonancia com a
American Thoracic Society (8). Ap6Os essa avaliacao inicial e a liberagao pela equipe médica,
foi realizado o do teste de caminhada de 6 minutos, executado no mesmo dia da consulta
ambulatorial.

O teste de caminhada de 6 min. (TC 6 min) foi realizado de acordo com as diretrizes
da American Thoracic Society (9) e os dados foram coletados em uma ficha padrao utilizada
no Ambulatorio de Fisioterapia do hospital. As varidveis mensuradas durante o teste foram:
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), pressdo arterial, saturacao periférica de
oxigénio (SpO2), Escala de Borg — para percep¢do de dispnéia. Os participantes eram
orientados a caminharem o mais rapido possivel em um corredor de 30 metros por seis
minutos, a cada minuto era informado do tempo restante e estimulada verbalmente. As voltas
eram totalizadas em metros ao final do teste. Foram coletadas as varidveis antes do inicio do
teste, ao final do teste e apds descanso de cinco minutos. Foi calculado para cada participante
a distancia predita de acordo com idade, altura e peso com o calculo para a distancia, baseado
no estudo brasileiro (TC 6min = 145,343 + [11,78 x Idade(anos)] + [292,22 x Altura(metros)]
+ 10,611 x (FCFinal-FClnicial)] — [2,684 x Peso(Kg)]) (10).

Na organizag¢do e andlise dos dados, foi utilizado o programa estatistico Statistical
Package for the Social Sciences - SPSS (versdo 23.0). Inicialmente foi realizado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk, para as variaveis quantitativas. Os dados foram analisados em
termos descritivos, com a finalidade de caracterizagao, sendo para as variaveis continuas o
calculo da média e desvio padrdo; ja as varidveis categoricas foram analisadas quanto a
frequéncia e porcentagem. Teste t para comparagdo das médias. O teste de correlacdo de
Pearson, para as correlagdes o valor de r -entre 0,7 e 1 foi considerada correlagdo forte, 0,31 a
0,69 moderada e 0 a 0,30 correlagdo fraca. Adotou-se como nivel de significancia estatistica p

<0,05.

RESULTADOS

Participaram dessa pesquisa 20 individuos com FC, que atenderam aos critérios de
elegibilidade. Duas individuos foram excluidas porque no momento da avaliagcdo inicial
estavam com sinais de agudizag¢do pulmonar e um paciente foi excluido por nao ter realizado
o TC 6min. Quanto as variaveis fisicas e clinicas, observou-se que a maioria da amostra foi do
sexo feminino (70%), com idade média de 10,4, com minimo de 5 anos e maximo de 18 anos

e as demais variaveis foram demonstradas na tabela 1.
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Tabelal: Caracterizacdo da amostra (n= 20)

Dados dos participantes da pesquisa Valores
Sexo -f (%)

Feminino 14 (70%)

Masculino 6 (30%)
Idade (em anos) Méd (DP) 10,4 (£3,68)
Cor/etnia — f (%)

Branco 12 (63,2%)

Pardo 6 (31,6%)

Outros 1 (5,3%)
Indice de Massa Corporal (IMC) 17,12 (£3,36)
VEF1 73,76 (£21,01)
CVF 81,88 (£17,07)
VEF1/CVF 82,75 (£11,70)
TC 6 min (metros) Méd (DP) 489,81 (£50,78)
Diabetes 1 (5%)
Shwachman-Kulczyck (SKY) 85 (£14,14)

Fonte: elaborado pela autora

Conforme tabela 2, foi encontrada homogeneidade das varidveis clinicas entre os
sexos, ndo havendo diferenca entre os sexos quanto as varidveis analisadas, exceto em VEF1,
na qual ha uma com diferenca estatisticamente significativa ente os sexos, sendo ge, 0 sexo

masculino apresentou um valor maior que o feminino.

Tabela 2: Comparaciio das variaveis clinicas segundo o sexo

Masculino (n=6) Feminino (n=14) Valor de p*
Distancia(m) 483,97 (£26,54) 492,31 (+£58,96) 0,48
Idade(anos) 9,50 (£3,61) 10,79 (£3,76) 0,10
IMC 19,01 (+4,19) 16,32 (£2,72) 0,10
VEF1 87,00 (£6,16) 68,25 (£22,70) 0,02
CVF 91,40 (£7,43) 77,92 (+18,59) 0,14
VEF1/CVF 83,80 (£6,53) 82,27 (+13,69) 0,81

Teste T para amostras independentes. *Valor de p<0,05

Fonte: elaborado pela autora

Quando comparadas as médias distancia percorrida em relacdo as classificagdes das
mutacoes, os individuos com mutagdes F508el em heterozigose percorreram 55,4 metros
(valor p=0,04) a menos do que os individuos em Homozigose para F508del e outras

mutacoes.
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Ao analisar as distribuigdes dos alelos, observaram-se as seguintes mutacdes: seis
criangas sdo F508del em Homozigose, nove individuos sdo F508del em heterozigose e as
outras mutacdes em cinco participantes. Ao analisar as variaveis clinicas de acordo com a
distribuicdo das mutacdes, ndo ocorreram diferenca entre as variaveis, exceto a distancia
(p<0,05) (tabela 3). Quando comparadas as médias distdncia percorrida em relacdo as
classificagdes das mutacdes, os individuos com mutagdes F508el em heterozigose e outras
mutagdes percorreram uma distancia menor (valor p=0,02) que os individuos em Homozigose

para F508del, confirmado pelo teste de post hoc de Duncan.

Tabela 3: Comparaciio entre as médias de acordo com a classificacio das mutacoes

N Média DP Valor de p
Idade(anos) Homo F508del 6 10,50 3,93 p=0,10
Hetero F508del 9 11,89 3,51
Outras Mutagoes 5 7,60 2,30
IMC Homo F508del 6 15,97 2,23 p=0,50
Hetero F508del 9 18,08 3,77

Outras Mutagoes 5 16,79 3,86

Peso (Kg) Homo F508del 6 30,42 12,20 p=0,23
Hetero F508del 9 38,26 12,76
Outras Mutagoes 5 27,58 8,87

VEF1 Homo F508del 5 69,00 24,66 p=0,80
Hetero F508del 8 77,25 19,03
Outras Mutagoes 4 72,75 25,02

CVF Homo F508del 5 81,20 21,15 p=0,79
Hetero F508del 8 84,63 17,04
Outras Mutagoes 4 717,25 15,19

VEF1/CVF Homo F508del 5 77,60 8,64 P=0,37
Hetero F508del 82,86 6,81
Outras Mutagoes 4 89,00 19,90

-

Distancia(m) Homo F508del 6 530,87 45,34 P=0,04*
Hetero F508del 9 47547 35,65
Outras Mutagoes 5 466,36 58,82

ANOVA de 1 via. *Valor de p<0,05

Fonte: elaborado pela autora
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Quando realizada a comparagdo entre as médias das distdncias percorridas com a de
criancas, observou-se que a média da distancia da amostra ¢ diferente da média da distancia
percorrida por criangas saudaveis na mesma faixa etaria (10). E a média da distancia
percorrida pelos individuos com FC foi de 489,81 (£50,78) e a média da distancia esperada,
de acordo, como a idade, altura e o peso de cada participante, seria 588,70 (£71,14). A
porcentagem da distancia percorrida pelos participantes foi 84,5% (+ 11,11).

Ao correlacionar as variaveis clinicas e a distancia percorrida, ocorreu uma correlagao
forte entre idade e distancia esperada (r:0,83; p < 0,01). Entretanto, as demais correlagdes
entre as variaveis clinicas com o TC6 min foram fracas. Em relag@o aos sinais vitais coletados
durante a realizacdo do TC 6min, ocorreu um aumento dos valores pré e pos teste nas
variaveis de FC (z= -5,27; p <0,05) e Escala de Borg (z = -3,3; p<0,05), ¢ ndo ocorreu
alteragoes significativas quanto a saturacao periférica (z = 0,97; p=0,34).

Ao analisar as mutagdes dos individuos com FC do estudo, a mutagdo em heterozigose
F508del/A349P nao ha descri¢do no banco CFTR2 (11). Ao analisar de maneira isolada, a
distancia percorrida no TC6 min foi 72% do previsto, com VEFI1: 68%, CVF:87% e
Shwachman-Kulezck: 80.

DISCUSSAO

Os resultados desse estudo demostram que ha diferencas entre distdncias percorridas
pelos individuos com mutacdes F508del em heterozigose e outras mutagdes, quando
comparados aos individuos homozigotos. Quando analisado o segundo alelo dos individuos
heterozigotos desse estudo, as mutacdes foram das classes I e II, como o R553X, G542, S4X,
R1162X e R1066C e os individuos com outras mutagdes homozigoto para S4X e homozigoto
para G542X, consideradas mutagdes severas. As mutagdes I, II, III estdo associadas com as
formas clinicas mais severas da FC, que resultam em perda completa da funcao dos canais de
cloreto ou auséncia da proteina, enquanto as mutacdes IV, V e VI acarretam manifestacdes
clinicas mais leves, pois estdo associadas a alteragdo na condug¢do ou na reducdo da sintese
proteica (12).

Os dados clinicos como IMC e os valores pulmonares demonstram que os individuos
analisados apresentam valores de IMC como eutréficos ou baixo risco nutricional e, quanto a
funcdo pulmonar, alteragdes leves a moderada. Isso ¢ corroborado pela média dos escores
clinicos de Shwachman-Kulczck, que ¢ amplamente empregado como preditivo de gravidade,

e neste estudo foi sendo classificado como bom (pontuacao: 71-85).
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Quando analisada a relagdo direta, porém fraca, entre do VEFI e da distancia
percorrida, estudos tém mostrado que o VEF1 ¢ fundamental para avaliar a evolugdo e o
prognoéstico na fibrose cistica, assim como para a deteccdo precoce de exacerbagdes
pulmonares agudas(13). Individuos em agudizacao tendem a apresentar valores reduzidos de
VEFI1, porém, na amostra deste estudo, os valores apresentavam alteracdes de leve a
moderada (8). Individuos com a FC com quadros de doenga leve a moderada sdo capazes de
manter atividade fisica pois, além do VEFI1, outros fatores determinam a capacidade de
realizar exercicios fisicos, tais como o estado nutricional, a massa muscular, o
condicionamento aerdbico e fatores emocionais (14). O percentual do VEFI, segundo o
REBRAF, apresenta uma média de 72,71%, reduzindo com o avanco da idade, devido a perda
funcional (15).

As alteracdes apresentadas na frequéncia cardiaca, no repouso e apds o teste,
mostraram variagdes significativas, demonstrando o esfor¢o durante a caminhada, assim como
na escala de Borg, em repouso e apos o teste, isso demonstra uma intolerancia aos esforgdes e
uma baixa capacidade funcional. Porém, quando comparada a frequéncia cardiaca submaxima
de criancas e adolescentes saudaveis, a média apresentada neste estudo foi menor. Sabe-se
que em adultos, sem comprometimento pulmonar, ocorre uma de reduc¢do de 8% a 10% por
década da capacidade de exercicio (16). Conjuntamente devido a doenga, o comprometimento
da func¢do pulmonar, a desnutricio e a fraqueza muscular s3o descritos como de grande
importancia na determinag¢do do desempenho fisico de individuos com FC (17). Portanto, os
sintomas relacionados com a progressao da doenca acarretam reducdo dos esforcos fisicos,
com aumento das restricdes nas atividades de vida didrias e intolerancia progressiva aos
esforgos, provocando uma redugdo na qualidade de vida desses individuos (18).

Ao comparar as médias de distancias percorridas no teste de caminha de 6 minutos,
nas criangas com Fibrose Cistica ¢ menor em relagao aos individuos saudaveis com a mesma
média de idade. Com base em uma revisdo, os achados demonstram que uma mudanga de 14
a 30,5 metros ja sdo clinicamente importantes em grupos com alteragdes pulmonares, em
adultos (11), porém nenhuma diferenga significativa esta disponivel para criangas e
adolescentes (12).

O TC6 min ¢ uma ferramenta importante para avaliagdo funcional de resposta aos
exercicios, proporcionando uma andlise da fun¢do cardiovascular e pulmonar, pois ha uma
relagcdo entre o teste TC6 min, desfechos clinicos e gravidade da doenga em individuos com
FC (19). Fatores que limitam a capacidade fisica em individuos com fibrose cistica estdo bem

descritos na literatura e incluem diminui¢do da fun¢do pulmonar, causando a hipoxemia,
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redu¢d@o no volume corrente e na capacidade pulmonar, a desnutricdo e fraqueza muscular
(20). A alteragdo na funcdo muscular ocasiona reducdo nas atividades de vida diaria e
limitag¢do na capacidade de execugdo de exercicios (21).

Explorar os mecanismos patogénicos da doenga pulmonar precoce; melhorar a triagem
e o conhecimento de novas mutagdes; explorar o papel da genética na patogénese da FC;
definir os eventos microbioldgicos na doenca pulmonar precoce - a identificagdo de uma
mutacdo pontual pode trazer beneficios tdo importantes como aqueles trazidos pela
identificacao de outras mutacdes do gene CFTR (22). Apesar dos esforgos, nos ultimos anos,
30% dos alelos ainda precisam ser identificados (23). A descri¢do fenotipica dessa nova
mutacao ajuda no aumento do conhecimento sobre a FC.

Este estudo apresenta algumas limitagdes: o tamanho amostral devido a interrup¢ao da
pesquisa com o inicio da pandemia; nao houve um grupo controle para a comparagao entre as
médias, um grupo controle de individuos saudaveis para comparagdo da capacidade de
exercicio submaxima; nao ter mensurado o nivel de atividade dos individuos.

Os participantes com fibrose cistica da presente pesquisa apresentaram distancia
percorrida no TC6 menor que a referéncia para idade. Houve diferenca na distancia percorrida
do TC6 entre os tipos de mutagdo, sendo o homozigoto F508del andou maior distdncia que o
heterozigoto F508del e outras mutagdes e que as varidveis clinicas ndo apresentaram

correlacdo significativa com o TC6 min.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Conhecimento dos aspectos estruturais do gene CFTR, incluindo os marcos
regulatdrio para inicio e fim da transcricdo e os demais elementos do gene, com as respectivas
correlagdes entre éxons e dominios proteicos funcionais e a compreensdo de como alteragdes
e mutagdes no gene CFTR, repercutem no conhecimento sobre a fisiopatologia da Fibrose
Cistica. Diante da informacdo encontrada sobre a metilacdo da regido promotora de CFTR,
com um total de 58 dinucleotideos CpG em uma regiao upstream e downstream, embasa-se a
possibilidade de mecanismos epigenéticos na FC.

Na busca por maior conhecimento sobre o perfil dos individuos atendidos em um
centro de referéncia de FC em Goiania, os resultados desta andlise mostraram uma grande
heterogeneidade alélica nos individuos acompanhados e esse perfil alelotipico e genotipico se
assemelha aos perfis descritos em alguns locais do Brasil e destoa, principalmente, dos dados
em populagdes pouco miscigenadas. Essas peculiaridades sdo importantes marcadores
prognoésticos para tomada de decisdo precoce no tratamento da FC na regido de Goiania e
mesmo no Brasil. Na analise das mutacdes, foram encontradas trés novas variantes sem
descricoes fenotipicas e genotipicas na literatura.

A partir do conhecimento sobre as ilhas CpG no gene CFTR e na analise dos
individuos no centro de referéncia, foram encontrados seis individuos com teste genético
negativo, porém apresentam diagnostico conclusivo pelos sintomas e teste do suor positivo,
ou seja, apresentam alelos selvagens. Surgiu o questionamento sobre a etiologia da FC, sendo
por alguma via patogénica que independe de alelo mutado. A revisdo sistematica foi o
instrumento que permitiu concluir que a via epigenética por metilagdo nao esta intrinseca na
etiologia da FC.

Para intensificar o conhecimento fenotipico dos individuos acompanhados no centro
de referéncia e levantar dados sobre suas variaveis fisicas e clinicas, foi realizado o teste de
caminhada de 6 minutos como medida para avalia¢do da capacidade de exercicio e comparado
com equacao preditiva para criangas normais. Verificou-se que as criangas e adolescentes com
fibrose cistica percorreram uma distancia menor quando comparado a criangas e adolescentes
saudaveis, pautando a tomada de decisdo quanto a necessidade de avaliacdo dos individuos
com FC com testes de esforgos, orientando as prescricoes de exercicios e reduzindo as

restricdes impostas pela doenga.
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Como contribuicdo, esse trabalho reuniu informagdes acerca da FC na cidade de
Goiania, j4 que ndo ha muitos dados publicados sobre os individuos acompanhados na regido
Centro-Oeste. Foram identificadas trés mutacdes sem descri¢des na literatura mundial e tal
fato exprime a necessidade de que se realizem mais estudos epidemioldgicos que analisem o

perfil dos individuos com FC em Goiania e regides.
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suppress mucin production in a murine model of allergy [abstract]. Am J Respir Crit Care
Med. 2000;161:A863.

Capitulo de Livros

3. Queluz T, Andres G. Goodpastures syndrome. In: Roitt IM, Delves PJ, editors.
Encyclopedia of Immunology. 1st ed. London: Academic Press; 1992. p. 621-3.

Publicac¢oes Oficiais

4. World Health Organization. Guidelines for surveillance of drug resistance in tuberculosis.
WHO/Tb, 1994;178:1-24.

Teses

5. Martinez TY. Impacto da dispneia e parametros funcionais respiratorios em medidas de
qualidade de vida relacionada a satde de pacientes com fibrose pulmonar idiopatica [thesis].
Sdo Paulo: Universidade Federal de Sdo Paulo; 1998.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals/
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Artigos Publicados na Internet

6. Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory
role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug 12]; 102(6): [about 3 p.].
Available from: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm
Homepages/Enderecos Eletronicos

7. Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer Online
Resources, Inc.; ¢2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9]. Available
from:http://www.cancer-pain.org/

Outras situacoes

Na eventualidade do surgimento de situagdes nao contempladas por estas Instrugdes
Redatoriais, deverdo ser seguidas as recomendag¢des contidas em ICMJE Recommendations
no site do International Committee of Medical Journal Editors (iltima atualizagdo dezembro
de 2017). Disponivel em http://www.icmje.org/recommendations/archives/

Material suplementar

Material suplementar podera ser acrescentado para artigos originais e de revisdo, devendo ser
submetido simultaneamente ao manuscrito principal como Supplementary File. Poderao ser
incluidos dados complementares sobre metodologia e resultados, incluindo ilustragdes e
videos, que serao analisados pelos editores e revisores. Ilustracdes acrescentadas ao material
suplementar deverdo ser numeradas como Tabela S1, Figura S1 e assim sucessivamente.



http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm
http://www.cancer-pain.org/
http://www.icmje.org/recommendations/archives/
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

SUBMISSION OF PAPERS

There is a publication charge for manuscripts once they are accepted. For price information,
exemptions and waiver policies, please consult the journal homepage http://www.gmb.org.br.
1. Manuscripts must be submitted through our online submission platform hosted at:
https://mc04.manuscriptcentral.com/gmb-scielo

The cover letter should be addressed to:

Carlos C. F. Menck and Marcia Pinheiro Margis, Editors-in-Chief, Genetics and Molecular
Biology

2. For submission the following instructions must be observed:

a) The manuscript must be submitted by the Corresponding Author, identified as such in the
title page of the manuscript. This is the person who will also check the page proofs, and
arranges for any payment that may incur during the editorial process. The submitting author
must provide an ORCID ID (Open Researcher and Contributor ID, http://orcid.org/), with
public information available, at the time of submission by entering it in the user profile in the
submission system. Multiple submissions from the same computer of manuscripts from
different institutions will not be accepted.

b) Entering the following metadata is required: (i) the manuscript title, (ii) a short running title
(max. 35 characters), (iii) the Abstract, and (iv) up to five keywords. All these items must be
exactly the same as those figuring in the first two pages of the manuscript file.

c¢) Statements are required informing that the data have not been published and are not under
consideration elsewhere, and that all authors have approved the submission of the manuscript.
Furthermore, possible conflicts of interest (e.g. due to funding, consultancies) must also be
disclosed. For statements on ethical issues in research see below (3.1.m).

d) The names of all co-authors, including institutional affiliations and e-mail addresses must
be entered, as contact information for the Editorial Office. We strongly encourage co-authors
to also provide their ORCID iDs at the time of submission.

e) In the referee suggestions field, up to five reviewer names can be entered by the author(s);
valid e-mail contact addresses for these are required, in case they are selected by the editor.
These suggestions can be made separately as preferred and opposed reviewer(s).

f) Files must be uploaded separately and identified according to file types, respecting the
following sequence: main text document (title page as page 1), tables, figures and, if
applicable, supplementary material. The main text file must include the title page, Abstract,
References and, if applicable, figure legends, which must be typed on a separate page
following the References and Internet Resources sections. Each table, figure and element
containing supplementary material must be saved and uploaded in a separate file. Formats for
text and tables are Word or RTF in Windows platform. Figures should be in TIFF or JPEG
formats (see detailed instructions in 3.1.1).

g) Manuscripts including photos or any other identifiable data of human subjects must be
accompanied by a copy of the signed consent by the individual or his/her guardian.

Failure to adhere to these guidelines can delay the handling of your contribution and
manuscripts may be returned before being reviewed.

Special attention should be given to the structuring of the manuscript and correct language
usage. These are important factors in the smooth running of the editorial and peer-review
process, and can result in faster publication.

3. Categories of Contribution

3.1. Research Articles

Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type throughout; marked
with consecutive line and page numbers, beginning with the cover page.
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The following elements must start on a new page and be ordered as they are listed below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors’ names (first name
at full length); the authors’ institutional affiliation, including department, institution, city,
state or province, and country; different affiliations indicated with superscript Arabic
numbers; a short running title of up to 35 characters (including spaces); up to five key words;
the corresponding author’s name, full postal, postal, email address and ORCID ID.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and summarizes
the main results and conclusions of the study. It should not contain references.

c¢) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred to by
authors’ surnames and date of publication; citations with two authors must include both
names; in citations with three or more authors, name the first author and use et al. List two or
more references in the same citation in chronological order, separated by semi-colons. When
two or more works in a citation were published in the same year, list them alphabetically by
the first author surname. For two or more works by the same author(s) in a citation, list them
chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-Maia et al., 1966a,
1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be cited. In the case of
personal communications or unpublished results, all contributors must be listed by initials and
last name (et al. should not be used). Numbers: In the text, numbers nine or less must be
written out except as part of a date, a fraction or decimal, a percentage, or a unit of
measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine.Binomial Names: Latin
names of genera, species and infraspecific taxa must be printed in italics; names of orders and
families should appear in the Title and also when first mentioned in the text. URLs for
programs, data or other sources should be listed in the Internet Resources Section,
immediately following the References Section, not in the text.

The text includes the following elements:

Introduction - Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study. Statistical
methods should be explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Statistical analyses should be
presented as complete as possible, i.e. not only P-values should be shown, but also all other
test variables required for full appreciation of the results by the reviewers and readers.
Comments on relevance of results are appropriate but broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant published data.
Ideas presented in other publications should not be discussed solely to make an exhaustive
presentation. Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the discussion
and includes references to grant support.

e) Conflict of Interest: Any possible conflict of interest must be disclosed here. If there is
none, please state: The authors declare that there is no conflict of interest that could be
perceived as prejudicial to the impartiality of the reported research.

f) Authors Contributions: The contributions of each author must be specified here; identify
authors by their initials. The style of this section may be as follows:

author initials> conceived and the study, <author initials> conducted the experiments (detail if
necessary), <author initials> analyzed the data, <author initials> wrote the manuscript,
<author initials> (other contributions if applicable), all authors read and approved the final
version.

In case of doubts concerning contribution definitions, we suggest to consult the CRediT
taxonomy at https://casrai.org/credit.
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g) The References Section: References must be ordered alphabetically by the first author
surname; references with the same first author should be ordered as follows: first, as single
author in chronological order; next, with only one more co-author in alphabetical order by the
second author; and finally followed by references with more than two co-authors, in
chronological order, independent of the second author surnames. In references with more than
10 authors only the first ten should be listed, followed by et al. Use standard abbreviations for
journal titles as suggested by NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/journals/).

Only articles that are published or in press should be included in this section. Works
submitted for publication but not yet accepted, personal communications and unpublished
data must be cited within the text. “Personal communication” refers to information obtained
from individuals other than the authors of the manuscript being submitted; “unpublished data”
refers to data produced by at least one of the authors of the manuscript under consideration.
Works of restricted circulation (e.g., theses not available in public databases, congress
abstracts not published in regular journals or public databases) should not be listed in this
section.

Sample journal article citation: Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene
chromosomes ofRhynchosciara angelae at different stages of larval development.
Chromosoma 7:371-386.

Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal banding
patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X1X1X2X2:X1X2Y sex
chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes of Psilophtalmus and
Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol 28:700-709.

Sample book citation: Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition.
Columbia University Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation: Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X:
From cytogenetics to molecular genetics. In: Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles
of Clinical Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample electronic article citation: Gotzek D, Ross KG (2009) Current status of a model
System: The gene Gp-9 and its association with social organization in fire ants. PLoS One
4:e7713.

h) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLs referring to data
presented in the text, as well as software programs and other Internet resources used during
data processing. Date of consultation must be stated.

Sample Internet resource citation: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM (September 4, 2009)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid design.htm (September 4,
2009)

1) Tables: must be in Word format prepared with the table tool (do not use space bar or
tabulator). A concise title should be provided above the table. Tables must be numbered
consecutively in Arabic numerals. Each column must have a title in the box head. Footnotes
typed directly below the table should be indicated in lowercase superscript letters. Tables that
are to appear in the printed version must be saved in Word format and not as figures, so that
they can later be fitted during typesetting. Each table must be saved and uploaded as a
separate file.

j) Figures must be numbered consecutively using Arabic numerals. Images should be in TIFF
or JPEG format. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be published. Only
sequence data can be presented in Word format. Journal quality reproduction will require
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grayscale resolution yielding 300 dpi, color figures should be at 600 dpi. These resolutions
refer to the output size of the file, that is the size in which it will appear printed in the journal;
if it is anticipated that images will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted
accordingly. Figures composed of several elements should be sent as a single panel, obeying
the print size definitions of the journal (single or two columns width). Scanned figures should
not be submitted. Color illustrations are accepted. Each figure/panel must be saved and
uploaded as a separate file. When uploading, identify each illustration by the first author name
and the number of the respective figure.

Figure legends must be included at the end of the main text file and should be typed on a new
page.

k) Nomenclature: Taxonomic names should be in accordance with current international
standards. For rules concerning gene names and gene symbols, please see separate Instruction
form.

1) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal to or
greater than 50 units must be entered into public databases and accession numbers must be
provided upon acceptance of the article. Failure to do so will inadvertently delay publication
m) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials used
for reported studies.

n) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a statement in the
text that the institutional review board approved the work and the protocol number must be
provided. For experiments involving human subjects, authors must also include a statement
that informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other identifiable data
are included, a copy of the signed consent must be uploaded during manuscript submission. In
any case, a letter (in English) indicating the approval by the respective Ethics Committee must
be included in the submission. The letter should be preferentially Institutional and should
confirm the protocol number of the approval.

0) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for completeness of
a study, but which are too extensive to be included in the published version, can be submitted
as Supplementary Material. At publication, this material will be made available together with
the electronic version. In case a manuscript contains such material, it should be appropriately
identified within the text file. Supplementary material in tables should be identified as Table
S1, Table S2, etc., in case of figures they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2.
In addition, a list of this material should be presented at the end of the manuscript text file,
containing the following statement:

Supplementary material - the following online material is available for this article:

Table S1 — < short title >

Figure S1 — < short title >

his material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Short Communications present brief observations that do not warrant full-length articles.
They should not be considered preliminary communications; should be 15 or fewer typed
pages in double spaced 12-point type, including literature cited; should include an Abstract;
but no further subdivision, with introduction, material and methods, results and discussion; all
in a single section and without headers.

up to four items (tables and/or figures) may be submitted;

Note: The title page, abstract and reference section format is that of a full-length Research
Article. For Supplementary Material see instructions in item 3.1.m.

3.3 Genome Insight For GMB

A new section of articles devoted to genome data (Genome Insight) will be considered for
publication in Genetics and Molecular Biology. Genome Insight is for focused papers, usually
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of approximately 1500 words (up to four tables or figures), that publish new genome data as
they become submitted to GenBank. This section is the premier forum to deliver that
information directly to the genome community in a rapid and efficient publication of the
genome. Data must be related to a complete (or nearly complete) and fully annotated genome
for prokaryote or viruses, but a draft may be accepted for an eukaryote genome. While the
focus of Genome Insight is necessarily involved in novel sequences, the manuscript must
contain specifically novel biological, evolutive, biotechnological and/or metabolic insights
revealed by data. The work may provide comparative analyses of previously published
genomes that contain a substantial and novel insight of broadest biological and genetic
significance. Submitted manuscript must contain an abstract, which should be a brief report
on the organism as well as its relevance and the main insight revealed by the genome. The
text (approximately 1500 words- excluding abstract, references and acknowledgements)
should not contain subdivisions, but must contain the rational for the selection of such
organism as well as organism information (including taxonomy, natural habitat, phylogenetic
position, eventual pathogenicity, symbiotic, biotechnological use, etc), methodology (genome
sequencing and assembly; reference number at GenBank), genome relevance (which should
indicate the main insights revealed by the data analysis and main conclusions.
Acknowledgements and References (up to 20 references) headings should be included. Figure
Legends should be provided at the end of the manuscript. Metagenome, transcriptome as well
as epigenome data may also be considered for publication, but prior submission of the abstract
to the Editor is necessary. Note: The title page, abstract and reference section format is that of
a full-length Research Article. For Supplementary Material see item 3.1.m. in our Instructions
to Authors.

3.4 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political, social and
ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.

3.5 Review Articles

Review Articles are welcome. The Editor must be contacted prior to submission. Please,
provide an Abstract and a list of your recent publications in the area.

3.6 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines, for
review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.7 History, Story and Memories

These are accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4. Articles accepted for publication

Once an article is accepted, the Editorial Office will send it to copy editor for language and
technical corrections. If major corrections were proposed, the manuscript with the highlighted
corrections will be returned to the corresponding author for approval. The final version
approved by the authors must be free of any text/correction markings when returned to the
Editorial Office. After typesetting, page proofs will be sent to the corresponding author.
Changes made to page proofs, apart from typesetting errors, will be charged to the authors.
Notes added in proof require Editorial approval.

Together with the proofs, a form of consent to publish and transfer of copyright is sent to the
corresponding other. The latter will have sign this form, also on behalf of any co-authors, and
send it by fax to the Editorial Office.

5. Reprints

Reprints are free of charge and will be provided as a pdf-file.




105

Campus : i *
Metropolitano (3 Eggeargg%deeﬁoiés @t ESETég?M

Unu - ESEFFEGO g

De:  Prof. Flavio Monteiro Ayres, Ph.D. )
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS

Para: Responsavel pelo arquivo de prontuirios
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Hospital das Clinicas

Assunto: solicito acesso de prontudrio para as pesquisadoras Leticia Pereira e Clarissa dos Santos

Goiénia, 06 de Novembro de 2020

Prezado(a) Senhor(a),

Saudacgdes!

Pelo documento informo que as pesquisadoras Clarissa dal Molin dos Santos (CPF — 058.745.841-02) e
Leticia Souza Pereira (CPF — 710.574.631-91) tém atuado no projeto de pesquisa intitulado “Investigagdo clinico-
laboratorial e de mutacdes no gene cfir em pacientes com fibrose cistica de Goiania e Andpolis, Goias™. A Leticia é
aluna de mestrado regularmente matriculada no Programa de Ciéncias Aplicadas a Produtos para Saude - PPGCAPS
da Universidade Estadual de Goias — UEG, com matricula #8555664. Enquanto a Clarissa ¢ aluna de graduacdo
regularmente matriculada no curso de bacharelado em Fisioterapia também da UEG, com matricula #22016000252.
Ambas as alunas estdo oficialmente sob minha orientagdo, sendo a Clarissa aluna de IC, conforme Termo de
Compromisso institucional (Edital PrP #034/2020 — Inicia¢do Cientifica e Inciagdo Tecnologica) e a Leticia em
orientagio de mestrado.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias sob
CAAE #56605216.3.0000.5083 com autorizag¢do inclusive para acesso aos prontuarios médicos, conforme documento
em anexo.

Pelo exposto acima, solicito que as pesquisadoras supracitadas tenham acesso aos prontuarios dos pacientes
com fibrose cistica a fim de darmos continuidade a pesquisa em tela.

Agradego antecipadamente por sua atengdo e auxilio.

Atenciosamente,
Prof. Flavio Monteiro Ayres
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS
Campus Metropolitando — Unidade ESEFFEGO Campus Sede — Unidade de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas
Cursos de Educacio Fisica e Fisioterapia PPGSS em Ciéncias Aplicadas a Produto para a Saade

Laboratério de Pesquisa em Genética

Av. Oeste, 56-250 - St. Aeroporto, Goidnia - GO, 74075-110 Br 153 Quadra Area Km 99 Zona Rural, Anapolis - GO, 75132-903

\ E-mail: flavio.ayres(@ueg.br o E-mail: caps.unucet(@ueg.br
L PG_ Telefone pessoal: 062 9 8146 2268 CAPS Telefone institucional: 062 3328 1162
ot 3 L e N
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
GOIAS - UFG asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagao clinico-laboratorial e de mutagdes no gene cftr em pacientes com fibrose
cistica das cidades de Goiania e Anapolis, Goias

Pesquisador: Flavio Monteiro Ayres

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 56605216.3.0000.5083

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Goias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Apresentacao do Projeto:

O presente projeto versa sobre a investigagao clinica e molecular da Fibrose Cistica em individuos da cidade
de Goiania e Anapolis. Os participantes serdo recrutados no Hospital das Clinicas de Goias e na APAE de
Anapolis.

Objetivo da Pesquisa:
Pesquisar mutagées do gene cftr em pacientes com Fibrose Cistica correlacionando a dados clinico-
laboratoriais e radioldgicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Para a coleta de material a ser utilizado na presente pesquisa serdo utilizadas espatulas estéreis e
descartaveis, caracterizando o procedimento como pouco invasivo. O pesquisador aponta os riscos
envolvidos como o frequente desconforto inerente a raspagem da mucosa oral, raramente com dor e sem
expectativa de sangramento.

Como beneficio o pesquisador espera-se que os dados desta pesquisa possam fornecer uma nova
ferramenta para o diagnostico e prognostico para a populagéo de pacientes com fibrose cistica do Estado de

Goias, em especial para o diagnéstico precoce.

Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com

Pagina 01 de 04
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Continuagdo do Parecer: 1.724.723

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
O projeto apresenta de forma clara os objetivos e metodologia. Situa o grupo de participantes e apresenta a
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anuéncia dos Instituigdes envolvidas (HC e APAE). Descreve a metodologia e a utilizagdo do material

biolégico e coleta de dados. Com relagdo aos participantes, na nova versdo, houve o esclarecimento de
que nao ha limite quanto a idade do participante. Dessa forma foi apresentado o TALE, bem como o TCLE

para os pais. Foi inserido no TCLE o esclarecimento de que a ligagédo pode ser a cobrar.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Todos os termos obrigatorios foram anexados.

Conclusoes ou Pend

éncias e Lista de Inadequacdes:

Toas as pendéncias foram atendidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste

Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatério € de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, prevista para dezembro de 2018.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 04/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 663041.pdf 21:39:36 |
TCLE / Termos de |TERMODEASSENTIMENTO_atualizado| 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres{ Aceito
Assentimento / .docx 15:16:56
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_atualizado.docx 03/08/2016 [Flavio Monteiro Ayres] Aceito
Assentimento / 15:16:32
Justificativa de

| Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEparaoresponsavel_atualizado.docx| 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres Aceito
Assentimento / 15:16:19
Justificativa d
Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia
Municiplo: GOIANIA
(62)3521-1215

UF: GO
Telefone:

CEP: 74.001-970

Fax: (62)3521-1163

E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com

Pégina 02 de 04
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Auséncia TCLEparaoresponsavel_atualizado.docx| 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres{ Aceito
15:16:19

Projeto Detalhado / |Projeto_fc_atualizado.docx 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayresl Aceito

Brochura 15:10:33

| Investigador

Declaragao de termodeinfraestrutura.docx 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres{ Aceito

Instituigdo e 20:53:20

Declaracio de docsAPAE.pdf 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayresl Aceito

Instituicdo e 20:26:48

Infraestrutura

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayresl Aceito
20:23:52 |

Outros pedidodeavaliacao jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ay Aceito
20:18:27 mﬁl

Declaracio de termodecompromissoOrientando2.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro .Aymﬁ Aceito

Pesquisadores 11:26:23

Declaracio de termodecompromissoOrientando1.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Aymﬁ Aceito

Pesquisadores 11:26:02 |

Declaracio de termodecompromissoOrientando.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro .Ayrasl Aceito

| Pesquisadores 11:20:57

Declaragdo de aprovacaomanuseiodeprontuario.jpg 30/05/2016 [Flavio Monteiro Ayres|] Aceito

Manuseio Material 11:16:06

Biolégico /

Biorepositario /

Biobanco

Declaragdo de autorizacao_HC jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito

Instituigdo e 11:15:32

Projeto Detalhado / |Projeto_fec.docx 19/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres{ Aceito
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Trabalho de Conclusao de Curso

Por: Clarissa Dal Molin dos Santos
Leticia de Souza Pereira

1 - Identificacdo do objeto de anadlise (prontudario ou outro)

Usar: NA para “ndo se aplica”; NI para “no informado”; NS para “néo soube informar”; ¢ dia/més/ano para data.

Instituicdo de analise do prontuario:

Data da analise do prontuario:
/ /

Nome do investigador in loco:

Houve acesso direto ao prontuario?
(__)Sim (__)Nao

Arquivo analisado além do prontuario?

Prontudrio N°. (manter ficha em sigilo):

Codigo interno de identificagdo do

Inicio do Acompanhamento:

Data do tltimo segmento:
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N3 - Dados do diagnéstico de Fibr

ose Cistica

Descrigdo da suspeita clinica:

Método de diagnostico e data:

Resultado do diagnostico e data:

1 -1IRT - / / 1 -1IRT -
2 —Teste do suor 1 - / / 2 —Teste do suor 1 -
3 — Teste do suor 2 - / / 3 — Teste do suor 2 -
4 — Genotipagem - / / 4 — Genotipagem -
5 —Método de Genotipagem:
5 — Outros:
5 —Outro - / /
Histérico familiar? (__ )Sim Informacdo complementar:
(__)Nao
Quem?
Diagnosticado como?
4 - Dados clinicos
Data: / / - Peso: Kg - Altura: cm - IMC: - Interpretacio:
Data: / / - Peso: Kg - Altura: cm - IMC: - Interpretacao:
Data: / / - Peso: Kg - Altura: cm - IMC: - Interpretacio:

Achados radiologicos:

Medicamentos, com data de inicio:

Pancreatina: 0. Ndo 1. Sim
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VEF! CVF: FEF:
VEF! CVF: FEF:
VEF! CVF: FEF:

Usode O2: (__)Sim(__ )Nao

Data: / /
Data: / /
Data: / /

Colonizagdo bacteriana, com data:

Faz fisioterapia? () Sim (__ ) Nio |Diabético? () Sim (__ ) Nio

N° de internacdes?

Vezes por semana: Insulina: (__ ) Sim

Nao

)

Supervisionado: () Sim () Néo

Shwachman-Kulezycki:

Progndstico e acompanhamento:

Quantas avaliagdes no tltimo ano:

Quantas interna¢des no tltimo ano:

Assinatura por extenso do investigador:
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