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RESUMO

Introducdo: Os atuais desafios no diagnéstico do espectro da Fibrose Cistica (FC)
estdo na avaliacdo dos pacientes monossintomaticos com genética nao definida e
Testes do Suor Classico (TSC) limitrofes, que podem ser classificados como
pertencentes ao grupo das doengas relacionadas a CFTR, conhecidas como CFTR-
RD (do inglés, CFTR-Related Disorders), pois nao preenchem os critérios
diagnésticos para FC. A avaliacdo da funcdo da proteina CFTR em fragmentos de
biépsias retais (teste de bopsia retal) tem sido utilizada como teste adicional para o
diagnéstico da doencga. Recentemente, o teste da secregdo 3-adrenérgica de suor
(evaporimetria) foi desenvolvido e validado como um novo teste para acessar a funcao
da CFTR in vivo. Este estudo teve como objetivos avaliar a funcao da proteina CFTR
em individuos com duvida diagnéstica para FC por meio da evaporimetria, do teste de
bidpsia retal e do TSC, analisando o desempenho destas técnicas e seu valor para o
auxilio no diagnéstico.

Método: A evaporimetria, o teste de bidpsia retal e TSC foram aplicados a um grupo
de 19 individuos que apresentavam duavida diagnéstica de FC. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos de um grupo estudado previamente de 32
individuos com diagnédstico conhecido. Para a andlise estatistica aplicou-se o teste
ANOVA One-Way para a avaliagédo dos resultados de TSC e evaporimetria e o teste t
de Student (comparacbes em pares) para o teste de bidpsia retal, considerando-se
um nivel de significancia de 0,05. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Univesidade Estadual de
Campinas.

Resultados: Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas na
avaliacdo da fungdo de CFTR no teste da bidpsia retal entre individuos FC com
insuficiéncia pancreatica (CFPI) e FC com suficiéncia pancreética (CFPS), com
p<0,001. Os resultados de TSC apresentaram valores maiores para pacientes CFPS
e CFPlI em comparacdao com individuos Controle Negativos para FC (C) e
Heterozigotos (Hz), com p<0,001. Ja os resultados da evaporimetria apresentaram
diferencas entre os niveis de fungcdo CFTR dentro de seu espectro mais brando, ou
seja, entre Hz e C (p<0,001) e entre CFTR-RD e Hz (p<0,001), e valores
indistinguiveis entre CFPS and CFPI, mostrando auséncia de funcdo CFTR para
ambos.



Conclusdo: A evaporimetria apresentou-se como uma nova e Util ferramenta para
elucidar diagnostico de FC duvidoso e, juntamente com o teste de bidpsia retal e TSC,

podera ainda contribuir para o estabelecimento do diagndstico de CFTR-RD.

Palavras-chave: Proteina CFTR; Fibrose Cistica; Diagndstico,; Evaporimetria.



ABSTRACT

Introduction: Current challenges in the diagnosis of Cystic Fibrosis (CF) disease
spectrum are focused in the assessment of mono-symptomatic patients with undefined
genetics and borderline classic sweat tests (CST), which can be sometimes classified
as having a CFTR-Related disorder (CFTR-RD), as they do not meet diagnostic criteria
for CF. Measurements of CFTR protein function in rectal biopsy samples (rectal biopsy
test) have been used as an adjunctive test in the diagnostic evaluation of the disease.
Recently, a B-adrenergic sweat secretion test (evaporimetry) was developed and
validated as a new test to access CFTR function in vivo. This study aimed to evaluate
CFTR function in individuals with an uncertain CF diagnosis, by applying the novel test,
evaporimetry, together with CST and rectal biopsy test, analyzing its performance and
value as adjunctive diagnostic test.

Methods: Evaporimetry, rectal biopsy and CST tests were applied to a group of 19
individuals with an uncertain CF diagnosis. Results were analyzed together with those
obtained from a previous group of 32 individuals with a known diagnosis. For the
statistical analysis, One-Way ANOVA was applied for the evaluation of the CST and
the evaporimetry results; while Student's t-test (paired comparisons) was used for the
rectal biopsy test, considering a significance level of 0.05. The study was approved by
the Research Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences, State University of
Campinas.

Results: Statistically significant differences were found in the evaluation of CFTR
function in the rectal biopsy test between CFPI (CF with pancreatic insufficiency) and
CFPS (CF with pancreatic sufficiency) (p<0.001); while the results of TSC were
superior in CFPS and CFPI patients in comparison to Control Negative for Cystic
Fibrosis (C) and Heterozygous (Hz) subjects, with p<0.001. On the other hand, the
evaporimetry discriminated better CFTR function levels in the milder spectrum of the
disease, being able to distinguish between Hz and C (p<0.001) and between CFTR-
RD and Hz (p<0.001), while undistinguishable between CFPS and CFPI, showing
absence of CFTR-function for both.

Conclusion: The evaporimetry shows to be a new and useful tool to further elucidate
uncertain CF diagnoses and in conjunction with rectal biopsy test and CST, may also
contribute to the diagnosis of CFTR-RD patients.

Keywords: CFTR Protein; Cystic Fibrosis; Diagnosis, Evaporimetry.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representacao do gene CFTR contendo os introns e 0s éxons ............... 18

Figura 2: Representacoes tridimensionais e bidimensionais da estrutura do regulador

de condutancia transmembrana da fibrose CiStiCa «.....vveeneeeeeeeeeeeeeeee e 19

Figura 3: Classificacdo das mutacées do gene CFTR e respectivas estratégias
LCC1E= 1 0 T= UL o= 1= PR UTRPPRR 21

Figura 4: Prevaléncia de nascidos vivos com fibrose cistica e suas mutagdes mais

(0701 1 .16 10 = 23

Figura 5: Distribuicdo dos pacientes com diagnostico de fibrose cistica no Brasil
quanto a regiao de NASCIMENTO ......ceieiiiiieiiiiee et e e e e e e e e e eeeeeeennnes 24

Figura 6: Esquema da perspectiva historica da fibrose cistica no mundo .............. 25

Figura 7: Fisiopatologia da doenga pulmonar da fibrose cistica e principais alvos das
terapias atuaisS € EMEIgENTES .....ccoii i 27

Figura 8: Caracteristicas cardinais da fibrose cistica ..........ccccccoiiiiiiiiiniiiiieneee 28

Figura 9: Recomendacdes do Consenso da Cystic Fibrosis Foundation de 2017 para

0 diagndstico de fibrose CistiCa ... 36
Figura 10: Estimulag&o para a coleta de suor no teste do suor classico ............... 39
Figura 11: Fragmentos de bidpsias retais e cdmara de UsSiNg ...........cccceeveeevinnee. 41
Figura 12: Curvas de resposta da diferenga de potencial nasal .............cccccceeee.. 42

Figura 13: Diagrama representando os dois componentes da secre¢ao da glandula

o (o =11 o ) SRR 44
Figura 14: Paciente de nove anos sendo submetido a evaporimetria...................... 44
Figura 15: Desenho do €StUAO .........coiiiiiiiieee e 48
Figura 16: Fluxograma dos procedimentos para 0 Grup0 2 ...........ccceveerieeeerninneenns 51
Figura 17: Tracados tipicos da evaporimetria .........cccooeuiiieeiiiiiiiiieee e 53

Figura 18: Tracados tipicos obtidos na camara de Ussing apartir de estudos
eletrofisiodgicos em fragmentos de mucosa retal (teste de biépsia retal) ............... 54



Figura 19: Caracterizagd0o do GrupO 1 .......eeiiiiiiiiiiiee e 56
Figura 20: Distribuicdo de idade dos individuos do Grupo 1 .........ccceoviiiieeieeinnnnnen. 58
Figura 21: Distribuicdo de Z-score - individuos com idade até 19 anos (Grupo 1) ... 58

Figura 22: Distribuicdo do indice de massa corpoérea - individuos com idade acima de
19 @N0OS (GIUPO 1) ettt r e e e e e e e e e e e e e s nnbb e neesrees 59

Figura 23: Distribuicdo do volume expiratério forgado no 1° segundo (Grupo 1) ..... 59
Figura 24: Caracterizagao presuntiva do Grup0 2 ........ccccceeeeeees eeeeiiiiiiieeee e 60
Figura 25: Distribuicdo de idade dos individuos do Grupo 2 .........ccceeviiieeeeeeennnnnen. 62
Figura 26: Distribuicdo de Z-score - individuos com idade até 19 anos (Grupo 2) ... 62

Figura 27: Distribuicdo de indice de massa corporea - individuos com idade acima de
19 AN0S (GrUPO 2) ...ttt ee e et e e e e e e e e e s e e e s e s e s naasaessseeenseeeeeaeaaaaaaaaaaaeeeennanns 63

Figura 28: Distribuicdo de volume expiratério forcado no 12 segundo (Grupo 2) ..... 63

Figura 29: Descricao da classificacao diagndstica dos individuos apés juncao dos dois

Figura 30A: Resumo da funcéo da proteina CFTR medida como leq-cAMP (teste de
o To] XY= W (=] - SRR 68

Figura 30B: Resumo da funcao da proteina CFTR medida como leq-CCH (teste de

(o To] XY F= W =1 =1 ) PO PERR PRI 68
Figura 30C: Leitura da fungéo da proteina CFTR por evaporimetria ..........ccc.......... 69
Figura 30D: Funcgéo da proteina CFTR medida com o teste de suor classico ......... 69

Figura 31A: Comparacao da fungédo da proteina CFTR medida com TSC e com

evaporimetria, expresso como razao beta/ chol ... 71

Figura 31B: Comparacédo da funcdo da proteina CFTR medida por diferenca de
potencial em fragmentos de mucosa retal (leg-cAMP) e por evaporimetria ............ 72

Figura 31C: Comparagao da funcdo da proteina CFTR medida por diferenca de
potencial em fragmentos de mucosa retal (leq-CCH) e por evaporimetria ............... 72

Figura 32: Descrigdo comparativa entre o teste de suor classico, o teste de bidpsia

retal @ @ eVapPONMELIIA ..ocooeii i e e e e e 73



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Diagnéstico clinico da doenca FC definido por caracteristicas fenoticas
associadas a anormalidades dafunga@o CFTR ..........ooiiiiiiii e 35

Quadro 2: Recomendacdes da Conferéncia 2015 da Cystic Fibrosis Foundation
relacionadas ao diagnético de fibrose cistica em pacientes ndao submetidos ao teste
de tragem NEONALAI .........coiiiiii e 37

Quadro 3: Sinais e sintomas clinicos apresentados fora do contexto da triagem
L= 0] g =1 = PO 37

QuUAdro 4: CriterioS A INCIUSAD «...uneeeeeeeeee e 49

Quadro 5: Vantagens e limitagdes dos testes de diagnéstico funcional avaliados ... 75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores de cut-off diagndstico para evaporimetria ...........cccoceeeeeiiniiineeenn. 53
Tabela 2: Caracteristicas clinicas de individuos do Grupo 1 ........ccocciiiiiiiineiiiieens 57

Tabela 3: Resultados observados em tomografia de térax de individuos do Grupo 1

Tabela 4: Caracteristicas clinicas de individuos do Grup0 2 ...........cccceeeeeeeiieiiineenn. 61

Tabela 5: Resultados observados em tomografia de térax de individuos do Grupo 2

Tabela 6: Apresentacao clinica, caracterizacao demografica, genoétipos, classificacao

diagnostica e resultados das técnicas de eletrofisiologia - Grupo 1 ........coccccvieeeeens 65

Tabela 7: Apresentacao clinica, caracterizacao demografica, genoétipos, classificacao

diagnostica e resultados das técnicas de eletrofisiologia - Grupo 2 ..........cccceeeeenneee 66



LISTA DE ABREVIATURAS

ABPA
Assintom
Borderline
Bronch
C

Ca2+
cAMP
CBAVD
CCH
CFF
CFPI
CFPS
CFSPID

CFTR
CFTR-CI
CFTR-RD
Ciped

CI
CRMS
DPN
ENaC
EUA

FC

FCM

Gl

HCOs
Hep

Hz

ID

IFSP

IMC

ICM
IP

Lafic

Aspergilose Broncopulmonar Alérgica

Assintomatico

Valores limitrofes

Bronquiectasia

Controles Negativos para FC

fon Célcio

Adenosina 5-monofosfato ciclico

Auséncia Congénita Bilateral dos Ductos Deferentes
Carbacol

Cystic Fibrosis Foundation (Fundacao Fibrose Cistica)
Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreatica

Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica

Cyistic Fibrosis Screen Positive Inconclusive Diagnosis
Inconclusivo Pés Triagem Neonatal)

Regulador da Condutancia Transmembrana em Fibrose Cistica
CFTR como Canal de Cloreto

Doencas Relacionadas a CFTR

Centro de Investigacao em Pediatria

ion cloreto

Sindrome Metabdlica Relacionada a CFTR

Diferenca de Potencial Nasal

Canal Epitelial de Sédio

Estados Unidos da América

Fibrose Cistica

Faculdade de Ciéncias Médicas

Gastrointestinal

Bicarbonato

Hepatico

Heterozigoto

Intradérmica

(Diagnaéstico

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Sdo Paulo

indice de Massa Corpérea

Medida da Corrente Intestinal
Insuficiéncia Pancreatica

Laboratério de Fibrose Cistica



Lafip Laboratério de Fisiologia Pulmonar

mEqg/L Miliequivalente por litro

MSD Dominio Transmembranar

MVCC Mutacdes de Consequéncias Clinicas Variadas
Na* fon sédio

NaCl Cloreto de so6dio

NDB Dominio de Ligagao a Nucleotideo

Pancr Pancreatico

RD Dominio Regulador

Sinopulm Sinopulmonar

Soid Sindrome da Obstrugéo do Intestino Distal
TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TS Teste do suor

TSC Teste de Suor Classico

TTN Teste de Triagem Neonatal

Unicamp Universidade Estadual de Campinas

VEF4 Volume Expiratério Forgado no Primeiro Segundo
Vie Tensao/Voltagem Transepitelial

WHO World Health Organization - Organizacdo Mundial de Saude



SUMARIO

PAGINAS
INTRODUGAO ... 18
1.1. 0 gene e aproteina CFTR ... 18
L R D - ] o7 o U U SPPPPRR 18
1020 ESHULUIA ...t 19
17,83, GONETICA ...t e e 20
1.2. Fibrose GistiCa (FO) ..o 22
1.2.1. DefiniCa0 € PreValénCia ............ucuuuueeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
T.2.2. HISTOIICO ...t e e 25
1.2.3. FiSIOPAIOIOGIA ........ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 26
[ S =T o] 1] oo R 30
1.3. Doencas Relacionadas a CFTR (CFTR-RD) .....cccooiiieieieieeieeee 32
1.83.7. DEFINIGAO ...ttt 32
1.3.2. Auséncia congénita bilateral dos ductos deferentes (CBAVD,)............... 32
1.3.3. Pancreatite crénica ou aguda reCOIrente. ...........ccccoueeeeeeeeieiiiaiiiieeeeaenn 33
1.3.4. Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA)...........oeeieiiiiiiiiiieeeeeeen. 33
1.3.5. Bronquiectasia QifuSa .................oouiiiuiiiiiiiii e 33
1.4. DiagnOstico da FC ........oouiieeeeee e 34
1.4.1. Teste de suor ClasSiCO (TSC) .....couuuueieieeie e 38
1.4.2. Teste de biopsia retal: avaliacao da fungcdo da CFTR por medida da corrente
intestinal em fragmentos de bidpsia retal em camara de Ussing ..................... 40
1.4.3. Diferencga de Potencial Nasal (DPN) ... 41

1.4.4. Evaporimetria: estimulagdo B-adrenérgica da CFTR (glandula sudoripara)43

JUSTIFICATIVA ettt e e e e e e e e aeenneas 45
OBUETIVOS ...ttt et et e et e st e e e enae e e enneeeasnseeeaneeaens 46
BT GBIAIS .ttt 46
3.2, ESPECITICOS: ...t 46
METODOS ...ttt 46



4.2 MOAEIO TO ESTUAD .o e e e e e e e e e e e eeeeeeeesseeeeeaeens 47

G A o= g (o] 0 Y= | (== SRS 47
4.3.1. GIUPO T et e e e e e e e e e 47
4.3.2. GIUPO 2 ..ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e n b et e e e e e e e e e e nnnreneeaaaaeeaaanns 48

4.4. Teste do sUOr CIASSICO (TSC) oo 51

4.5. Teste de secrecao beta-adrenérgica/ Evaporimetria..........ccccoceveveincnennne 52

4.6. Avaliacao da funcao da proteina CFTR em fragmentos de bidpsia retal (Teste

de Bidpsia Retal) ......cc.ooveovieiieieeeeeeee e 54
4.7. Sequenciamento geNE CFTR ... 55
4.8. ESTALISHICA. ...eeueeeeiieieee e 55
RESULTADOS ... .ottt rtee e see ettt e e sae e et a e anae e e snteeeennneeeanseeeenneas 56
5.1. Caracterizag8o do GrupPO 1 ..o 56

5.2. Interpretagéo diagnoéstica e caracterizacao de individuos suspeitos de FC /

CFTR-RD - GrUPO 2 ...ttt sae s 60

5.3. Secrecédo de Cl-mediada por CFTR em biopsias retais (teste de bidpsia retal)

e ensaio secretor de suor beta-adrenérgico (evaporimetria) ..........coceoeeerenenene 67
DISCUSSAQ ...ttt 72
CONGCLUSAOD. ...ttt 76
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot seseissseeeenes 77
ANEXO 1: TCLE — Paciente menor (Biopsia Retal) ........cccovvvevviiiiiiiiiiiiiiiieneen. 82
ANEXO 2: TCLE - Paciente maior (Biopsia Retal) ........ccvveeeiiiiiiiiiiiiiees 84
ANEXO 3: TCLE — Paciente MeNOr..........uuuiiiiiieeeeeiiieieeeee e 86
ANEXO 4: TCLE — Paciente Maior........c..uuueiiiiiaiiiiiiiieeeee e 88

ANEXO 5: Parecer Consubstanciado - CEP (Unicamp)...........ccccouiiieeiiiinnnnns 90



18

INTRODUGCAO
1.1. O gene e a proteina CFTR

1.1.1. Definigao

Em 1989 foi identificado o gene CFTR (do inglés Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) como causador da doenca Fibrose Cistica
(FC) (13) (Figura 1). Ele se localiza no brago longo do cromossomo 7 (7g3.1.2),
codificando uma proteina de mesmo nome, a proteina reguladora da condutancia
transmembrana na fibrose cistica (CFTR). Tal proteina funciona como um canal
regulador do transporte de agua e eletrélitos, sendo a sua principal funcdo o
transporte de ion cloreto (Cl), dependente de Adenosina 5-Monofosfato Ciclico
(cAMP) (14), atuando também na secrecédo do ion bicarbonato (15). Além disso,
relaciona-se também com a regulacédo de outros canais, como o de sdédio (Na*), o
trafego da membrana, a regulagédo de pH e a apoptose celular, estando presente na
membrana apical de células epiteliais do trato respiratério, pancreas exocrino,

sistema hepatobiliar, trato genital masculino, intestino, rins e glandulas sudoriparas

(16, 17).
Gene CFTR
NITTEINR NN RIRNETRTITRIN B
> 25 kilobases =
1 i : BN Exon
[ intron

Proteina CFTR
(estrutura primaria)
N C

Membrana celular

/
74

CFTR posicionada
na membrana celular

Citoplasma

| Segmentos i— Modulq de ligagao de B Dominio R
transmembrana nucleotideos

Figura 1: Representacéo do gene CFTR contendo os introns e os éxons. Modelo proposto para a
estrutura da proteina CFTR. Localizagdo da Proteina CFTR na membrana plasmatica, segmentos
transmembrana (TMD1 e TMDZ2), dominio R (RD) e médulo de ligacao de nucleotideos (NBD1 e
NBD2). Adaptado (18).
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1.1.2. Estrutura

A CFTR é uma proteina composta por 1.480 aminodacidos, classificada
como sendo um transportador ABC (do inglés, ATP-binding cassette). Esta familia
de proteinas incorpora transportadores ativos utilizando ATP, localizados na
membrana celular, que sao fundamentais para a sobrevivéncia celular através da
geracao e manutencgao do gradiente de concentracao elétrico e quimico (19).

Ela é composta por dois dominios transmembranares (MSD, do inglés
membrane spanning domains), cada um contendo seis segmentos hidrofébicos.
Cada MSD é seguido por um dominio de ligacao nucleotideo, denominados de NBD1
e NBD2 (do inglés, nucleotide binding domain), que igualmente participam do
transporte de ions. Os dois MSD-NBD sao unidos por um dominio regulador (R

domain), que regula a abertura do poro (20), (Figura 2).

Loops
extracelulares

Exterior

Dominios
Transmembranares

Interior Loops

intracelulares

: Dominio R
Interior
C Regido de :
estreitamento _— Vestibulo exterior
T’_:‘.m;
\"-‘\ ,7, ———
~] |
/ |
| ~
! ‘..
e >
——————— * Vestibulo interior

Figura 2: Representagdes tridimensionais e bidimensionais da estrutura do regulador de
condutancia transmembrana na fibrose cistica. A: Modelo de homologia atbmica na chamada
conformacdo "canal", ilustrando a extensdo aproximada dos /loops extracelulares, dominios
transmembranares, loops intracelulares e dois dominios de ligacdo a nucleotideos (NBD1 e NBD2).
B: Representacao esquematica desses diferentes dominios e do dominio R; C: Modelo funcional da
arquitetura de poros. Adaptado (20).
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1.1.3. Genética

Mutacdes no gene CFTR, associadas a acao de genes chamados
modificadores, e a influéncia do meio ambiente alteram a estrutura e o
funcionamento da proteina CFTR, determinando manifestagdes clinicas multi-
sistémicas (21). Atualmente sdo descritas aproximadamente 2.000 mutagdes do
gene CFTR (22, 23).

Predominando na Europa e na América do Norte, uma Unica mutacao
(F508del — a delecdao de uma fenilalanina na posicao 508) estd presente em
aproximadamente 85% dos individuos com FC (24), enquanto que outras 2.000
diferentes mutagdes compreendem os demais cromossomos, cada uma contribuindo
com uma baixa frequéncia, sendo que algumas delas apresentam-se de forma mais
elevada em populacdes especificas, porém poucas com frequéncia maior que 0,1%
(25)

Podem-se dividir as mutagées em classes, de acordo com a produgéo,
trafego, funcéo e estabilidade da proteina CFTR. A divisdo em classes é didatica e
auxilia a elaborar estratégias terapéuticas para o tratamento do paciente com FC
(26).

Atualmente, ja é aceita a divisdo em 7 classes, tendo em vista a aplicacéo
da medicina personalizada. As classes anteriormente conhecidas como |A e IB,
agora sao nomeadas classe | e classe VIl respectivamente. Na primeira existe
producédo de um RNA defeituoso, que acabara por ser degradado, enquanto que na
segunda, ndo existe sequer producao de RNA (24), conforme detalhado na Figura 3.
As classes | a lll estdo geralmente associadas a fenétipos mais graves, enquanto
que as classes IV e V estdo associadas com fenotipos mais leves e formas com
manifestagdes ndo classicas da FC. As classes VI e VIl também estdo associadas a

fendtipos graves (Figura 3).



Classe | Classe Il Classe lll Classe IV Classe V Classe VI Classe VIl

Auséncia de Auséncia de Abertura Fluxo reduzido  Pouca proteina  Proteina instavel Auséncia de
Defeito CETR  FYWIeYeey trafego prejudicada RNA m
GLy542X Phe508del Gly551Asp Arg117His Ala455Glu c120del23 dele2,3(21kb)
Exemplos de  § NPT PN Asn1303Lys  Ser549Arg Arg334Trp 3272-26A->G  rphe508del 1717-1G->A
IOELSCOES Ala561Glu Gly1349Asp Alad55Glu 3849+10kgC->T
Terapia Resgatar Resgatar Restaurar canal  Restaurar canal  Corrigir splicing | Promover Né&o resgatavel
Corretiva sintese trafego estabilidade
Compostos RTC Corretores (sim) Potencializadores Potencializadores Oligonucleotideos Estabilizadores Terapias de by-
(ndo) (sim) (nao) "anti-sentido", (nao) pass (nao)

Droga
corretores,

potencializadores

? (ndo)

Figura 3: Classificagdo das mutagdes do gene CFTR e respectivas estratégias terapéuticas.
Adaptado (24).

(aprovada)

As mutacdes de classe | afetam a sintese proteica gerando proteinas
incompletas (truncadas), que serdo degradadas (27). Isso pode ocorrer por
alteracdées nos sinais de splicing, por mudancas nas grelhas de leitura, ou pela
formagao de coddes de parada prematura, que levam a degradacdo do RNAm (27).
Como referido acima, na classe | existe producao de um RNAm que acabarda por ser
degradado, enquanto que na classe VIl, ndo existe sequer producdo de RNA.

Mutacdes de Classe Il, que incluem F508del (28), alteram os eventos de
processamento e maturacéo da proteina, com retencao no reticulo endoplasmatico
pelo mecanismo de controle de qualidade e posterior degradacado prematura,
afetando o trafego da proteina e impedindo a sua migracéo até a membrana celular.
Nesta classe hd um comprometimento severo da funcao da proteina CFTR.

As mutacdes de classe lll afetam o dominio regulatério do canal,
incapacitando o processo de abertura. A proteina é produzida e transportada até a
membrana celular, porém nao responde a estimulagcdo do cAMP, por defeitos na
fosforilacdo por cinases no dominio regulador (24, 29, 30).
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Mutacdes de classe IV estao associadas com secrecao residual de Cl- e
bicarbonato. O gene codifica uma proteina que é transportada para a membrana
celular e responde corretamente a estimulos pelo ATP, porém o fluxo de CI é
reduzido. (27). As mutacdes de classe V produzem quantidade reduzida da proteina
normal de forma que pequenos niveis funcionais sdo alocados na membrana,
produzindo também uma secrecédo residual de CI- (30). Mutagdes de splicing
alternativo que produzem uma porcentagem de RNAm normal e outra aberrante
estdo dentro desta categoria (24). No entanto, niveis de expressao de pelo menos
5% de RNAm normal estdo associados ao melhor prognostico da doenca (31)

As mutacbes de classe VI levam a producédo de proteinas que possuem
tempo de permanéncia reduzido na membrana apical das células em virtude da
baixa estabilidade (32). Isso pode ocorrer pelo aumento da endocitose da proteina
ou diminuigao do seu processo de reciclagem de volta a superficie celular (24).

Mekus e colaboradores (33), estudando polimorfismos em familias com
irmaos gémeos com FC, determinaram que além das mutagdes no gene CFTR, os
polimorfismos em outros genes somados ao meio ambiente atuam modificando a
expressao clinica da FC. Sao varios os genes que atuam modulando a gravidade
clinica da FC acarretando um amplo espectro fenotipico(34, 35).

Podemos dizer que a classificacao das doengas que expressam o defeito
no gene CFTR é complexa, ndo s6 por causa das varias mutacoes até hoje descritas,
mas também porque a sua expressdo fenotipica pode ser modulada por
polimorfismos e variagdes nao classificadas (36). Desta forma, a relagcdo entre a
mutacdo genética e o fendtipo ndo se demonstra tdo exata quando se pensava
anteriormente (37).

1.2. Fibrose Cistica (FC)
1.2.1. Definigdo e prevaléncia

Descrita como a doenga rara mais comum que limita a vida em todo o
mundo (24) ou mesmo como a doenca grave autossémica resseciva mais comum
em caucasianos no mundo (23). A incidéncia mundial estimada de FC é de 2.500—
4.000 nascidos-vivos (38), com predominancia na Europa, América do Norte e
Australasia, sendo rara na populacéo arabe, no leste da Asia e maior parte da Africa,

em populacédo nao descendente de europeus (39).
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Portanto, a FC afeta mais de 85.000 individuos em todo do mundo,
incluindo mais de 35.000 s6 na Europa, com uma reconhecida heterogenicidade na
distribuicdo geografica. Observa- se na Figura 4 a prevaléncia das mutagcées mais
comuns em alguns paises selecionados (24, 40).

Na Europa, aproximadamente um a cada 2.000 a 3.000 neonatos é
diagnosticado com a doenca e nos Estados Unidos a incidéncia € de um pouco
menos de um para cada 3.500 nascimentos (40, 41), conforme Figura 4.

Gly542X 394delTT CFTRdele2,3
lleS07del 3659delC Gly551Asp
Ser549Asn Prevaléncia baixa de nascimentos
[ Prevaléncia intermediaria de nascimentos
1:2500 I Prevaléncia alta de nascimentos
394delTT Gly542X
GlySS1Asp ArgS53X Asn1303Lys 3849+10kb (=T
Gly542X Asn1303Lys
621+1G-T Gly542X
Al2455Glu 1717-1G=A 3
GlySA2X' 171694 Arg553X 394delTT
Asn1303Lys Glys42x
16856 P 1:21;00
A ly551Asp ¢
Gly551Asp : 1:2000
Arg117His % Gly542X
1:900 I—Trp1282X
MagssGly T 1:2500
GlyS42X Asn1303Lys
(Branco - EUA) 621+1G—T Gly551Asp
Gly542X
GlyS51Asp GlySS1Asp
Trp1282X Ala561Glu Trp1282X Glys42X
Arg1066Cys 3849+10kb (=T Arg553X
(Afro Americano)
Alas59The Gly542X Gly542X
312011624 1811+1.6kbA-G Leu346Pro
Latinoamericano) X
Gly542X (Brittany) ;
406-1G—A 1078delT
1811+1.6kbA=G GlySS1Asp rior
Trp846X Arg1162X
Nativo americano) GlyS51Asp
Arg1162X Gly542X Glys542% Glys42X
Lev1093Pro — 711+41G6-T CFTRdele2,3 Asn1303Lys

Figura 4: Prevaléncia de nascidos vivos com fibrose cistica e suas mutagdes comuns. Adaptado de
O'Sullivan BP, Freedman SD (40)

No Brasil, um pais de grande miscigenacao racial, a doenga pode se
manifestar em qualquer regido, sendo a incidéncia estimada para a regiao sul
préxima a da populagado centro europeia, enquanto que para as outras regides € de
1:10.000 nascidos vivos (42, 43), conforme Figura 5.
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Figura 5: Distribuicido dos pacientes com diagnéstico de fibrose cistica no Brasil quanto a regiéo

de nascimento (44)
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1.2.2. Historico

A percepcao de que criangas com suor mais salgado poderia indicar
alguma doenca € bem antiga, pois esse fato ja encontrava lugar no folclore medieval.

Uma série de acontecimentos marcam a histéria da FC no mundo e sua evolugao

(Figura 6).

1595 - Pieter Paul (Universidade de Leiden, Holanda)
descreve alteragdes pancreaticas emcrianga de 8 anos,
cuja morte provavelmente teve relagdo com FC (1, 2)

1905 - Landsteiner publicou a primeira descrigdo do ileo
meconial (IM)associado a enfermidade pancreatica.

(10)

1943 -Farberintroduziu o termo" mucoviscidose", do
alemdo mukoviszidose , que significa "muco espesso”,
para desafiara nomenclatura inicial de Andersen. (10)

1953 - Paul di Sant'Agnes apresentou a Sociedade
Americana de Pediatria suas conclusdes sobre a origem
da perda de sal em criangas com desidratagdo durante
onda de calor em Nova York, sustentando os
conhecimentos empiricos do folclore sobre beijos de
gosto salgado na literatura médica. (1)

1959 -Gibson e Cooke desenvolvem a técnica
quantitativa da iontoforese de pilocarpina, tida até hoje
como método padrio-ouro para diagnéstico de FC. (7)

1979 -Jeanette Crossley fazo primeiro relato sobre
método de triagem neonatal para a FC, descrevendo o
tripsinogénio imunorreativo elevado no sangue de
pacientes com FC, que decorre da insuficiéncia
pancredtica exdcrina, pela obstrugdo dos ductos
pancreaticos. (6)

1984 -Sato e Sato descreveram a alteragdo na resposta
beta-adrenérgica das glandulas sudoriparas na FC in
vivo einvitro, o que serviu de base para o estudo atual
da fungdo da CFTR como canal de Cl- (CFTR-CI-) nas
glandulas sudoriparas. 9)

2004 - publicado trabalho em humanos que
correlacionou a fungdo da CFTR-Cl-com genétipo e

fendtipo da FC através de bidpsias retais. (12)

v

1888 - Samuel Gee (Hospital St. Bartholomew) descreveu
sindrome que denominou "afei¢do celiaca".(10)

1938 - Dorothy H. Andersen descreve pela primeira vez
de forma sistematica e detalhada a "fibrose cistica do
pancreas" (1, 2)

1946 - Andersen e Hodges apresentaram a primeira
evidéncia de se tratar de doenga genética, resultante de
uma mutag¢do autossOmica recessiva mendeliana. (5)

1958 -estabelecido que a singularidade desta fungdo
fisiolégica anormal especial permitia um método para o
diagnodstico preciso e acessivel: o Teste do Suor,
realizado inicialmente sem estimulagdo. (1, 3)

1963 - Parkins realizou bidpsias retais de sucgdo para o
diagnodstico de FC; descreveu alteragdes histoldgicas
tipicas de FC que, quando presentes, elucidariam o
diagnoéstico da doenga.(8)

1983 - Paul Quinton, usando uma série de experimentos
de microperfusdo nas glandulas sudoriparas em seu
proprio antebrago, demonstrou que as mesmas sdo
impermeaveis ao Cl-em pacientes com FC. (4)

1985 - Knowlton e Wainwright localizaram defeito no
cromossomo 7, sendo que o gene foi posteriormente
clonado e a proteina codificada, ambos denominados de
CFTR.(11)

Figura 6: Esquema da perspectiva histérica da Fibrose Cistica no mundo.
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Nessas ultimas décadas houve uma importante evolugdo no tratamento
da FC, com novas frentes sendo exploradas, porém os avangos terapéuticos ainda
n&o nos permitem abandonar o tratamento sintomético. Pesquisas visando otimiza-
lo tém se concentrado em melhorar o clearance mucociliar, encontrar um equilibrio
para a resposta inflamatéria, manter o controle das infec¢oes respiratérias visando
alterar o biofilme com novos compostos, assim como avaliar também os
bacteriofagos (virus que infectam bactérias) que auxiliam no controle da infec¢ao na
FC, como mostrado de forma esquematica na Figura 7 (45-47).

Algumas drogas que potencializam a funcdo da proteina CFTR ja
mostram resultados terapéuticos, sendo que outras novas também estdo sendo
analisadas (24). Atualmente ja ha a possibilidade de se avaliar o resultado
terapéutico de tais drogas com testes funcionais in vivo e ex vivo com organoides
intestinais e células cultivadas a partir de escovado brénquico e do epitélio nasal,
introduzindo assim uma medicina personalizada, o que permite prever qual paciente
respondera a determinada droga (24, 48).

O aumento da sobrevida dos pacientes alerta para a necessidade de
programas e investimentos na atencdo as doencas hepéticas, diabetes,
osteoporose, gravidez, infertilidade, problemas renais crénicos, entre outros.

A avaliacdo pré-natal e pré-implantacdo embribnica, assim como a
abordagem dos parentes como potenciais portadores, sdo tépicos emergentes na
realidade atual e futura da doenca FC.

Consensos, esforgcos em pesquisa, trocas de informagdes entre as varias
associagoes e registros em todo o mundo ajudarao a manter uma crescente evolugéao
na abordagem do individuo com FC e doengas relacionadas a CFTR(49).

Os avancgos no campo da genética assim como farmacolégicos, com o
uso de novas drogas, permitird que muito menos tratamento convencional seja

necessario para o cotidiano do individuo com FC (24).

1.2.3. Fisiopatologia

A auséncia na producao da proteina CFTR ou o prejuizo na sua funcao
determinam alteracao na secrecéao de CI, 4gua e outros ions. Como consequéncia,
ocorre modificagdo do pH, desidratagdo e aumento da viscosidade das secregdes

nas glandulas exocrinas, com consequente precipitacdo e obstrucdo do lumem
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ductal. Inflamacéo, infeccéao, fibrose e destruicdo funcional e anatémica dos tecidos
acometidos aparecem como consequéncia (50). A Figura 7 exemplifica os eventos
qgue ocorrem na doencga pulmonar na FC e suas propostas terapéuticas.

[ Mutagdes do gene CFTR ) oligonucleotideos

’

Proteina CFTR ar'l?n"nal res'u.ltando < Moduladores da CETR
em transporte ionico deficiente

Terapia com uso de }

v

Desidratacdo da superficie da via Comprometimento da secregio de
aérea bicarbonato

( Comprometimento do clearence } { Controle de infecgdo bacteriana }

N

Bypass da CFTR J

mucociliar da via aérea deficiente

v v

Estase de muco e impactagdo
Inflamagdo

Infecgdo

[ Bronquiectasia } Antibidticos
Transplante pulmonar

¢ [ Tratamento sintomatico

{ Faléncia respiratéria }

Figura 7: Fisiopatologia da doenga pulmonar da fibrose cistica e principais alvos das terapias
atuais e emergentes.(Adaptado (46)

A fisiopatologia da doenca no 6rgao afetado depende também da
contribuicao da proteina CFTR na secrecao de sal e agua em relacéo a atividade de
outras vias. O impacto em diferentes 6rgéos e sistemas se relaciona ao local de
expressdo da CFTR no tecido e o desenvolvimento das consequéncias da sua
quebra ou auséncia de funcado. Isto €, estima-se que a diminuicdo de 20% da
secrecao de CI ja é suficiente para produzir degeneracao obstrutiva dos ductos
deferentes, enquanto que apenas 20% de funcdo do CFTR s&o necessérios para a
manutencao da suficiéncia pancreatica na FC (51).

Mutacdes no gene CFTR associadas a acao de genes chamados
modificadores e a influéncia do meio ambiente alteram a quantidade e o
funcionamento da proteina CFTR, determinando manifestagbes clinicas multi-
sistémicas que caracterizam a doenca FC e doencas relacionadas a essas
mutacdes. Cada um desses fatores contribui de forma distinta para o fenétipo da
doenca, podendo ser citado como exemplo deste fato o comprometimento

pancreatico exocrino que esta altamente relacionado com a mutagdo genética,
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havendo pouca participacdo de genes modificadores. Por outro lado, o risco para o
diabetes e obstrucao intestinal depende predominantemente da agéo desses genes
modificadores, conforme demonstrado na Figura 8 (52).

Pulmdes e seios da face Obstrucéo das vias aéreas

Glandulas sudoriparas Infeccéo por P. aeruginosa

Insuficiéncia pancreatica

Figado
exocrina

Péncreas frd S ; : o
. Risco e idade de inicio de

‘ w , diabetes
Intestino '

Risco de Obstrucédo
intestinal

IMC

666660

Aparelho reprodutor
masculino

. Gendtipo CFTR
. Modificadores Genéticos

Fatores ambientais e estocasticos

Figura 8: Caracteristicas cardinais da fibrose cistica. Adaptado: (52)

As alteracoes gastrointestinais na FC se devem ao comprometimento do
figado, vesicula biliar e intestino. Manifesta¢des associadas incluem insuficiéncia do
pancreas exdcrino, prejuizo na secre¢ado de bicarbonato e bile e formagao anormal
de muco, comumente levando a ma digestdao e ma absorcao de gordura, proteinas
e vitaminas lipossoluveis. Podem contribuir para a ma digestdo e ma absor¢ao o
supercrescimento bacteriano, a disfungdo da musculatura circular entérica, a
producédo anormal de muco e a inflamacgao intestinal.

A obstrucao intestinal € parte das manifestagoes gastrointestinais da FC
sendo que o ileo meconial se caracteriza como a manifestacdo precoce da doenca,
ocorrendo em 15% dos recém-nascidos com FC (53). A Sindrome da Obstrucao do
Intestino Distal (Soid) manifesta-se em criancas mais velhas e adultos (54). Tendo
em vista que 90% dos diagndésticos de tais entidades estao relacionados a FC, torna-
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se fundamental iniciar o tratamento da doenca nestes pacientes antes mesmo do
estabelecimento do diagnostico definitivo (42).

A doenca hepatica relacionada a FC nao tem marcadores especificos.
Seu diagnéstico se baseia nas manifestacdes clinicas, alteracées bioquimicas e de
ultrassonografia. Ocorrendo em 2 a 37% das criancas e adultos jovens, pode ser a
terceira maior causa de morte entre os portadores da doenga, seguindo as
complicagdes respiratérias e o transplante pulmonar (55, 56). Acredita-se que o
comprometimento hepatobiliar aconteca nos pacientes com as mutacdes
classificadas como mais graves, ou seja, as que pertencem as classes I-11l (56).

A doenca pulmonar € a maior causa de morbidade e mortalidade na FC,
evoluindo de forma progressiva, atingindo praticamente 100% dos individuos com a
doenca. Esses pacientes apresentam inflamacdo do trato respiratorio inferior,
infeccdo, bronquiectasias, lesbes cisticas com prejuizo irreversivel da funcao
pulmonar e com evolugéo para fibrose. O muco espesso e o clearance mucociliar
diminuido predispbéem a sinusite, bronquite, pneumonia, bronquiectasia, fibrose e
faléncia respiratoria. A retencdo de muco facilita a colonizagcdo bacteriana,
inflamacéao, impactacao mucéide, metaplasia do epitélio brénquico e desorganizacao
do aparelho mucociliar, o que caracteriza um ciclo relacionado a lesdo
bronquiectasica na FC. Apesar do tratamento, muitos pacientes com FC evoluem
para bronquiectasias e doenca das pequenas vias aéreas, sendo 0 exame
tomogréafico o padrao-ouro para a monitorizacdo da doenca pulmonar fibrocistica
(57).

A infecgéo do trato respiratério € um componente importante da doenca
pulmonar na FC. Sao exemplos de patégenos envolvidos a Pseudomonas
aeruginosa, complexo Burkholderia cepacia, Stentrophomonas maltophilia,
Achromobacter spp., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), fungos,
micobactérias ndo tuberculosa além de bactérias anaerdbicas (58-60).

O progresso no tratamento da doenca traz consigo um aumento na
sobrevida dos pacientes com FC e o consequente aparecimento de sintomas pouco
observados anteriormente, constituindo um novo desafio no manejo da doenga (23,
61-66).
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1.2.4. Fendtipo

Nos ultimos anos, observa-se um aumento significativo nas informacoes
referentes ao fenotipo e gendtipo envolvendo a FC. Os consensos atuais buscam
harmonizar a terminologia envolvida na doenca e em outras entidades associadas
as mutacdes no gene CFTR juntamente com os critérios diagnésticos: FC, Sindrome
Metabdlica Relacionada a CFTR (do inglés CFTR-Related Metabolic Syndrome,
CRMS), Diagnéstico Inconclusivo Pés Triagem Neonatal (do inglés, Cyistic Fibrosis
Screen Positive Inconclusive Diagnosis, CFSPID) e Doencas Relacionadas a CFTR
(CFTR-RD-do inglés, CFTR-Related Disorders). Os termos FC classica / nao
classica, FC tipica / atipica e FC tardia devem ser evitados pois ndo ha uma definigéo
de consenso e, portanto, pode trazer confusao entre familiares e cuidadores, embora

sejam utilizados pelas sociedades européias (23).

1.2.4.1. Fibrose Cistica

A FC caracteriza-se por manifestagcbes multisistémicas, apresentando
insuficiéncia pancredtica exocrina, manifestando-se com esteatorréia e desnutricdo
por ma absorcdo de vitaminas, proteinas e gorduras, ileo meconial, além da
ocorréncia de Soid e doenca hepéatica, podendo chegar a cirrose biliar, azoospermia
congénita e bilateral e comprometimento pulmonar progressivo, evoluindo para cor
pulmonale. A FC pode se apresentar dessa forma mais caracteristica, acarretando
maior severidade, o que anteriormente era designada como doenca classica ou
tipica.

No entanto, 10 a 15% dos doentes de FC podem apresentar
manifestacbes mais tardias, associadas a suficiéncia pancreatica, refletindo alguma
taxa de funcdo da CFTR. Tais manifestacbes podem incluir pancreatite aguda
recorrente ou pancreatite crénica, sintomas respiratérios ou otorrinolarigolégicos
crbnicos e azoospermia, caracterizando uma doeng¢a mais suave e com melhor
progndéstico, o que era anteriormente designada como doenga ndo classica ou
atipica. Nesses casos, o0s resultados do TSC podem ser normais, limitrofes
(borderline) ou com valores anormais, porém com valores mais baixos dos que o0s
apresentados por individuos com fendtipo mais severo, trazendo por vezes,
dificuldades no diagnéstico definitivo (23, 52, 62, 67, 68).
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1.2.4.2. CFTR-Related Metabolic Syndrome (CRMS) / Cyistic Fibrosis Screen
Positive Inconclusive Diagnosis (CFSPID)

O termo CFTR-Related Metabolic Syndrome é utilizada nos EUA (Estados
Unidos da América) enquanto que o termo Cyistic Fibrosis Screen Positive
Inconclusive Diagnosis é utilizado em outros paises, sendo que ambos definem a
mesma condi¢do: resultado positivo para o Teste de Triagem Neonatal (TTN) e
testes genéticos ou funcionais inconclusivos, sem caracteristicas que preencham
critérios diagndsticos para FC, apresentando uma das condigdes abaixo:

* TSC < 30 mmol/L e duas mutagdes das quais ao menos uma delas se
relaciona a caracteristicas fenotipicas nao definidas, ou

+ Resultado do TSC com valor intermediario (30 a 59 mmol/L) e uma ou
nenhuma mutacao causadora de FC.

Os consensos atuais orientam que tais criancas deverdo ser
acompanhadas ao longo do tempo para melhor definicdo diagnéstica e para tanto
devem :

* repetir o TSC em centro especializado em FC

* manter seguimento por especialista a fim de detectar caracteristicas
clinicas que poderao aparecer ao longo do tempo

+ ter a indicacdo considerada para sequenciamento genético (gene
CFTR), assim como a realiza¢ao de testes funcionais (Diferenca de Potencial Nasal
e teste de bidpsia retal)

» ser reclassificada em relagdo a FC, considerando os resultados de
testes funcionais, teste genético e posicionamento do médico responsavel pelo
seguimento do paciente em questao

 ter seus familiares com acesso a aconselhamento genético (23)

1.2.4.3. Doencas relacionadas a CFTR (CFTR-RD, do inglés CFTR-Related

Disorders)

Recentemente tém-se observado doencas relacionadas com mutacdes no
gene CFTR, em que os individuos portadores apresentam uma forma leve da doenca

FC, comprometendo um érgdo apenas, podendo verificar-se envolvimento
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respiratério discreto, suficiéncia pancreéatica e resultados do TSC intermediarios
(borderline, i.e., 30 a 59 mmol/l) (69).

Desta forma, o diagnostico de desordem relacionada a CFTR foi definido
como uma entidade clinica monossintomatica, podendo apresentar-se com auséncia
bilateral congénita do ducto deferente ou pancreatite aguda recorrente ou crénica ou
bronquiectasias difusas, associada a algum grau de disfuncdo CFTR, mas nao
cumprindo os critérios diagnosticos para FC (23, 70).

1.3. Doencas Relacionadas a CFTR (CFTR-RD)
1.3.1. Definicao

Como referido acima, a CFTR-RD é wuma entidade clinica
monossintomatica, associada a disfungéo da proteina CFTR, que nao preenche os
critérios diagndsticos para a FC (70). Auséncia Congénita Bilateral dos Ductos
Deferentes (CBAVD), bronquiectasias difusas, pancreatite crbnica ou aguda
recorrente sdo os exemplos mais conhecidos desta entidade, embora outras
patologias como a rinossinusite crénica e Aspergilose Broncopulmonar Alérgica
(ABPA) devam ser observados com cuidado no diagnéstico desta categoria (23, 70-
72).

Atualmente tais doencas tém sido consideradas no contexto da disfuncao
da proteina CFTR e de outros transportadores transmembrana, merecendo um olhar
atento por parte dos clinicos e pesquisadores para se acurar seu diagnostico,
progndstico e tratamento (73).

1.3.2. Auséncia congénita bilateral dos ductos deferentes (CBAVD)

Trata-se de uma importante causa de azoospermia obstrutiva,
contribuindo para 1 a 5% dos casos de infertilidade masculina (70, 74). Desde a
primeira identificacdo das mutacdes do gene CFTR em individuos com CBAVD nos
anos 90 (74), estudos tém mostrado que entre 45 a 80% dos pacientes com CBAVD
carregam duas mutacées no gene CFTR, com efeitos leve a severo no
comprometimento funcional (72, 75). O fato de se encontrar uma maior frequéncia
das mutacées CFTR em individuos com esta apresentacao clinica e que nao
preenchem os critérios de FC em relagcéo a populagdo normal, permite classifica-los
como CFTR-RD (76).
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1.3.3. Pancreatite crénica ou aguda recorrente

Estudos mostraram que 30% dos pacientes com pancreatite crénica
carregam uma mutacao do gene CFTR e 10% apresentam duas mutacoes (72, 77).

Niveis alterados de Cl no suor e na medicao da Diferenca de Potencial
Nasal (DPN) sao encontrados em pacientes com pancreatite crénica com pelo
menos uma mutacdo CFTR. Para o desenvolvimento de tal entidade, observou-se
que é necessaria uma funcdo CFTR residual e que a presenca de células acinares
€ essencial para a sua ocorréncia, 0 que nao acontece em pacientes com moderada
a severa insuficiéncia pancreatica, sugerindo a associacdo de variantes leves da

CFTR com a presenca de pancreatite crdnica (48, 68, 70)

1.3.4. Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA)

A presenca de mutacbes CFTR em pacientes com diagnostico de
ABPA é 67% maior do que na populacao geral, chegando a 95% quando ha a
evidéncia de duas mutacbes(72).

ABPA em pacientes com suficiéncia pancreatica pode ser classificada
como uma CFTR-RD, com mutagdes classe IV e V. Assim, na ABPA relacionada a
bronquiectasia, afastar uma CFTR-RD é fundamental para estes pacientes (72).

1.3.5. Bronquiectasia difusa

Pode-se definir bronquiectasia como uma dilatagdo permanente do
brénquio como resultado da destruicdo dos musculos e do tecido elastico conectivo
(78). Na patogénese da bronquiectasia observa-se um ciclo vicioso caracterizado por
infeccao e inflamacao causando dano nos brénquios e bronquiolos, o que determina
maior susceptibilidade a infeccdo e, por consequéncia, colonizagdo de
microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus fumigatus e
micobactérias nao tuberculosa. O comprometimento do clearance mucociliar leva a
liberagéo de enzimas fagocitarias e quimiocinas que rompem a barreira mucosa com
consequente formagdo de abcessos que permitem a instalacdo de organismos
patolégicos, dano da parede e ectasia brénquica. O processo de formagédo da
bronquiectasia tem inicio com um estreitamento da arvore brénquica provocado por
infeccdo (78, 79).



34

A prevaléncia dos casos de bronquiectasia diminuiu no século 20 em
virtude da melhoria nas condi¢ces de vida da populagdo, vacinagdo e acesso aos
antibioticos. Nos EUA sao 52 para cada 10.000 individuos adultos. Ocorre mais em
mulheres do que em homens, especialmente se a etiologia ndo for definida (80).
Mutacdes do gene CFTR foram encontradas em pacientes com o diagnéstico de
bronquiectasia idiopatica (81). Diferentes estudos tém demonstrado pelo menos uma
mutacdo CFTR em 10% a 50% dos pacientes com diagnostico de bronquiectasia,
sendo que a frequéncia e a natureza das mutagdes diferem consideravelmente entre
as publicacdes, com a mutacdo IVS8-5T tendo sido encontrada numa frequéncia
mais alta do que a esperada. Observa-se também que a frequéncia de tal mutagéo
€ maior em pacientes com CBAVD (77).

1.4. Diagnostico da FC

Desde a identificagdo do gene CFTR como causador de FC (13, 14, 82),
novos desafios tém surgido no diagnostico e no manejo clinico dessa doencga (47,
64, 73).

A triagem neonatal e os iniumeros protocolos que vem surgindo, os
avancos nos estudos genéticos identificando novas mutacdes, a grande variabilidade
na disfuncdo da proteina CFTR determinando fendtipos a serem melhor
compreendidos, a influéncia étnica, a cooperacao na coleta de dados internacionais
além de avancos laboratoriais, contribuem para a extensao no entendimento dessa
doencga com novas terminologias e divergéncias no diagnostico e progndstico (23,
61-66).

Um diagndstico de FC claro e preciso com base no fenétipo e com
reconhecimento clinico de sinais e sintomas caracteristicos pode nao ser
estabelecido facilmente, uma vez que o TSC, padréao diagndstico considerado em
todo o mundo, pode mostrar-se limitado no diagndstico definitivo de individuos
oligossintomaticos, identificados como de risco para a doenca ou com sintomas leves
e ou tardios (64, 66, 73, 83).

A determinagdo da mutacdo causadora da disfuncdo ou auséncia da
CFTR pode ser uma importante ferramenta no diagnostico da FC, na identificacéo
de portadores, na correlacdo do grau de disfuncdo da proteina CFTR com as
manifestacdes clinicas encontradas, na demonstracéo de novos fenétipos da doenca

e mais recentemente, na medicina personalizada e aconselhamento genético (52,
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83, 84). Porém, a avaliacdo genética pode trazer uma contribuicdo limitada no
diagnéstico de pacientes com manifestagdes atipicas e leves, em populagdes nao
caucasianas ou se forem encontradas mutagées com consequéncias desconhecidas
ou sem relevancia clinica (83, 85).

Tradicionalmente o diagndstico clinico da doenca é definido pela presenca
de uma ou mais caracteristicas fenotipicas da FC associada a evidéncia de uma
anormalidade na funcao da CFTR, conforme Quadro 1 (23)

Quadro 1: Diagnostico clinico da doenga FC definido por caracteristicas fenoticas associadas a
anormalidades da fungédo CFTR (23, 71)

Caracterisitcas Fenotipicas da FC Anormalidade da Funcao CFTR
doenga sinopulmonar cronica valor anormal de CI" no suor: > 60 mmol/l;
anormalidades gastrointestinais / presenca de duas mutacbes causadoras de

nutricionais: ileo meconial, Soid, insuficiéncia doenga no gene CFTR;
pancreatica exdcrina com esteatorréia;

Sindrome de perda de sal alterac6es na DPN com medidas
caracteristicas de FC

CBAVD alteracao do transporte de Cl- em fragmentos
de bidpia retal avaliada em camara de Ussing

A Cystic Fibrosis Foundation (CFF) convocou trinta e dois especialistas
em diagnéstico de FC provenientes de nove paises diferentes com o objetivo de
desenvolver diretrizes diagndsticas e padronizar definicdes e terminologias utilizadas
para FC e transtornos relacionados a CFTR. Como resultado do trabalho desses
especialistas surgem recomendacdes com a aprovacao de ao menos 80% de votos
favoraveis entre os participantes, para cada recomendacgédo. Apds as normatizagdes
serem acordadas, foram entdo apresentadas a European CF Society no encontro
anual do Grupo deTrabalho em Diagndstico, em fevereiro de 2016, citando-se abaixo
algumas destas recomendagdes(23, 62):

a) Todos os individuos com o diagnéstico de FC devem ter um TSC e um
teste genético realizado.

b) Individuos com TSC < 30mmol/l podem ter FC como diagndstico caso
diagnoésticos diferentes tenham sido excluidos e outros testes confirmatérios
(genético e fisiologico) tenham indicado FC.



36

c) FC é improvavel se apenas mutagcées nao causadoras de doenca
sejam encontradas.

d) Se o diagnostico de FC nao é estabelecido, deve-se considerar CRMS/
CFSPID ou mesmo CFTR-RD.

e) Eventualmente pode-se ndo chegar a uma classificagdo. Nestes casos
pode-se utilizar o termo “portador FC”

A Figura 9 traz um resumo do consenso para a formacao de diagndstico
para FC (23)

Apresentacao clinicada FC
TTN positivo
Sinais e/ou sintomas
Histdria familiar

[ Teste do Suor ]
: j ]
[ > 60 mmol/l ] [ 30-59 mmol/I ] [ <29 mmol/l ]
¢ N\
[ Anadlise do gene CFTR
I I ,
N /
2dm:tag(?es CtFTR Gendtipo indefinido ou Mutacdes de
eterminantes MVCC conhecido CFTR ausentes
de FC
-
v
N
Testes fisioldgicos da CFTR
DPN/ICM

I ]
[ Disfungdo 1 [Resultado indefinido} Funcdo CFTR

CFTR ou duvidoso preservada
A
[ Diagnéstico } Dl:'agnostlco'de Fe [ FC improvavel }
inconclusivo

Figura 9: Recomendagdes do Consenso da CFF de 2017 para o diagnéstico de fibrose cistica —
adaptado (23). MVCC: mutagbes com consequencias clinicas variadas; ICM: medida da corrente
intestinal (biépsia retal).

Considerando que o teste de triagem neonatal é relativamente recente e

gue sua implantacao ainda ndo € universal, ndo atingindo varios locais do mundo e,
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considerando a possibilidade de falso negativo naqueles individuos que foram
triados, 0s consensos atuais observaram a necessidade de padronizar os critérios
diagnésticos para a populagéo fora da triagem neonatal, conforme resumido nos
Quadros 2 e 3, segundo as recomendacgdes da Conferéncia de 2015 da CFF (62).

Quadro 2: Recomendacdes da Conferéncia 2015 da Cystic Fibrosis Foundation relacionadas ao
diagnético de FC em pacientes nao submetidos ao teste de triagem neonatal. Adaptado (62)

Declaracao L.
numero Consenso Comentarios
25 Para individuos apresentando sintomas de FC, Representa mudancga para os cortes para Teste

deve ser utilizado 0 mesmo critério diagndstico do Suor. Na declaragdo anterior, o rresultado para
recomendado para a populagao triada para Teste Teste do Suor "FC improvavel" era < 40 mmol/;
do Suor, andlise do gene CFTR e teste funcional na presente declaragdo passa a ser < 30 mmol/l.
de CFTR para a confirmagéo do diagnéstico de

FC.
26 O diagnéstico de Doenga Relacionadaa FC é Mostra o esforgo internacional para caracterizar
definida como uma entidade clinica este cenario clinico

monossintomatica (CBAVD / pancreatites /
bronquiectasias) associada com a disfungéo de
CFTR que néo preenche os critérios diagndsticos
para FC.

27 Cliinos deveriam evitar o uso de termos como FC European CF Society Diagnostic Network Working
classico / nao classico, FC tipica/ atipicae FC Group mantém a classificagao FC nao classica ou
tardia, pois estes termos ndo possuem definicdo atipica.
harmonizada e podem confundir familiares ou
cuidadores.

Quadro 3: Sinais e sintomas clinicos apresentados fora do contexto da triagem neonatal. Adaptado

(62)
AprgT:‘riI;Zzoes Primeira apresentagcdao comum de FC Primeira apresentagao incomum de FC *
Historia familiar Pais ou irm&os com FC Pais de crianga com diagnéstico de FC
Seios da face Sinusite cronica, polipose nasal -
Via aérea inferior Bronquiectasia, infecgdo crénica ou recorrente ABPA, infeccdo por micobactéria ndo tuberculosa,
das vias aéreas inferiores (especialmente asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica

infecg@o por Pseudomonas)

Gastrointestinal / Lumen ileo Meconial, Sindrome de Obstrugao Intestinal ~ Motilidade anormal, prolapso retal
Distal
Gastrointestinal / Insuficiéncia pancreatica, pancreatite recorrente  Enzimas hepaéticas elevadas, ecmoze, cirrose,
Hepatobiliar ictericia neonatal prolongada, deficiéncia de
vitaminas lipossoluveis (pode-se apresentar como
ecmoze, anemia, edema, cegueira noturna, rush

cutaneo)
Aparelho Reprodutivo  Infertilidade masculina por azospermia obstrutiva  Infertilidade feminina
(CBAVD)
Outros Desidratagdo hiponatrémica, dificuldade de Sindrome de pseudo-Bartter, rugas de pele,
crescimento baqueteamento digital

ABPA: Aspergilose broncopulmonar alérgica

* Muitas das caracteristicas clinicas incomuns ndo sao incomuns em pacientes com FC (ABPA, infecg@o por micobactéria ndo tuberculosa, motilidade
anormal, baqueteamento, deficiéncias vitaminicas). No entanto s@o incomuns como queixas isoladas em Ultima andlise devido a FC. Infecgao por
micobactéria atitica é fator que mais comumente tem levado ao diagndstico de FC em adultos.
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O diagnéstico da FC pode ainda ser feito na auséncia de caracteristicas
fenotipicas da FC:

a) pelo TTN associado a presenca de mutagdes no gene CFTR e/ ou
dosagens de CI no suor alteradas;

ou

b) pelo diagnostico pré-natal (deteccdo de duas mutacbes CFTR
causadoras de doencas), no caso de familiares com FC.

Atualmente é também possivel realizar a medicdo da atividade das
glandulas sudoriparas em resposta a estimulacdo [-adrenergica do suor
(evaporimetria), que € o foco principal deste trabalho como medida auxiliar para
evidenciar uma anormalidade na funcdo da CFTR e contribuir para distincdo de
casos dificeis com duvidas no diagnéstico (48, 66)

Resumindo, classicamente o diagnéstico de FC é confirmado pelo TSC
e/ou pela deteccdo de duas mutagbes para FC, associado ao quadro clinico
compativel com a doencga (23, 48).

Como ja referido acima, os casos que se apresentam com CBAVD,
bronquiectasias difusas, pancreatite aguda recorrente ou crénica, acompanhando a
disfuncao da proteina CFTR sem preencher os critérios diagnosticos para FC, podem
ser definidos como CFTR-RD (48, 70, 73). O diagnéstico diferencial de FC e CFTR-
RD s6 podera ser realizado através da uma avaliacdo coordenada, que incorpore 0s
dados clinicos, bioquimicos, funcionais e genéticos. No entanto, devido a
variabilidade fenotipica associada a alguns gendtipos raros, a interpretacdo dos
dados funcionais apresenta-se como um ponto critico no desfecho do diagnéstico, o
que traz extrema relevancia a incorporacado nos centros de referéncia da FC de
novas técnicas de diagndstico, como a medicao da DPN, a medicao da funcao CFTR
em biopsias retais (teste de bidpsia retal), e, mais recentemente, a medi¢cdo da
atividade -adrenergica na glandula sudoripara, a evaporimetria (48, 86, 87).

1.4.1. Teste de suor classico (TSC)

A dosagem quantitativa de eletrélitos no suor, Na+e CI- é conhecida como
TSC, que constitui ainda nos dias de hoje o teste mais confiavel e mais amplamente
utilizado para o diagnéstico de FC, denominado de padrdo-ouro. Ainda é
praticamente realizado da mesma forma de quando foi descrito por Gibson & Cooke
em 1959 (7), e é baseado na técnica de iontoforese por pilocarpina (Figura 10).
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Figura 10: Estimulagdo para a coleta de suor no teste do suor classico. Arquivo Laboratério AFIP-

Centro de Investigacdo em Pediatria Unicamp (Ciped)

Na glandula sudoripara normal a estimulacao adrenérgica induz um fluxo
de suor com a ativacdo da CFTR e do ENaC (canal de Na*) responsaveis pela
reabsorcédo de Cl e Na* respectivamente, além de 4gua, resultando no fluxo de um
pequeno volume de suor contendo, em média, 16 mmol / L de Cl -~ e 23 mmol / L de
Na* (88). Em pacientes com FC ndo ha a reabsorcao de Cl- e Na*, o que faz com
que o suor apresente concentragées aumentadas destes ions.

O TSC pode apresentar resultado falso positivo em algumas entidades
endocrinolégicas ou metabdlicas, que dificiimente se confundem com a FC (89).

Com os conhecimentos atuais sobre fisiopatologia e genética sabe-se que
a FC é um “espectro de doenca” cujo fenotipo reflete o grau de atividade da CFTR.
O TSC pode néao espelhar esta atividade em alguns casos e mesmo o estudo
molecular isolado por vezes ndo é suficiente para o diagnéstico da FC, sendo
necessarios outros métodos auxiliares para a sua confirmacgao (16, 66).

Os resultados obtidos no TSC podem ser divididos conforme abaixo (23):
+ <29 mmol/l: FC improvavel
* 30-59 mmol/I: duvidoso
* 260 mmol/l: FC positiva
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1.4.2. Teste de bidpsia retal: avaliacao da fungcao da CFTR por medida da corrente
intestinal em fragmentos de bidpsia retal em camara de Ussing

A secrecao de Cl- mediada pela CFTR em fragmentos de epitélio retal
(teste de bidpsia retal), avalia a fungdo CFTR e constitui um teste sensivel para o
diagndstico e avaliagdo do progndéstico da doenga FC (90). Correlagdes
significativas com sintomas clinicos de FC evidenciam o valor deste método como
uma ferramenta diagnéstica importante na pratica clinica. (12, 87).

A grande concentracdo de proteina CFTR no epitélio retal e a
acessibilidade ao trato gastrointestinal traz vantagem para essa técnica. Ha
aproximadamente 30 anos os estudos de eletrofisiologia utilizando biopsias retais
em micro-camaras de Ussing vém ocupando espaco no cenario da FC. Estudos
indicam este método como auxiliar no manejo diagnéstico da FC, principalmente nos
casos onde os resultados do TSC séo duvidosos e/ou se existe suspeita de CFTR-
RD, que néo sao facilmente identificadas nos testes genéticos (23, 70, 90, 91).

Os fragmentos de tecidos da superficie da mucosa retal com tamanho
entre 2 a 4 mm séo atualmente obtidos através de retossigmoidoscopia flexivel do
célon ou rigida e levados para avaliagdo em laboratério na micro-camara de Ussing,
que consiste em uma camara com duas metades funcionais. Uma delas é a propria
camara e a outra é o circuito elétrico. Este conjunto fica dentro de uma gaiola de
Faraday, que funciona como um isolante eletromagnético, protegendo das
influéncias externas (87), conforme ilustrado na Figura 11.

O tecido da biopsia € montado nas micro-camaras de Ussing (Figura 11)
e a atividade elétrica transepitelial pode ser monitorizada por medidas de diferenca
de potencial de um ponto do tecido em relagéo ao outro (Vie), associadas ao calculo
das correntes de curto-circuito, conforme descrito nos protocolos de Freiburg (92). A
diferenca de potencial entre as membranas luminal e basolateral € medida por
eletrodos de leitura e os dados obtidos sao digitalizados pelo dispositivo de aquisi¢ao
de dados. O protocolo experimental tem uma sequéncia de perfusao da biépsia com
diferentes drogas para avaliacdo quantitativa da fungcéo do canal CFTR verificando
assim de forma indireta, o fluxo de ions e a atividade dos canais, em particular o da
CFTR-CI, além de permitir testar drogas, ex-vivo (87, 93).

Este teste, ao contrario da DPN e do TSC, apresenta uma distingao clara
entre as trés populagcées de individuos: individuos negativos para FC, FC com
manifestacdes classicas da doenca (sem funcdo CFTR; insuficiéncia pancreatica-
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CFPIl) e FC com apresentacdo nao caracteristica (funcédo residual de CFTR;
suficiéncia pancreatica - CFPS) (12, 87).

Figura 11: Fragmentos de bidpsias retais e cdmara de Ussing A. Fragmentos de bidpsias retais B)
Insert com a bidpsia. C) micro-camaras de Ussing. Arquivo Lafic-Ciped (Unicamp).

1.4.3. Diferenga de Potencial Nasal (DPN)

A medida de potencial nasal tem sido considerada um importante
biomarcador da atividade da CFTR no diagnéstico da FC e no monitoramento
experimental de novas terapias para a doenga, tais como a utilizagdo de
moduladores da funcdo da CFTR, Ivacaftor, Lumacaftor e outros moduladores em
desenvolvimento, além de tratamentos relacionados ao gene CFTR e ao uso de
inibidores ENaC (93, 94).

Desenvolvida h& aproximadamente 40 anos, esta técnica permite
quantificar a fungdo do canal ibnico no epitélio respiratério, além de ser o Unico
método que avalia a fungdo do ENaC no eptélio respiratério e o canal CFTR (94).
Os dultimos consensos reconhecem o DPN como método auxiliar no arsenal
diagnéstico de FC e doencgas a ela relacionadas.(23)

Os individuos com FC apresentam uma diferengca de potencial na
cavidade nasal em relagdo a um eletrodo de referéncia, o que ndo ocorre em
individuos nao afetados pela doenca FC (Figura 12). Podemos utilizar a ativacao e
o bloqueio do transporte i6bnico como marcador para medir a diferenga de potencial
nas vias respiratorias relativamente ao eletrodo de referéncia (93).

A diferenca de potencial, medida através da colocacao de microeletrodos,
ocorre entre o lado interno (mucosa) e externo (referéncia) das células epiteliais da
mucosa nasal, em virtude do aumento no transporte de Na* e auséncia ou redugéao
do transporte no canal de ClI- mediado pela CFTR normal ou mutante (95). Como nao
€ possivel colocar um microeletrodo no lado externo destas células epiteliais, é
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utilizado um eletrodo subcutaneo como referéncia. Este método in vivo é bastante
valioso na distingéo entre FC e individuos sem a doenga, no entanto, s6 pode ser
aplicado em criangas maiores de 6 anos de idade (93).
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Figura 12: Curvas de resposta da diferenga de potencial nasal. A) tragado de individuo normal B)
tracado de individuo com FC onde se observa a DPN basal mais negativa (-10mV vs -50mV); a) a
despolarizagdo maior do potencial em resposta a perfusdo do epitélio com uma solugdo contendo
amilorida (droga bloqueadora do canal de Na*); b) auséncia ou menor hiperpolarizagdo do potencial
em resposta ao estimulo da secregdo do Cl- com o uso de uma solugao zero mM de CI'; e ¢) ativagao
menor do canal alternativo de ClI- ativado pelo Ca?* através da aplicagdo com ATP (comparar a
resposta com o tracado do individuo normal) (adaptado do site: cfmedicine.com).
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1.4.4. Evaporimetria: estimulagao (3-adrenérgica da CFTR (gldndula sudoripara)

Este teste detecta, por um aparelho sensivel denominado evaporimetro,
a taxa de suor na pele. E realizado ap6s protocolo de estimulagéo B-adrenérgica da
glandula sudoripara, que reflete a funcdo da CFTR como canal ClI. A glandula do
suor constitui-se no érgao afetado na FC e doencgas relacionadas a CFTR de mais
facil acesso e sua fungcdo ndo é afetada por inflamagcdo nem por processos
infecciosos (96).

O teste esta baseado no fato de que a glandula sudoripara apresenta dois
estimulos para a secrecao de suor: o colinérgico, responsavel pelo controle da
temperatura intrinseca do corpo e que possui atividade normal nos individuos com e
sem FC, e o estimulo B-adrenérgico, mediado pelo cAMP (Figura 13). A secrecao
de suor determinada por essa via é diretamente proporcional a atividade da proteina
CFTR em sua funcdo como transportador de ClI- (9, 96), estando alterada nos
individuos com FC, heterozigotos (Hz, portadores de uma unica mutacdo CFTR) e
CFTR-RD (9, 66, 86, 96). Este € o unico teste até os dias de hoje capaz de distinguir
0s quatro tipos de populacao: individuos negativos para FC, Hz, FC e CFTR-RD, nao
permitindo, porém, distinguir individuos FC com e sem fungao residual da CFTR (66).

A atividade da proteina CFTR pode ser medida através da detecgédo de
quantidades minimas de suor realizada pelo evaporimetro. No probe teste é feita a
Injecao Intradérmica (ID) de Carbacol (CCH) que estimulard inicialmente a secregao
de suor por via colinérgica; depois esta via é inibida com a aplicacao de atropina; e
por fim, é feita a aplicacdo de um beta-coquitel, composto por atropina e
isoproterenol, associado a aminofilina, que sera responsavel pela estimulacdo da
CFTR como canal de CI. No probe controle é aplicada injecdo somente de atropina
no momento do inicio do exame. Apds as aplicacdes é realizada a medicao de suor
pelo equipamento durante cerca de 8 a10 minutos por fase, conforme Figura 14 (66).

Os pacientes portadores de FC nao apresentam sudorese apds o estimulo
com o beta-coquetel, enquanto que os pacientes com uma mutacdo apresentam
cerca de 50% de sudorese quando comparada a fase colinérgica. Ja os pacientes
sem nenhuma mutacdo possuem a curva de sudorese semelhante a da fase
colinérgica (66, 86). Para a obteng&o do resultado do teste, é realizado o calculo da
relacdo entre a sudorese pelo estimulo B-adrenérgico e a sudorese pelo estimulo
colinérgico.
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Desta forma, a evaporimetria mede taxa de suor na pele pela estimulagéo
seletiva da via B-adrenérgica, o que reflete a atividade da proteina CFTR. A duragéao
do teste é de cerca de 30-40 minutos, com a obtencao imediata do resultado.

Espiral Secretora Ducto Reabsortivo
Vs ox N o ~

v Suor
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Colinérgico Adrenérgico

Figura 13: Diagrama representando os dois componentes da secregao da glandula do suor.
Adaptado (97).

Figura 14: Paciente de nove anos sendo submetido a evaporimetria no Ciped (Unicamp). Arquivo
Lafip - Ciped (Unicamp).
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JUSTIFICATIVA

Diante do conceito atual de que existe um amplo espectro de doencas
associadas as mutacoes do gene CFTR, torna-se necessario ampliar a realizagao
de testes diagnédsticos, uma vez que o TSC apresenta limitagdes na identificacao de
fenotipos mais atipicos com valores de CI" no suor borderline ou normais. Nestes
casos, o0 diagnéstico da FC e CFTR-RD sé pode ser feito por uma avaliagao
coordenada de dados clinicos, genéticos e funcionais. Se forem encontradas
mutacdes causadoras de FC ou associadas a CFTR-RD nos dois alelos, um
diagnéstico mais confiavel podera ser alcancado. No entanto, devido a variabilidade
fenotipica associada a alguns gendétipos, a interpretacdo dos dados funcionais
apresenta-se como um ponto critico no desfecho do diagnaéstico.

A presente pesquisa é justificada pela necessidade de aprimorar esse
diagndstico e de entender como as técnicas focadas no estudo da anormalidade da
fungcdo da CFTR, como canal de Cl, podem contribuir para a confirmagédo ou
exclusado de um diagnostico FC ou mesmo CFTR-RD.

As medicoes da funcao da proteina CFTR como canal de CI- ativado pelo
cAMP em bidpsias retais ex vivo (teste de bidpsia retal) tém sido utilizadas de modo
a trazer novos conhecimentos ao diagndstico e prognéstico da doenca,
demonstrando associag¢des evidentes entre as manifestagdes clinicas e a funcao de
CFTR residual.

A medicédo da secrecao B-adrenérgica de suor, pela evaporimetria, tem
sido validada como um novo teste que possui propiedades complementares ao TSC
(padrao-ouro) para acessar a fungao da CFTR in vivo. O evaporimetro € um aparelho
sensivel, que mede a taxa de evaporagao do suor apos estimulagao seletiva da via
B-adrenérgica, permitindo diferenciar os individuos negativos para FC (sem
nenhuma mutacdo CFTR) daqueles com FC (dois alelos mutantes), Hz e pacientes
CFTR-RD.

Isto evidencia a importancia dos estudos funcionais da CFTR para um
correto diagnéstico e prognéstico da FC e das CFTR-RD, justificando, assim, esta
proposta.

A Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) € o primeiro e ainda o
unico centro no Brasil, e um dos poucos no mundo, além de EUA, Franca e Canada,
a dispor de ambas as técnicas (medicao da fungcdo CFTR na biopsia retal e pela
evaporimetria), delineando desta forma o carater inovador da presente proposta.
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OBJETIVOS

3.1. Gerais

Avaliar a fungédo da proteina CFTR num grupo de 19 individuos com
duvida diagnéstica em FC provenientes do Hospital Especializado Octavio
Mangabeira (Salvador, Bahia) e analisar os resultados juntamente com os
resultados do grupo de 32 individuos ja previamente estudado na Unicamp e usado

como validagao da técnica da evaporimetria no Brasil.

3.2. Especificos:

» Auvaliar a fungao da proteina CFTR por meio de:

- teste de secrecdo 3-adrenégica do suor (evaporimetria)

- teste de biopsia retal

- TSC

+ Comparar a atuacao da evaporimetria com o teste de bidpsia retal e
TSC como ferramentas diagnésticas com valor adicional para o diagnéstico do
espectroda FC

+ Demonstrar o valor complementar das ferramentas utilizadas nesse
estudo como técnicas de auxilio para o diagnéstico e distincdo dos individuos
controles negativos para FC e Hz, dos individuos FC com fenétipo classico (CFPI),

daqueles com manifestagdes nao classicas (CFPS) e ainda das CFTR-RD.
METODOS

4.1. Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp (CAAE: 37360514.9.0000.5404) e pela
Direcao do Hospital Especializado Octavio Mangabeira (anexo 5). A assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtida de todos os pacientes e dos
responsaveis legais dos individuos menores de 18 anos (anexos 1 a 4).



47

4.2. Modelo do estudo
Estudo multicéntrico observacional analitico prospectivo do tipo corte

transversal.

4.3. Participantes

Estudamos a funcao da proteina CFTR na glandula sudoripara in vivo,
com a evaporimetria e com TSC, e ex vivo, com a realizagao de teste de bidpsia retal
em 19 pacientes (Salvador-BA), chamados de Grupo 2, com manifestacdes atipicas
de FC, porém sem diagnéstico definido: com bronquiectasia idiopatica ou que nao
preenchiam os critérios diagnésticos para FC (com duvida diagndstica), contando
com a colaboragéo da Dra. Maria Angélica Santana, Hospital Especializado Octavio
Mangabeira (Salvador-BA), e da Dra. Marisa Sousa, DCBM-Ualg (Faro, Portugal).

Os resultados obtidos foram agregados aos de 32 individuos ja estudados
(Unicamp, Campinas-SP) com a colaboragdo das Dras. Tanja Gonska, Sick Kids
(Toronto, Canada) e Marisa Sousa, DCBM-Ualg (Faro, Portugal), chamados de
Grupo 1, formado por individuos controles negativos para FC (sem mutacao CFTR),
portadores de uma mutacao CFTR ou com diagnéstico FC conhecido.

4.3.1. Grupo 1

Para o Grupo 1 foram recrutados individuos dentre os 118 relatados
anteriormente (87), que ja haviam realizado TSC, teste de bidpsia retal na Unicamp
(Ciped-FCM/GASTROCENTRO) e diagnéstico genético, que estavam em
seguimento no ambulatério de FC (Pediatria, Unicamp), além de pais de alguns
pacientes e individuos negativos para FC (controles). Destes, 32 responderam
favoravelmente a convocacéo e foram incluidos no estudo, realizando na época a
evaporimetria.

De acordo com os resultados obtidos, os individuos haviam sido
classificados como:

» 7 Controles Negativo para FC (C), sem nenhuma mutacdo CFTR

* 7 heterozigotos obrigatérios, ou seja, pais de pacientes com uma

mutagao conhecida (Hz)
» 8 FC suficientes pancreaticos (CFPS)
+ 10 FC insuficientes pancreaticos (CFPI)
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4.3.2. Grupo 2

Para o Grupo 2, 19 individuos foram recrutados para a realizagdo da
evaporimetria, TSC e teste de bidpsia retal no Hospital Especializado Octavio
Mangabeira, tendo sido, também, colhidas amostras sanguineas para
sequenciamento do gene CFTR (em analise no Dep. Genética Médica/FCM-
Unicamp, Dra. Carmen Bertuzzo). Foram incluidos neste grupo os individuos com
bronquiectasia de etiologia nao definida, TSC borderline ou sintomas
sinopulmonares com presenca de Pseudomonas aeruginosa, sendo que nenhum
dos individuos preenchia os critérios diagnésticos para FC.

Na Figura 15 observa-se o desenho do estudo e no Quadro 4 os critérios

de inclusao.
[ Grupo 1 ] [ Grupo 2 ]
\
S . . 19 individuos duvida diagndstica de FC:
32 individuos: evaporimetria, bidpsia . . S
). evaporimetria, bidpsia retal, TSC e
retal, TSC e estudo genético Yo
estudo genético
J
[ 7¢C ] [ 7 Hz [ C ] '[ Hz |
[ scres | [ 10crp | ars | @ | om |
| CFTRRD |
[ Grupo 1 + Grupo 2 ]
51 indiyigfos
[ ]
C ] [ Hz ] [ CFPI ]‘ CFPS ] | CFTR-RD ]

Figura 15: Desenho do estudo
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Quadro 4: Critérios de inclusdo

Grupo 2: Individuos com duvida
diagnéstica em FC que nao preenchiam
critérios diagnodsticos

Grupo 1: Individuos com diagndstico ja
definido

« individuos com bronquiectasia de etiologia

* individuos negativos para FC (controles) ndo definida e/ou

+ individuos heterozigotos (pais de pacientes

do ambulatério de FC) * TSC borderiine e/ou

+ individuos com diagnéstico de CFPS em * sintomas sinopulmonares com presenca de
seguimento no ambulatério de FC Pseudomona sp.

+ individuos com diagnoéstico de CFPI em
seguimento no ambulatério de FC

Os pacientes convocados com diagnostico ja conhecido de FC que
estavam em seguimento no ambulatério de FC (Grupo 1), apresentavam uma ou
mais das seguintes caracteristicas: doencga sinopulmonar crénica, anormalidades
gastrointestinais e ou nutricionais, exames de imagem ou microbiologia da via
respiratéria sugestivas de FC, e ou evidéncia de alteragdo na funcao da CFTR (duas
dosagens de Cl > 60 mEg/L) e ou deteccao de duas mutagdes causadoras de FC.

Os individuos com duvida diagndstica de FC (Grupo 2) apresentavam
doenca sinopulmonar, bronquiectasias ou infeccbes respiratérias recorrentes,
anormalidades gastrointestinais e ou nutricionais, ou mesmo exames de imagem ou
microbiologia da via respiratoria sugestivas de FC.

Os dados coletados de ambos os grupos (Grupo 1 e 2) foram obtidos
através de analise de prontuarios médicos, de entrevistas individuais ou com familiar
responsavel: nome, procedéncia, etnia, idade, género, peso e estatura no momento
do exame, historia familiar, sintomas clinicos, medicamentos em uso, resultados de
tomografia de torax, elastase fecal, o mais recente volume expiratério forgcado no
primeiro segundo, em porcentagem do valor predito para sexo (FEV1), idade e altura,
dosagem de imunoglobulinas A, G, E e M, sorologia para aspergilose bronco
pulmonar, sorologia, pesquisa e cultura do escarro para Bacilo de Koch (BK),
espermograma (quando aplicavel), dosagem de CI- anteriores no suor com peso do
suor > 75 mcg pelo médodo Macrotute® ou suor estimulado pela iontoforese com
pilocarpina (TSC), cultura de secrecao de vias respiratérias obtido por swab de
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orofaringe. Seriam excluidos o0s pacientes com eventual histéria de
hipersensibilidade conhecida a qualquer agonista utilizado no estudo.

A dosagem da elastase fecal ou a quantificacao de gordura na coleta de
fezes em 72 hs determinaram se os pacientes apresentavam suficiéncia (CFPS) ou
insuficiéncia pancreatica (CFPI) (98), o que foi realizada somente para os individuos
do Grupo 1.

A evaporimetria foi realizada nos 19 pacientes do Grupo 2, sendo que o
numero meédio de testes realizados em cada individuo foi de 1 a 3, tendo sido
escolhido o resultado que apresentou maior valor. Todos os 51 pacientes (Grupos 1
e 2) realizaram avaliacao da funcédo do canal CFTR por meio de bidpsia retal em
camara de Ussing. As mutacdes no gene CFTR foram estudadas nos individuos do
Grupo 1 e encontram-se em analise para os individuos do Grupo 2. Todos os 51
participantes foram pesados e medidos no momento da realizacao da evaporimetria,
tendo sido calculado o indice de Massa Corpérea (IMC) para individuos com idade
superior a 19 anos, pela formula peso (kg) / altura® (m?) de acordo com World Health
Organization (WHO, 2000), e Score Z através do programa WHO AnthroPlus, para
individuos com idade entre 3 e 19 anos.

Apds investigagdes clinica, funcional e genética, o diagndstico de FC foi
baseado nas diretrizes atuais, ou seja, manifestacdo de sintomas clinicos da doenga
na presenca de duas mutacées CFTR causadoras de FC e / ou resultado do TSC =
60 mmol / L (23).

O diagndstico presumido de CFTR-RD (70, 89, 99) foi baseado na
presenca de sintomas clinicos como doenga sinopulmonar, bronquiectasia difusa de
etiologia ndo definida e alteracdo no resultado de ao menos um teste funcional.

O fluxograma abaixo (Figura 16) demonstra os procedimentos realizados

no Grupo 2.
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Figura 16: Fluxograma dos procedimentos para o Grupo 2 (Salvador-BA)

4.4. Teste do suor classico (TSC)

Na coleta do suor foi utilizado um aparelho de iontoforese desenvolvido
pelo Centro de Engenharia Biomédica da Unicamp, com frequéncia de 0 e 1.000 Hz,
corrente maxima de saida de 1,5 mA, software de apoio as configuragdes e aquisicao
de dados e dois eletrodos compostos por 70% de cobre e 30% de zinco (latdo) com
30 mm de didmetro, solugéo de pilocarpina 0,5% (eletrodo positivo) e acido sulfurico
0,004 N (eletrodo negativo), utilizando-se, para coleta do suor, papel de filtro de cerca
de 17,5 cm?(100). O teste foi realizado segundo a técnica descrita por Gibson e
Cook para a estimulacao da sudorese pela iontoforese de pilocarpina e a dosagem
do CI pela tilulometria manual de acordo com técnica de Sharles e Sharles (7, 101)
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4.5. Teste de secrecao beta-adrenérgica/ Evaporimetria

A taxa de secregao de suor estimulado pelo estimulo B-adrenérgico foi
medida por um evaporimetro (CyberDerm RG-1; Dasylab, Broomall, PA) (66), por
meio de dois probes, que medem a taxa de evaporacao do suor.

Para estimulo e inibicdo da sudorese, foram administradas quatro
inje¢cdes ID na regido volar do antebrago, sendo inicialmente uma de 8,8 ug de
atropina no probe controle, para inibicdo da secregdo colinérgica de suor, e em
seguida trés injecdes no probe teste, conforme sequéncia abaixo:

e 0,01pg de CCH, que estimula a secrec¢éo colinérgica do suor

e 8,8 ug de atropina, que inibe a secregao colinérgica do suor

e coquetel contendo 8,8ug de atropina, 4,4ug de cloridrato de

isoproterenol e 0,98mg de aminofilina (B-coquetel), que estimula a

secregao seletiva B-adrenérgica do suor, relacionada com a CFTR.

A funcédo da CFTR é estimada através da relacdo entre a taxa maxima de
secregao de suor apo6s a injegao do B-coquetel subtraida da mais baixa secregao
apoés a injecao de atropina e a mais alta taxa de secreg¢ao do suor apds a injegao do
carbacol, também subtraida da minima atropina (66).

Na Figura 17 sao apresentados os tracados tipicos obtidos para os
diagnésticos presumidos de Controle Negativo para FC (C), Heterozigoto (Hz), FC e
CFTR-RD, sendo o tracado azul para o probe controle e o tragado vermelho para o

probe teste.
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Figura 17: Tragados tipicos da evaporimetria com diagndsticos presumidos de Fungdo CFTR normal
- Controle (C), Portadores de uma mutagao - Heterozigotos (Hz), Doengas relacionadas a CFTR
(CFTR-RD) e Portadores de duas mutagbes causadoras de doenca (FC). Arquivo Lafip-Ciped

(Unicamp)

Na Tabela 1 sdo demonstrados os valores de referéncia para os

resultados da evaporimetrio para classificacao diagnéstica presumida conforme sexo

do individuo (66).

Tabela 1: Valores de cut-off para potencial diagnéstico para evaporimetria. Adaptado de (66).

Saudavel para FC Heterozigoto FC(SPeIP)

Pico Beta Relagdo Beta / Pico Beta Relagdo Beta / Pico Beta el
Carbacol Carbacol Carbacol
H
omem 60 (50 - 65) 0,80(0,70- 0,90) 40(25- 55) 0,50(0,40- 0,70) <45 0
Mulher
40(30- 50) 0,75(0,60 - 0,90) 15(10-30) 0,45 (0,30- 0,60) <4,5 0

Em parceria com a equipe de engenharia do Instituto Federal de
Educacgao, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo (IFSP), campus Campinas, foi
desenvolvido um software que controla o evaporimetro automatizando um sistema
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qgue era totalmente manual, o que permitiu agilidade e precisdo de todo o processo
de emissao dos laudos do exame.

4.6. Avaliacao da fungao da proteina CFTR em fragmentos de biépsia retal (Teste
de Biopsia Retal)

As bidpsias retais foram realizadas no Gastrocentro (Unicamp) e no
Hospital Especializado Otavio Mangabeira (Salvador, Bahia) e estudadas no
Laboratorio de Investigacdo em Fibrose Cistica (Lafic, Unicamp) e no Hospital
Especializado Otavio Mangabeira. Foram obtidas amostras da mucosa retal (2 a 5
fragmentos) dos pacientes, permitindo a avaliacao da funcao da proteina CFTR em
microcamaras de Ussing em circuito aberto conforme descrito anteriormente (12, 87,
92, 102). Obteve-se a funcdo CFTR avaliando-se o tragado e quantificando as
correntes de curto-circuito (Isc) associadas a estimulacdo da secrecao de cloreto-
dependente de cAMP, via CFTR.
Primeiramente, € aplicada Amilorida para inibir a absorgéo eletrogénica do Na* e de
Indometacina para inibir a producdo de cAMP enddgeno. Depois foram aplicadas
susbtancias de estimulacao colinérgica (CCH) e de estimulacdo da producao de
cAMP (forskolina e isobutilmetilxantina-IBMX) em situacao controlada, para ativar a
secrecdo de Cl via CFTR, mediada pelo cAMP. Na Figura 18, sdo apresentados 0s

tracados tipicos para funcao normal, funcéo residual (CFPS) e sem funcéo (CFPI).

A B c
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b !“‘ . —
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Figura 18: Tracgados tipicos obtidos na camara de Ussing apartir de estudos eletrofisiodgicos em
fragmentos de mucosa retal de (A) um individuo ndo-FC, mostrando uma resposta limen-negativa
IBMX / Fsk e CCH; (B) de um paciente CFPS, mostrando fungéo residual CFTR, conforme revelado
por IBMX / Fsk e uma resposta bifasica ao CCH; e (C) um paciente CFPI com auséncia de fungéo
CFTR, mostrando uma resposta lumen-positiva IBMX / Fsk e CCH (adaptado de Sousa et al., 2012).
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4.7. Sequenciamento gene CFTR

Através de amostras de sangue periférico obtido dos pacientes para
extracao de DNA, foi realizada uma genotipagem extensa por sequenciamento do
DNA gendmico dos 27 exons CFTR e as respectivas regides intronicas flanqueantes
para os pacientes do Grupo 1 (em colaboracdo com a Dra. Margarida D. Amaral e
Dra. Anabela S. Ramalho, FCUL, Lisboa-Portugal — resultados provenientes do
estudo Sousa et al.,, 2012, onde esses pacientes ja haviam sido genotipados e
estudados para biopsia retal). Para o Grupo 2, estd sendo realizado o
sequenciamento genético de ultima geracdo dos 27 exons e respectivas regioes
intrénicas flanqueantes do gene CFTR (em colaboragdo com a Dra. Carmen
Bertuzzo do Departamento de Genética Médica, FCM - Unicamp).

4.8. Estatistica

Os resultados do TSC, evaporimetria e teste de bidpsia retal séo
expressos como média e desvios-padrdo (SD), assim como a idade, o IMC e o VEF+.

Para analises estatisticas foi utilizado o Graph Pad Prism / v.5,
considerando-se valor de p < 0,05 como estatisticamente significante para ANOVA
One-way (teste de Comparacao Multipla de Bonferroni), aplicado ao TSC e a
evaporimetria

Ja para a avaliacao dos resultados do teste de bidpsia retal, utilizou-se de
comparacoes em pares de grupos com teste t (para duas amostras), ao invés de
ANOVA One-way, devido as diferengas nos tipos de respostas e também porque as

variagdes ndo sao iguais entre 0s grupos.
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RESULTADOS

5.1. Caracterizagao do Grupo 1

Com base nas diretrizes para o diagnéstico de FC e apds os testes
funcionais (TSC, evaporimetria e teste de bidpsia retal) e os resultados do estudo
genético, os pacientes do Grupo 1 foram assim classificados: dez CFPI, oito CFPS,
sete controles negativos para FC e sete Hz (Figura 19).

[ Grupo 1 ]

4 N
32 individuos: evaporimetria, bidpsia
retal, TSC e estudo genético
\ %
7C ] [ 7 Hz
8 CFPS ] [ 10 CFPI

Figura 19: Caracterizagédo do Grupo 1

A idade média foi de 30,5 anos, com mediana de 33 anos, idade minima
de 5 e maxima de 63 anos, sendo que 25 individuos se declararam caucasoides e 7
afrodescendentes (Tabela 2 e Figura 20). Na faixa etaria até 19 anos, 18% dos
individuos apresentaram Z-score inferior a -2 (Tabela 2 e Figura 21) e nos individuos
com idade maior que 19 anos, 6% apresentaram diagndstico de baixo peso, segundo
o calculo do IMC (Tabela 2 e Figura 22). Sintomas relacionados a doenca
sinopulmonar foram mencionados por 63% dos individuos e 41% referiram
anormalidades gastrointestinais / nutricionais (Tabela 2). A cultura de secrecao das
vias aéreas foi realizada em 63% dos individuos, sendo que destes, Pseudomonas
aeruginosa foi isolada em 65% dos individuos, Staphilococcus aureus em 70%,
Stenotrophomonas maltophilia em 15% e Aspergillus sp em 10%, com resultado
negativo para 5% dos individuos (Tabela 2). A tomografia computadorizada de térax

foi realizada em 62% dos individuos, sendo observadas bronquiectasias em 46,9%
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dos individuos (Tabelas 2 e 3). Realizou-se espirometria em 63% dos individuos,
sendo que destes 5% tiveram registro de VEF1 abaixo de 40% (disturbio ventilatorio
grave), 62% dos pacientes obtiveram valores entre 40 e 70% e 33% valores acima
de 70%, conforme Figura 23 e Tabela 2

Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos individuos do Grupo

Caracteristicas Clinicas Resultados
Sexo Masculino 13/32
Sexo Feminino 19/32
Etnia Caucasiana 25/ 32
Idade* 30,5 +/- 16,4; 33,0 (5,0 - 63,0)
IMC (maiores de 19 anos)* 24,5+/-4,3; 24,7 (16,4 - 31,2)
Z Score (até 19 anos)* -0,39 +/- 1,80; -0,06 (-3,55 - 2,16)
VEF1* 74,4 +/- 24,3; 69 (29 - 131)
Doenga sinopulmonar 20/ 32
Anormalidades gastrointestinais / nutricionais 13/32
Bronquiectasia 15/ 32
S. aureus 14/ 20
P. aeruginosa 13/20
S. maltophilia 3/20
Aspergillus sp. 2/20
B. cepacia 0/20

*média +/- desvio padrdo; mediana (minimo e maximo)

Tabela 3: Resultados observados em tomografia térax de individuos do Grupo 1

Resultado Incidéncias %
Bronquiectasia 15 46,9%
Laudo normal 5 15,6%
Ndo realizado / sem informacao 12 37,5%

Total 32 100%
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Figura 20: Distribuicao de idade dos individuos do Grupo 1
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58



10

Baixo Peso

n=1(6%)

1
1 .
0

< 18,5

Incidéncia
Ul

Figura 22: Distribuicdo do indice de massa corpérea - individuos com idade acima de 19 anos
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Figura 23: Distribuicao de volume expiratério forgado no 12 segundo (Grupo 1)
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5.2. Interpretacao diagnéstica e caracterizacao de individuos suspeitos de FC /
CFTR-RD - Grupo 2

Considerando também as diretrizes atuais para o diagndstico de FC e
apos os testes funcionais (TSC, evaporimetria e teste de bidpsia retal) realizados nos
dezenove individuos participantes, com suspeita clinica de FC estudados no grupo
2, os individuos foram classificados de forma presuntiva, pois ndo dispomos ainda
do estudo genético: trés como C, cinco como Hz, oito como CFTR-RD, dois como
CFPS e um como CFPI, conforme mostra a Figura 24.

[ Grupo 2 ]

19 individuos duvida diagnéstica de FC:
evaporimetria, bidpsia retal, TSC e
estudo genético

i ] [ sm |

2 CFPS ] [ 1 CFPI ]

[ 8 CFTR-RD ]

Figura 24: Caracterizagéo presuntiva do Grupo 2

Foram realizados 43 evaporimetrias em 19 pacientes. A idade média foi
de 34,2 anos, com mediana de 31,4 anos, idade minima de 9,5 e maxima de 68,6
anos (Figura 25), sendo que 10 individuos se declararam caucaséides (Tabela 4).
Na faixa etaria até 19 anos, todos os individuos apresentaram Z-score acima -2
(Figura 26), porém naqueles com idade maior que 19 anos, 14% apresentou
diagnéstico de baixo peso, segundo o calculo do IMC (Figura 27 e Tabela 4). Com
base nas entrevistas e dados coletados dos prontudrios, 100 % dos pacientes
referiram sintomas relacionados a doenca sinopulmonar crénica e 38,8%
anormalidades gastrointestinais / nutricionais (Tabela 4). Pseudomonas aeruginosa
foi isolada na cultura de secrecao da via aérea superior em 82,3% dos individuos,
Staphilococcus aureus em 64,7%, Burkholderia cepacia em 11,7% e

Stenotrophomonas maltophilia em 5%, sendo que 5% nao realizaram tal
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procedimento (Tabela 4). A pesquisa de bacilo de Koch (BK) foi realizada em 66%
dos pacientes, com resultado negativo em 100% deles (Tabela 4). Os achados
tomograficos de térax descritos concluiram que 84,1% dos individuos eram
portadores de bronquiectasia (16) e 5,3% apresentaram outros achados
(atelectasia), enquanto que 5,3% dos pacientes nao realizaram o exame ou nao
tinham registro em seus prontuarios e 5,3% apresentaram laudo normal (Tabela 5).
O VEF:1 apresentou-se abaixo de 40% (distarbio ventilatério grave) em 4 dos
pacientes (27%), entre 40 e 70% em 9 (50%) e acima de 70% em 2 (11,1%),

conforme Figura 28 e Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes do Grupo 2

Caracteristicas Clinicas Resultados

Sexo Masculino 4/19

Sexo Feminino 15/ 19

Etnia Caucasiana 10/ 19

Idade* 34,4 +/- 17,6; 34,7 (9,5 - 68,6)
IMC (maiores de 19 anos)* 22,2 +/-4,1; 22,2 (16,2 - 33,1)
Z Score (até 19 anos)* -0,62 +/- 1,20; -0,79 (-1,88 - 0,98)
VEF1* 58,5 +/- 25,0; 58,5 (19 - 126)
Doenga sinopulmonar (presenca) 19/19
Anormalidades gastrointestinais / nutricionais (presenca) 7/19
Bronquiectasia (presenca) 16/18

Pesquisa de BK e/ou cultura negativo 12/12

S. aureus 12/18

P. aeruginosa 15/ 18

B. cepacia 3/18

S. maltophilia 1/18

*média +/- desvio padrdo; mediana (minimo e maximo)

Tabela 5: Resultados observados em tomografia térax de individuos do Grupo 2

Resultado Incidéncias %
Bronquiectasia 16 84,1%
Laudo normal 1 5,3%
Outros achados 1 5,3%
N&o realizado / sem informagéo 1 5,3%

Total 19 100%
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Em seguida, agrupou-se todos os individuos de ambos os grupos,
conforme descrito na Figura 29, obtendo-se um total de 51 individuos com a seguinte
classificacdo: 10 individuos C, 12 individuos Hz, 8 individuos CFTR-RD, 10
individuos CFPS e 11 individuos CFPI. As Tabelas 6 e 7 mostram a apresentacao
clinica e demografica, os resultados dos testes de eletrofisiologia e a classificacao
diagnéstica dos individuos dos Grupos 1 e Grupo 2, respectivamente, considerando
que o diagnostico estabelecido para o Grupo 2 é presuntivo, uma vez que nao

dispomos ainda do estudo genético.

[ Grupo 1 ] [ Grupo 2 ]
N
s . . 19 individuos duvida diagndstica de FC:
32 individuos: evaporimetria, bidpsia . . .
Yo evaporimetria, bidpsia retal, TSC e
retal, TSC e estudo genético .
estudo genético

%
[ 7¢ ] [ 7 Hz [ 3¢ ] [ 5 Hz |
[ 8 CFPS ] [ 10 CFPI [ 2CFPs | [ 1 CFPI ]

| 8CFTRRD |

[ Grupo 1 + Grupo 2 ]

51 individuos

10C ][ 12 Hz ][ 11 CEPI ][ 10 CFPS ][ 8 CFTR-RD ]

Figura 29: Descrigdo da classificagao diagnostica dos individuos apds jungdo dos dois Grupos.
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Tabela 6: Apresentacéo clinica e caracterizagdo demografica, genotipos, classificagdo diagnéstica
e resultados das técnicas de eletrofisiologia - Grupo 1.

: ; REARAFEEE
0 0 2 0o | U CISEIY®
o | ¢ 8 AR
85 | ¢ . 8| £ g I RN
3 | 9 ; © |8 g vl o | X |TE|rE
5- | B g ? AR A ANINE
: C AL
a
33-2010 CFPI BRONCH/ Gl 12 M 3120+1G>A/R1066C 121 0 | 1008|288 | 0
143-2012 | CFPI BRONCH/ Gl 8 F AS61E/AS61E BL00R2 | 123|283 0
107-2010 | CFPI BRONCH/ Gl / HEP 18 F F508del/S4X 14 | 003 | 1291 | 2142 | -525
84-2010 CFPI BRONCH/ Gl 1 F F508del/R1066C B51 0 |35 1073288
118-2007 | CFPI SINOPULM/ Gl 10 F F508del/1717-1G>A 129 | 004 | 2826 | 3389 | 0
51-2010 CFPl |BRONCH/GI/PANCR/HEP| 8 M F508del/F508del 106 0 504 (1774 0
81-2010 CFPI BRONCH/ Gl / PANCR 40 M F508del/F508del 10251002 [ 902 142 0
133-2007 | CFPI BRONCH/ Gl / PANCR 17 M F508del/F508del 211003 |1032]253%| 0
31-2010 CFPI BRONCH/ Gl / PANCR 18 F F508del/G542X w5 0 [1226] 1878 -031
110-2007 | CFPI | SINOPULM/GI/PANCR 39 M G542X/2183AAG 1035|001 [ 1517 ] 2347 O
60-2010 CFPS BRONCH 37 F 3120+1G>A/L206W 9 0 |-4731| 547 |-7634
86-2010 CFPS BRONCH 5 F F508del/S549R(T>G) 65 0 | -708| 1472 -451
082013 | CFPS PANCR 9 F F508del/ neg. W 0 [ 88| 0B|-112
66-2010 CFPS BRONCH 37 F F508del/3272-26A>G 1045 002 [-1074 | 2312 |-19,13
80-2010 | CFPS SINOPULM/ Gl 37 F F508del /P2055 %0 | 0 |-1203| 7,68 |-1037
63-2010 CFPS BRONCH 45 F F508del/R334W 109 | 002 |-1294] 531 | -9,59
111-2007 | CFPS BRONCH 26 F G542X/1618T 755 | 003 [-2731) 36,17 | -53,07
124-2007 | CFPS BRONCH ki F G542X/R334W 115 0 | -175] 145 | -181
17-2010 | Saudavel ASSINTOM 62 M na. 21097 [-1736 -213,83
742010 | Saudavel BRONCH 49 M neg./neg. 55109 [-3472 -89
72-2010 | Saudavel SINOPULM/ Gl 45 F n.i. 30 [ 09 |-2029 -1173
70-2010 | Saudavel SINOPULM 13 F £.2952T5G (polymorphism) /neg| 41 | 062 |-27.83 -141.64
59-2010 | Saudavel ASSINTOM 2 F na. 21 | 065 |-25 -148,08
79-2010 | Saudavel ASSINTOM 5 F n.a. 95 | 056 | -6,61 1,73
94-2010  |Saudavel ASSINTOM 0 M neg./neg. 121077 |-262 -81,69
03-2014 | Hetero ASSINTOM 43 M F508del/- 2 |08 |-619 -540,21
06-2014 | Hetero ASSINTOM 63 M F508del/- a1 07 [-17% -9747
42-2010 | Hetero ASSINTOM 1 M F508del/- 28 | 046 [-1578 -50.16
01-2014 | Hetero ASSINTOM 39 M F508del/- 41054 1-30,99 -109,76
02-2014 | Hetero ASSINTOM ) F F508del/- 19 | 029 |-4447 -304,87
04-2014 | Hetero ASSINTOM % f G542X / neg. 85 | 027 |-20,33 -228,62
05-2014 | Hetero ASSINTOM 49 M F508del/- B | 05 |-8457 -210,23




Tabela 7: Apresentagéo clinica e caracterizagdo demografica, genoétipo,

presuntiva e resultados das técnicas de eletrofisiologia - Grupo 2.
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classificagdo diagnostica

s 1%l |e
0 0 0 C 128 R
T £ 0 0 o £ U <CISE|ISE
00 ¢ g 0 3leg | S i (X w|X g
m 3 0 5 v g 2 “ | g | B T29|3¢
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c = 3 0 0 018l G| s |ud|og
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a °
99-2010/ 1Bx1|  FC/CFTR-RD SINOPULM B F| F508del/DI152H | 265 | RD | 0,05 |-42.69 -97.69
30Bx8  |ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 25 F emestudo | 6349 | HC | 103 |-2291 -141,59
47BX3  [ndo-FC/CFTR-RD| BRONCH/ABPA | 53 M emestudo | 1751 | HC | 072 [-14397 -299,98
28Bx6  |ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 3 F emestudo | 3849 | HC | 072 |-B18 11735
31Bx12  |ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 69 F emestudo [ 3194 | HZ | 053 |-6517 -291,84
278x7  |ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 3 F emestudo [ 3675 | HZ | 049 |-42,77 -554,77
48x14  [ndo-FC/CFTR-RD|  SINOPULM 10 F emestudo [ 358 | HZ | 048 [-1291 2131
57Bx17  ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 57 F emestudo | 2464 | HZ | 046 | -301 -145,5
358x9  |ndo-FC/CFTR-RD|  SINOPULM 11 F emestudo | 4112 | HZ | 039 [-1839%9 -327,09
17BX2  |ndo-FC/CFTR-RD|  BRONCH 4 F emestudo | 1727 | HZ/RD | 037 | -8,65 -53,29
25BX5 FC/CFTR-RD BRONCH 2 M emestudo | 1752 | HZ/RD | 041
39Bx10 | FC/CFTR-RD BRONCH 3% F emestudo [ 2624 | RD | 025 |-2782 -259,96
38Bx13 | FC/CFTR-RD BRONCH 15 F emestudo | 2815 RD | 023 |-%482 -252,47
14Bx4 FC/CFTR-RD BRONCH 2] F emestudo | 1874 RD | 02 |-4925 -250,71
46Bx15 | FC/CFTR-RD SINOPULM 83 F emestudo [ 3256 | RD | 013 |-4647 -198,1
51Bx18 | FC/CFTR-RD BRONCH 83 F emestudo | 52,24 |RD/CFPS| 0,09 | -5,04 1183
52Bx19 | FC/CFTR-RD BRONCH 65 F emestudo | 119,37 | CFPS/RD | 0,01 | -11,42 -32,%
33Bx11 | FC/CFTR-RD BRONCH 2] M emestudo | 11935 [CFPS/RD| 0,03 | -143 11,07
53Bx16 | FC/CFTR-RD BRONCH 16 M | F508del/AS59T | 13098 | CFPI | 008 | 21,52 | 8051
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5.3. Secrecao de Cl-mediada por CFTR em bidpsias retais (teste de bidpsia retal) e
ensaio secretor de suor beta-adrenérgico (evaporimetria)

Nas biopsias retais de individuos C, Hz, CFTR-RD e CFPS, as correntes
de curto-circuito induzidas por ativagdo de cAMP (leq-cAMP negativo) refletiram a
presenca de funcdo mediada por CFTR. Em contraste, a ativacdo de cAMP induziu
leq-cAMP positivo em pacientes com CFPI, indicando auséncia completa de fungdes
mediadas por CFTR (Figura 30A). Além disso, em comparagéao direta (teste ), a leg-
cAMP medida no teste de bidpsia retal, que sendo positivo em CFPI e negativo em
C, Hz, CFTR-RD e CFPS, mostra diferencas estatisticas significativas entre CFPI e
C (p = 0,0017), Hz (p = 0,001), CFTR-RD (p <0,001) e CFPS (p <0,001); e entre
CFPS e Hz (p = 0,0153), mas nao ha difereca estatistica entre CFPS e CFTR-RD (p
= 0,05083). Maximizar a ativacao da funcao CFTR no tecido retal com adicao de CCH
aumentou ainda mais as correntes negativas em C, Hz e CFTR-RD (leg-CCH), mas
levou a respostas bifasicas em pacientes CFPS e respostas positivas em pacientes
com CFPI, conforme relatado anteriormente (Figura 30B). Curiosamente, no Grupo
2, o leg-CCH foi estatisticamente diferente de modo significativo entre C e Hz, com
Hz paradoxalmente mostrando leq-CCH mais negativo, sugerindo maior funcao
CFTR (p <0,0338). Esse resultado foi devido principalmente a dois individuos outliers
na analise. Além disso, o leq-CCH de pacientes com CFPI também ¢é
estatisticamente diferente de C, Hz e CFTR-RD (p <0,001) na comparacao direta de
teste t. Nos pacientes CFPS, o pico positivo inicial é seguido por um platé negativo
qgue indica presenca de fungdo CFTR residual, enquanto os pacientes com CF-PI
apenas demonstram correntes positivas. Ao usar a comparacao direta do teste f, os
dados de leq-CCH de pacientes CFPS também se mostraram estatisticamente
diferentes do C (p < 0,001), Hz (p < 0,001), CFTR-RD (p < 0,001) e CFPI (p < 0,001).

A secrecao de suor B-adrenérgica, na evaporimetria, foi aproximadamente
a metade em Hz em comparacgéao com C (p <0,001), enquanto que a taxa de secregao
de suor B-adrenérgico estava completamente ausente e indistinguivel entre CFPS e
CFPI (Figura 30C, ANOVA unilateral, p <0,001). Os pacientes que cumpriam o0s
critérios para o diagnostico de CFTR-RD, observados na Tabela 7, demonstraram
taxas de secrecdo de suor B-adrenérgicas estatisticamente inferiores, de forma
significativa, em relacéo aos classificados como Hz (p < 0,001), mas sua taxa média
de secrecao de suor B-adrenérgico é indistinguivel estatisticamente dos pacientes
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classificados como FC. O TSC foi superior nos pacientes CFPS e CFPI em
comparagado com individuos C e Hz (p < 0,001), mas néao foi significativamente
diferente entre C e Hz e CFTR-RD ou entre CFPS e CFPI (Figura 30D).

50-
° Diferenca significativa (Teste t)
—_ .'“.
B A B S N CFPIx C (p = 0,017)
3] %
o .. ° CFPI x Hz (p< 0,001)
< 501 oo . CFPI x RD (p < 0,001)
= -y CFPI x CFPS (p < 0,001)
o o CFPS x Hz (p = 0,0153)
5 -100-
i °
g-1504 °
[ J
[ ]
-2001— T

C Hz RD CFPS CFPI

Figura 30A: Resumo da fungéo da proteina CFTR medida como leq-cAMP (estimulagédo com IBMX,
100 uM e Fsk, 2 uM) em fragmentos de mucosa retal (n = 50) na camara Ussing (teste de bidpsia
retal). Cada ponto representa a média de 2-5 bidpsias do mesmo individuo em pA / cm2. A linha
representa a média das médias de cada grupo, onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis (Controle
Negativo para FC — C), RD = Related Disorder (Doencas Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS
= Cystic Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic
Fibrosis Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreatica).
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Figura 30B: Resumo da fungao da proteina CFTR medida como leq-CCH (aplicagdo de Carbachol,
100 uM, sob estimulagdo de cAMP) em fragmentos de mucosa retal (teste de biopsia retal). CFPS
refere-se a parte limen-negativa da resposta bifasica observada em pacientes com FC apds a adicao
de carbacol (CCH) devido a presenca de fungado CFTR residual. Os pacientes com CFPI mostram um
pico positivo que indica auséncia de fungdo CFTR (n = 50). Cada ponto representa a média de 2-5
biopsias do mesmo individuo em pA / cm2. A linha representa a média das médias de cada grupo,
onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis (Controle Negativo para FC — C), RD = Related Disorder
(Doencas Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS = Cystic Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose
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Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic Fibrosis Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica
com Insuficiéncia Pancreética).
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Figura 30C: Leitura da fungéo da proteina CFTR por evaporimetria, como taxa de secregéo de suor
-adrenérgica em relagao a taxa de secregao de suor estimulada com carbachol (secregao de beta /
col) (n =51). A llinha representa a média de cada grupo, onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis
(Controle Negativo para FC — C), RD = Related Disorder (Doengas Relacionadas a CFTR - CFTR-
RD), CFPS = Cystic Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e
CFPI = Cystic Fibrosis Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreatica ).
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Figura 30D: Fungao da proteina CFTR medida com o teste do suor classico (concentragédo de cloreto
no suor em mmol /L) (n = 51). Cada ponto representa a média de 2 medicdes de cloreto no suor para
um mesmo individuo. A linha representa a média das médias de cada grupo, onde C = Control
Negative for Cystic Fibrosis (Controle Negativo para FC — C), RD = Related Disorder (Doencas
Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS = Cystic Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose Cistica
com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic Fibrosis Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica com
Insuficiéncia Pancreética).
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5.4. Comparacéao do ensaio secretor de suor beta-adrenérgico (evaporimetria) com
a secrecgao de ClI mediada por CFTR em biopsias retais (teste de biopsia retal) e
teste de suor classico (TSC)

Conforme relatado anteriormente, a taxa de secrecédo B-adrenérgica de
suor foi reduzida em aproximadamente 50% em Hz em comparacéo com individuos
C. Este achado permitiu a discriminagéo estatisticamente significante entre os casos
C e Hz, conforme referido acima. Esta discriminacao C / Hz nao foi observada com
o teste de bidpsia retal ou com o TSC. No extremo mais grave do espectro de FC, a
evaporimetria, assim como o TSC, nao diferiram entre CFPS e CFPI, ja que a
secrecdo de suor B-adrenérgico estava completamente ausente em todos os
pacientes com FC (Figura 31A). Neste espectro, o teste de bidpsia retal mostrou
sensibilidade superior ao distinguir os pacientes com CFPS e CFPI. Os pacientes
com doenca relacionada a CFTR (CFTR-RD), que, por definicdo, tem a funcao CFTR
reduzida, também apresentaram taxas de secrecdo de suor B-adrenérgicas mais
baixas em relagdo a Hz, porém, maiores em relacdo ao FC. Assim, a taxa de
deteccao linear da funcao CFTR da evaporimetria inclui o grupo de CFTR-RD,
variando de C, Hz, CFTR-RD para pacientes com FC, como mostrado na Figura 31A.
Por outro lado, no teste de bidpsia retal, ndo houve distingdo entre CFTR-RD e C,
Hz em ambas as leituras analisadas (I-cCAMP e |-CCH) (Figuras 31B e 31C). Neste
teste diagnédstico, conseguimos detectar diferencas estatisticamente significativas
apenas entre pacientes CFTR-RD e CFPS para I-CCH, mas nao para I-cAMP,
conforme referido acima. Nas duas leituras da funcédo CFTR (I-cAMP e I-CCH), os
pacientes com CFTR-RD mostraram também respostas diferentes em comparacgéo
com CFPI. Finalmente, no TSC, os pacientes com CFTR-RD apresentaram testes
de suor normais ou limitrofes, que ndao eram distintos dos C ou Hz, mas que eram
diferentes dos pacientes com FC. A faixa em que a evaporimetria € mais sensivel,
como teste diagnéstico de FC, é diferente em comparacdo com os testes de
diagnéstico de FC funcionais ja estabelecidos, como o teste de biépsia retal e o TSC.
Todos os testes funcionais claramente separam individuos com FC de individuos
nao-FC. No entanto, o teste de bidpsia retal mostrou ser um discriminador melhor na
menor faixa de disfuncdo CFTR (distingue bem CFPS de CFPI) e a evaporimetria
mostrou discriminar muito bem o espectro médio-leve da disfuncdo CFTR, desde C
até FC (C, Hz, CFTR-RD) (Figuras 31B e 31C).
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Evaporimetria

Diferenca significativa (ANOVA):
Hz x C (p < 0,001)
Hz x RD (p < 0,001)

Teste do Suor

Diferenca significativa (ANOVA):
CFPIx C (p < 0,001)

CFPI x Hz (p < 0,001)

CFSP x C (p < 0,001)

CFSP x Hz (p < 0,001)

Figura 31A: Comparagao da fungéo da proteina CFTR medida por TSC e por evaporimetria (teste
de secrecao de suor 3 adrenérgico expresso como razao beta / chol) (n = 51). Os dados sao médias
+ DP, onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis (Controle Negativo para FC — C), RD = Related
Disorder (Doencas Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS = Cystic Fibrosis Pancreatic Sufficiency
(Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic Fibrosis Pancreatic Insufficiency

(Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreatica).
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Evaporimetria

Diferenca significativa (ANOVA):
Hz x C (p < 0,001)
Hz x RD (p < 0,001)

Bidpsia Retal

Diferenca significativa (Teste t)

CFPI x C (p = 0,017)
CFPI x Hz (p < 0,001)
CFPI x RD (p < 0,001)
CFPI x CFPS (p < 0,001)
CFPS x Hz (p = 0.0153)

Figura 31B: Comparacéo da fungdo da proteina CFTR medida por diferenga de potencial em
fragmentos de mucosa retal (leq-cAMP) e por evaporimetria, expresso como razao beta / chol (n =
50). Os dados sao médias = DP, onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis (Controle Negativo
para FC — C), RD = Related Disorder (Doencgas Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS = Cystic
Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic Fibrosis
Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreatica).
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G H RD CFPS CFPI Svapormenta
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Figura 31C: Comparagdo da fungédo da proteina CFTR medida por diferenga de potencial em
fragmentos de mucosa retal (leq-CCH) e por evaporimetria, expresso como relagéao beta / chol (n =
50). Os dados sao médias + DP, onde C = Control Negative for Cystic Fibrosis (Controle Negativo
para FC — C), RD = Related Disorder (Doencgas Relacionadas a CFTR - CFTR-RD), CFPS = Cystic
Fibrosis Pancreatic Sufficiency (Fibrose Cistica com Suficiéncia Pancreatica) e CFPI = Cystic Fibrosis
Pancreatic Insufficiency (Fibrose Cistica com Insuficiéncia Pancreéatica).

DISCUSSAO

A evaporimetria foi recentemente validada como um novo teste in vivo
para medir a fungdo CFTR (66). Este teste baseia-se no acesso a fun¢ao secretora
de CI dos canais CFTR presentes na glandula sudoripara. A evaporimetria ja
mostrou maior sensibilidade na extremidade mais leve do espectro da disfungao
CFTR em relacédo ao TSC clinicamente utilizado (66). Este estudo comparativo
também demonstrou superioridade diagndstica da evaporimetria em discriminar
entre diferentes niveis leve-médio da disfuncdo CFTR quando comparado ao teste
de bidpsia retal, ou seja, entre C, Hz e CFTR- RD. Por outro lado, a medida de
corrente intestinal, no teste de bidpsia retal, mostra uma melhor discriminagao no
espectro severo da doenga, ou seja, entre pacientes CFPS e CFPI.

Uma explicacdo principal para essas diferencas € que os varios testes
avaliam a fungcdo CFTR por diferentes meios em diferentes tecidos. O TSC avalia a
funcéo de absor¢cdo de CFTR no ducto sudoriparo, medindo a concentragéo de ClI-
no suor. No tecido retal, os canais CFTR apresentam funcdes secretoras e absortivas
de CI-ao longo do eixo epitelial da relacao vilosidade-cripta, mas, devido ao protocolo
do teste de bidpsia retal, o CFTR é principalmente avaliado em sua funcao secretora.
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As medidas de bidpsia retal registram a resposta da diferenca de potencial entre as
faces luminal e basolateral do epitélio subjacente a um estimulo de ativagdo CFTR
especifico (CAMP e CCH). Em contraste, a evaporimetria avalia a taxa de suor
secretado apdés uma estimulacdo CFTR muito especifica (colinérgica e [-
adrenérgica). Assim, todos esses testes diferentes avaliam apenas uma
caracteristica muito particular da fungdo CFTR e fazem isso como um biomarcador
alternativo para doenca sistémica de FC (Figura 32).

TSC:

- avalia a fungdo de absorg¢do da CFTR

- ducto sudoriparo

- mede o produto final da glandula ( Cl-)

) . o Bidpsia retal:
Testes diferentes analisando uma caracteristica . ~
) . . - avalia a fungdo secretora da CFTR
particular da CFTR, por diferentes meios e em o
dif tes tecid - epitélio retal
rerentes tecidos - mede a diferenca de potencial (luminal/lateral)

Evaporimetria:

- avalia a fungdo CFTR por estimulo especifico
- glandula suor (CFTR)

- mede a taxa de secre¢do do suor

Figura 32: Descrigdo comparativa entre o teste do suor classico, o teste de bidpsia retal e a

evaporimetria

Até o momento, nem o TSC, nem a DPN (n&o avaliada neste estudo), nem
o teste da bidpsia retal tém sido capazes, como um teste isolado, de prever com
precisdo o fendtipo individual de FC ou um envolvimento especifico de érgdo em
doenca de FC (87, 103, 104).

Da mesma forma, a evaporimetria sozinha ndo € capaz de prever o
intervalo fenotipico completo do espectro FC, isto é, ndo consegue prever
especificamente o envolvimento do pancreas na FC. No Grupo 2, para a paciente
portadora das mutacées F508del / D1152H (Paciente 99/2010, Grupo 2) e para
outros pacientes ainda sem andlise genética (Paciente 51Bx18), o resultado
combinando a evaporimetria e o teste de bidpsia retal apoiou um diagnéstico de
CFTR-RD ao invés de FC. Em vez de analisar o desempenho de um teste Unico, a
avaliacao futura de risco de diagndstico para doenca FC precisara se basear em uma
combinacao de testes funcionais, que podem fornecer uma ferramenta melhor para

prever o fenétipo FC e / ou doenca érgao-especifica. Isso pode ser alcangcado usando
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a analise de componentes principais de todas as medidas funcionais disponiveis ou
outros algoritmos estatisticos. De qualquer forma, a evaporimetria, que parece ser o
teste mais sensivel para identificar qualquer fungdo CFTR anormal, podera servir
como um componente para o diagnostico de FC (como observado na Figura 31 A,B
e C).

A medida que a visdo da FC como um espectro de doencas evolui, a
determinacao do ponto de corte de diagnostico para o risco de doenga de FC torna-
se cada vez mais dificil. Estabelecer ou excluir um diagnéstico de FC ou CFTR-RD
€ ainda mais complexo em virtude da complexidade da genética CFTR. A
evaporimetria pode ajudar a compreender esse espectro, pois pode ser um suporte
a exclusdo da doenca FC em pacientes que apresentam sinais e sintomas
semelhantes a FC, TSC limitrofe ou positivo, para os quais o resultado da
evaporimetria apresenta-se em um intervalo normal. Desta forma, o diagnéstico de
FC ou CFTR-RD foi presumidamente excluido no Grupo 2 para 8 pacientes com
doenca sinopulmonar ou bronquiectasia e em um diagnéstico incerto de FC (Tabela
7). No entanto, apesar da introducdo da evaporimetria, ha casos cada vez mais
complexos para os quais um diagnéstico especifico ou avaliacéo de risco nao pode
ser definido. Por exemplo, dois pacientes apresentaram auséncia de secrec¢ao de
suor B-adrenérgica, mas uma secrecdao normal de CFTR-Cl na bidpsia retal,
apoiando um provavel diagnéstico de CFTR-RD em vez de um FC; outros dois que
também mostraram auséncia de secregdao de suor (-adrenérgica, apresentaram
funcdo CFTR residual na bidpsia retal, mostrando um estado de suficiéncia
pancreética (CFPS). Analises genéticas mais profundas ainda sdo necessarias para
avaliar a relacao entre a funcao genétipo-fenétipo-CFTR, que permanece complexa,
como mostrado em varios fenétipos de FC.

Cada um dos testes para o diagndéstico funcional avaliados tem vantagens
e limitagdes, o que, por sua vez, afetara a sua aplicacao clinica. A evaporimetria é
facil de realizar ap6s treinamento do profissional, sendo que tal técnica ja foi
estabelecida em alguns centros do mundo. Sua aplicagédo €, no entanto, limitada em
pacientes com menos de 5 anos de idade devido a necessidade de injecoes
subcutaneas repetidas. A DPN requer uma configuracdo e conhecimento técnico
complexos para permitir registros de alta qualidade. A necessidade de alta

cooperacao durante o exame e a insercao de uma agulha subcutadnea também limita,
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geralmente, sua aplicacdo a pacientes menores de 6 anos de idade. O registro da
DPN e, portanto, a interpretagéo do resultado do teste, sdo facilmente influenciadas
pela inflamag&o da mucosa, que é comumente encontrada em pacientes com doenca
sinopulmonar crénica. Em contraste, o teste de bidpsia retal embora possa parecer
mais invasivo, pode ser realizado em todas as faixas etarias. As biopsias de tecido
retal podem ser obtidas de forma segura e as medidas funcionais da atividade de
CFTR podem entéo ser realizadas ex vivo, sem a necessidade de cooperagdo do
paciente. No entanto, a configuracao técnica e o funcionamento da camara de Ussing
requerem treinamento eletrofisiolégico avancado para se obter também registros de

alta qualidade e consequente interpretagéo do resultado (Quadro 5).

Quadro 5: Vantagens e limitagbes dos testes de diagndstico funcional avaliados (66, 87, 100, 105)

Teste de biopsia retal Evaporimetria Teste do suor classico

Pode ser realizado em qualquer faixa Geralmente factivel em individuos Pode ser realizado em qualquer faixa

etaria (com ou sem sedacio), de com idade superior a 5 anos. Requer etaria com desconforto minimo.

forma segura e indolor. colaboragao.

Necessario treinamento de Relativamente de facil execugdo e = Necessario treinamento adequado e

eletrofisiologia avangada. interpretacao, requerendo alguns observancia com rigor nas etapas.
dias de treinamento.

Nao ha necessidade de cooperagdo Necessaria colaboragéo do Necessaria pouca colaboragdo. Ha

do paciente. paciente. Poucos lugares no mundo falta de padronizagao no Brasil,
realizam a técnica. devendo-se seguir diretrizes

internacionais.
Resultado ap6s 2-3 horas de Resultado imediato apés o término  Pode ser dosado em local diferente
avaliagdo do fragmento obtido. do exame (30 a 40 minutos). de onde foi coletado.

A vantagem deste estudo comparativo € que os mesmos profissionais
realizaram os mesmos testes funcionais (TSC, teste de bidpsia retal e evaporimetria),
evitando assim qualquer variabilidade entre operadores dentro do mesmo teste.
Além disso, todos os pacientes recrutados estdo passando por genotipagem
extensiva. No entanto, apenas um numero limitado de mutacées do gene CFTR foi
realizado para individuos controles negativos para FC, sendo que para o Grupo 2, a
avaliacao genética ainda esta sendo analisada para alguns pacientes.

Outra limitagéo deste estudo é a auséncia de qualquer paciente com um
CFTR-RD realmente estabelecido, como, por exemplo, CBAVD com andlise
genética, o que teria permitido uma melhor estimativa do desempenho do teste de
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biépsia retal e evaporimetria neste espectro de disfungdo CFTR. Finalmente, o
numero de pacientes envolvidos limita uma analise estatistica mais profunda e
detalhada para avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes de diagndstico
realizados aqui.

CONCLUSAO

Como concluséo principal, o presente estudo demonstrou que o teste de
biépsia retal provou ser bom discriminador dentro do espectro severo da doenca FC,
sendo sensivel para detectar niveis mais baixos de fungcdo CFTR. No entanto, a
evaporimetria discrimina melhor niveis funcionais dentro do espectro mais
moderado. A evaporimetria tem o potencial de tornar-se uma ferramenta adjuvante
no diagndstico de FC e, juntamente com a bidpsia retal e o TSC, pode ajudar a definir
os casos de FC e auxiliar no diagnéstico de CFTR-RD.
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ANEXO 1: TCLE - Paciente menor (Biopsia Retal)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
. _ Projeto de Pesquisa )

AVALIACAO DA FUNCAO DA PROTEINA CFTR ATRAVES DE ESTUDOS DE
ELETROFISIOLOGIA EM BIOPSIAS RETAIS E DA ESTIMULAGAO B-ADRENERGICA DAS
GLANDULAS SUDORIPARAS EM PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS A CFTR

(CFTR-RD)

Paciente menor- Biopsia Retal
Seu (sua) filho (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo que podera ajudar no diagndstico
do problema de saude que ele apresenta e que ainda nao foi bem esclarecido. Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, é feito em duas vias (uma delas ficara com vocé
e a outra com o pesquisador) e tem por objetivo assegurar seus direitos como participante.
Leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas, o que podera ser feito antes
ou mesmo depois de assina-lo. Se vocé nao quiser que seu filho (a) participe ou desejar retirar sua
autorizacao a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de penalizagao ou prejuizo.
Este é um projeto de pesquisa para estudar o funcionamento das glandulas sudoriparas (de suor) de
pessoas seguidas no Hospital de Clinicas da Unicamp que apresentem problemas pulmonares
(bronquiectasia) ou alteragdo nos orgaos genitais masculinos que causa falta de producao de
espermatozoides (azospermia) ou Fibrose Cistica (doenga que produz secre¢des espessas, causando
problemas respiratorios e mal funcionamento do pancreas) ou ainda outras doengas parecidas com a
Fibrose Cistica (chamadas de FC-RD).
Ao verificarmos os resultados dos exames que seu (sua) filho (a) realizou na etapa anterior desta
pesquisa, que demonstram um funcionamento alterado destas glandulas, propomos o estudo das células
do intestino, coletadas por exame de bidpsia retal. Também sera realizada a coleta de uma amostra de
sangue para estudo de DNA pois pode ser que seu filho (a) tenha herdado de vocés (seus pais) algum
erro que leve a esse problema. A bidpsia retal, deverd ser realizada no Gastrocentro ou no Centro
Cirurgico Ambulatorial do Hospital das Clinicas Unicamp, com duracao de 10 minutos, onde serédo
coletados de 4 a 5 fragmentos (pedagos) do intestino (reto), através de uma pinca de bidpsia.
Os riscos de sangramento e dor neste procedimento sdo minimos, pois 0s pedacos retirados sao
pequenos e superficiais € o local possui poucos nervos, podendo ocorrer apenas desconforto
semelhante ao da preparacéo que se faz para a lavagem intestinal.
A partir de 4ml de sangue coletado da veia do (a) paciente, sera feita feito o estudo do material genético,
chamado DNA, que é onde tem todas as informacgdes seu (sua) filho (a) herdou de vocés (seus pais).
Os riscos da coleta de sangue sao manchas roxas no local e um pouco de dor durante a picada, cujo
desconforto sera diminuido pois 0 procedimento sera realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado.
O teste de DNA que sera feito é parcial, podendo acontecer de ndo conseguirmos identificar o erro
genético. Por outro lado, a presenca da alteragdo genética pode nao se relacionar diretamente com o
aparecimento de sintomas de doengas porque outros fatores podem influenciar o surgimento das
mesmas. Desta forma, o conhecimento do resultado do estudo genético podera gerar ansiedade na
espera de manifestagdes que ndo necessariamente ocorrerdo. Isso deve ser levado em consideragéo
por vocé para escolher se deseja ou ndo ser informado sobre o resultado do exame genético.
Vocé podera autorizar a guarda do material biologico (bidpsia e amostra de sangue) de seu (sua) filho (a)
para o estudo da sua doenga. Qualquer outro projeto que queira utiliza-lo, devera ser previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM e autorizado por vocé novamente
Informamos que ndo havera nenhum beneficio financeiro para que esses procedimentos sejam
realizados. A Unica vantagem que o paciente terd € que € que ele (a) ou seus responsaveis terao
conhecimento dos resultados dos exames que serdo entregues pelo médico do ambulatério em que
ele (a) faz seguimento, sendo por ele comunicado caso seja observada alguma alteracao existente,
ficando disponivel o Aconselhamento Genético no Ambulatério de Fibrose Cistica pela Geneticita
Carmen Silvia Bertuzzo.
Todos os resultados ficardo em absoluto sigilo, ficando disponiveis apenas para pesquisa, sendo que,
em caso de publicacao cientifica, nenhum nome de paciente sera divulgado.
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Em caso de duvida, o (a) paciente podera contatar os pesquisadores no Centro de Investigacdao em
Pediatria — CIPED, onde serdo realizados os testes, no endereco Rua Tessalia Vieira de Camargo n®
126, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, CEP 13083-887, Campinas-SP, Brasil, telefone: (19) 3521-8970,
fone-fax: (19) 3521-8814, e-mail ciped@fcm.unicamp.br.

Em caso de dendncias e/ou reclamagdes referentes aos aspectos éticos da pesquisa, entre em contato
com os Comités de Etica em Pesquisa (CEP): Unicamp Rua: Tessadlia Vieira de Camargo, 126; CEP
13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br,
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos Rua Augusto Viana, s/n.?, 12 andar, Canela — Salvador—
Bahia; telefone (71) 3283- 8043; cep.hupes@gmail.com. ]

AUTORIZACAO PARA INFORMAGCAO DE ALTERAGOES GENETICAS

() DESEJO ser informado de alteragbes genéticas no exame do (a) meu (minha) filho (a)

() NAO DESEJO ser informado de alteragbes genéticas

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO que as amostras de sangue do meu
(minha) filho (a) sejam armazenadas, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO que as amostras de sangue do meu (minha) filho
(a) sejam armazenadas, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser
aprovada pelo CEP institucional. As amostras de sangue serdo armazenadas no laboratério de Fibrose Cistica
no CIPED- Unicamp.

Consentimento livre e esclarecido: Aceito participar

Nome do (a) participante: portador do RG telefone

residente na rua bairro

cidade Estado

Email

Parentesco do responsavel legal:

Nome e assinatura do responsavel legal do (a) participante

Responsabilidade do Pesquisador

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugao 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracao
do protocolo e na obtencao deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nome, assinatura e RG do pesquisador - data: / /

Pesquisadores Responsaveis:

Dra Helga Kaiser Sanches De Maria ou Dra. Maria de Fatima Servidoni Fone: 19 3521-8983
Profa. Dra. Ménica Corso Pereira Fone: 19 3521-7776
Profa. Dra. Carmem Silva Bertuzzo Fone: 19 3521-8994
Profa. Dra Maria Angélica Santana Fone: 71 3117-1610

Prof. Dra Edna Lucia Santos de Souza Fone: 71 3283-0000
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ANEXO 2: TCLE — Paciente maior (Biépsia Retal)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
. _ Projeto de Pesquisa )

AVALIACAO DA FUNCAO DA PROTEINA CFTR ATRAVES DE ESTUDOS DE
ELETROFISIOLOGIA EM BIOPSIAS RETAIS E DA ESTIMULAGAO B-ADRENERGICA DAS
GLANDULAS SUDORIPARAS EM PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS A CFTR

(CFTR-RD)

Paciente maior- Biopsia Retal
Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo que podera ajudar no diagnostico do problema
de saude que vocé apresenta e que ainda nao foi bem esclarecido. Este documento, chamado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, é feito em duas vias (uma delas ficara com vocé e a outra com o
pesquisador) e tem por objetivo assegurar seu direito como participante.
Leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas, o que podera ser feito antes
ou mesmo depois de assina-lo. Se vocé nao quiser participar ou retirar sua autorizagdo a qualquer
momento, ndo havera nenhum tipo de penalizagao ou prejuizo.
Este é um projeto de pesquisa para estudar o funcionamento das glandulas sudoriparas (de suor) de
pessoas seguidas no Hospital de Clinicas da Unicamp que apresentem problemas pulmonares
(bronquiectasia) ou alteracao nos orgaos genitais masculinos que causa falta de producao de
espermatozoides (azospermia) ou Fibrose Cistica (doenga que produz secre¢des espessas, causando
problemas respiratorios e mal funcionamento do pancreas) ou ainda outras doengas parecidas com a
Fibrose Cistica (chamadas de FC-RD).
Ao verificarmos os resultados dos exames que vocé realizou na etapa anterior desta pesquisa, que
demonstram um funcionamento alterado destas glandulas, propomos o estudo da mesma proteina nas
células do intestino, coletadas por exame de biépsia retal. Também sera realizada a coleta de uma
amostra de sangue para estudo de DNA pois pode ser que vocé tenha herdado dos seus pais algum erro
que leve a esse problema. A bidpsia retal, devera ser realizada no Gastrocentro ou no Centro Cirargico
Ambulatorial do Hospital das Clinicas Unicamp, com duracao de 10 minutos, onde serao coletados de 4
a 5 fragmentos (pedacos) do intestino (reto), através de uma pinga de biépsia.
Os riscos de sangramento e dor neste procedimento sdo minimos, pois 0s pedagos retirados sao
pequenos e superficiais € o local possui poucos nervos, podendo ocorrer apenas desconforto
semelhante ao da preparacéo que se faz para a lavagem intestinal.
A partir de 4ml de sangue coletado da sua veia, sera feito o estudo do material genético, chamado DNA,
que é onde tem todas as informagdes que vocé herdou de seus pais.
Os riscos da coleta de sangue sao manchas roxas no local e um pouco de dor durante a picada, cujo o
desconforto sera pequeno porque o procedimento sera realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado.
O teste de DNA que sera feito é parcial, podendo acontecer de nao conseguirmos identificar o erro
genético. Por outro lado, a presenca da alteragdo genética pode nao se relacionar diretamente com o
aparecimento de sintomas de doengas porque outros fatores podem influenciar o surgimento das
mesmas. Desta forma, o conhecimento do resultado do estudo genético podera gerar ansiedade na
espera de manifestagdes que ndo necessariamente ocorrerdo. Isso deve ser levado em consideragéo
por vocé para escolher se deseja ou nao ser informado sobre o resultado do exame genético.
Vocé podera autorizar a guarda do material biologico (bidpsia e amostra se sangue) para o estudo da
sua doencga. Qualquer outro projeto que queira utiliza-lo, devera ser previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da FCM e autorizado por vocé novamente.
Informamos que ndo havera nenhum beneficio financeiro para que esses procedimentos sejam
realizados. A Unica vantagem que o paciente terd € saber os resultados dos exames que |lhe serdo
entregues pelo médico do ambulatério em que faz seguimento, sendo por ele comunicado caso seja
observada alguma alteragdo existente, ficando disponivel o Aconselhamento Genético no Ambulatério
de Fibrose Cistica pela Geneticita Carmen Silvia Bertuzzo.
Todos os resultados ficardo em absoluto sigilo, ficando disponiveis apenas para pesquisa, sendo que,
em caso de publicagao cientifica, nenhum nome de paciente sera divulgado.
Em caso de duvida, vocé podera contatar os pesquisadores no Centro de Investigacdao em Pediatria —
CIPED, onde serao realizados os testes, no endereco Rua Tessalia Vieira de Camargo n® 126, Cidade
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Universitaria Zeferino Vaz, CEP 13083-887, Campinas-SP, Brasil, telefone: (19) 3521-8970, fone-fax:
(19) 3521-8814, e-mail ciped@fcm.unicamp.br.

Em caso de denlncias e/ou reclamagbes referentes aos aspectos éticos da pesquisa, entre em contato
com os Comités de Etica em Pesquisa CEP): Unicamp Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP
13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br,
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos Rua Augusto Viana, s/n.?, 12 andar, Canela — Salvador—
Bahia; telefone (71) 3283- 8043; cep.hupes@gmail.com. ]

AUTORIZACAO PARA INFORMAGCAO DE ALTERAGCOES GENETICAS

DESEJO ser informado de alteragbes genéticas ()

NAO DESEJO ser informado de alteragbes genéticas ()

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO que as amostras de

sejam armazenadas, devendo 0 mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO que as amostras de sangue

sejam armazenadas, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser

aprovada pelo CEP institucional. As amostras de sangue serao armazenadas no laboratério de Fibrose Cistica
no CIPED- Unicamp.

Consentimento livre e esclarecido: Aceito participar

Nome do (a) participante: portador do RG telefone

residente na rua bairro

cidade Estado

Email

Parentesco do responsavel legal:

Nome e assinatura do responséavel legal do (a) participante

Responsabilidade do Pesquisador

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracao
do protocolo e na obtencao deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nome, assinatura e RG do pesquisador - data: / /

Pesquisadores Responsaveis:

Dra Helga Kaiser Sanches De Maria ou Dra. Maria de Fatima Servidoni Fone: 19 3521-8983
Profa. Dra. Ménica Corso Pereira Fone: 19 3521-7776
Profa. Dra. Carmem Silva Bertuzzo Fone: 19 3521-8994
Profa. Dra Maria Angélica Santana Fone: 71 3117-1610

Prof. Dra Edna Lucia Santos de Souza Fone: 71 3283-0000
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ANEXO 3: TCLE — Paciente menor

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.
3 B ~ Projeto de Pesquisa
AVAI’_IAQAO DA FUNCAO DA PROTEINfl CFTR ATRAVES DE ESTUDOS DE ELETROFISIOLOGIA EM
BIOPSIAS RETAIS E DA ESTIMULACAO B-ADRENERGICA DAS GLANDULAS SUDORIPARAS EM
PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS A CFTR (CFTR-RD)
Paciente menor

Seu (sua) filho (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo que podera ajudar no
diagnostico do problema de saude que ele (a) apresenta e que ainda nao foi bem esclarecido. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tem por objetivo assegurar seus
direitos como participante, feito em duas vias, uma delas ficard com vocé e a outra com o
pesquisador.
Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las durante a leitura. Se
vocé nao quiser que seu filho (a) participe ou desejar retirar sua autorizagado a qualquer momento,
nao havera nenhum tipo de penalizagao ou prejuizo.
Este é um projeto de pesquisa para estudar o funcionamento das glandulas sudoriparas (de suor)
de pessoas seguidas no Hospital de Clinicas da Unicamp com problemas pulmonares
(bronquiectasia) ou com alteracao nos orgaos genitais masculinos que causa falta de producao de
espermatozoéides (azospermia) ou com Fibrose Cistica, doenca que produz secrecdes espessas,
causando problemas respiratérios e mal funcionamento do pancreas e ainda outras doengas
parecidas com a Fibrose Cistica, que sdo chamadas de FC-RD. Essas doencas tém alteragdo nas
glandulas de suor com a producao de um suor mais salgado que nas pessoas em geral. A funcao
dessas glandulas sera avaliada através da coleta do suor realizada por um aparelho chamado
Evaporimetro em um brago, enquanto que no outro brago, sera realizado o Teste do Suor (TS). O
aparelho sera colocado em contado com a pele, ndo oferecendo risco de queimadura, chogque ou
dor, sendo que o teste todo tera duracao de 60 minutos (1 hora). Para a estimulacao do suor serao
feitas, em momentos diferentes, 4 injecbes de medicamentos. No outro brago faremos o TS através
de um aparelho que aplica uma corrente elétrica baixa na pele para a estimular a produg¢ao do suor
durante 10 minutos. O risco do TS é de provocar coceira e irritagado local. O risco de injecdes, além
da dor pela puncao, é de provocar vermelhidao e coceira no local. Todos esses riscos sao
reversiveis (desaparecem) e ndo devem durar mais de 15 minutos.
Informamos que nao havera nenhum beneficio financeiro para que esses procedimentos sejam
realizados. A Unica vantagem que o (a) paciente tera é que ele (a) ou seus responsaveis terao
conhecimento dos resultados dos exames que serdo entregues pelo médico do ambulatério em que
ele (a) faz seguimento, sendo por ele comunicado caso seja observada alguma alteracao. Qualquer
duvida podera contatar os pesquisadores no. Centro de Investigacao em Pediatria — CIPED, onde
serd realizado o teste, enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 — Cidade Universitaria
Zeferino Vaz. CEP 13083-887 — Campinas, SP, Brasil Telefone: (19) 3521-8970 Fone-fax: (19)
3521-8814 e-mail: ciped@fcm.unicamp.br.Todos os resultados ficardo em absoluto sigilo, estando
somente disponiveis para pesquisa.
Em caso de publicacao cientifica, nenhum nome de paciente sera divulgado. Os pacientes que
apresentarem o teste do evaporimetro alterado poderao ser convidados para realizar outros
exames, bidpsia retal e coleta de sangue para estudo genético. Estes exames sdo também
importantes para esclarecerem o diagnéstico. O convite sera apresentado por meio de novo termo
de consentimento com novos esclarecimentos.
Em caso de denuncias e/ou reclamagtes referentes aos aspectos éticos da pesquisa, entre em
contato com os Comités de Etica em Pesquisa (CEP): Unicamp Rua: Tessadlia Vieira de Camargo,
126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail:
cep@fcm.unicamp.br, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos Rua Augusto Viana, s/n.?, 1°
andar, Canela — Salvador— Bahia; telefone (71) 3283- 8043; cep.hupes@gmail.com.
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Consentimento livre e esclarecido: Aceito participar

Nome do (a) participante: portador do RG

residente na rua

telefone

bairro

cidade Estado

Email

Parentesco do responsavel legal:

Nome e assinatura do responsavel legal do (a) participante

Responsabilidade do Pesquisador:
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Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracao
do protocolo e na obtencado deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nome, assinatura e RG do pesquisador - data: / /

Pesquisadores Responsaveis:

Dra Helga Kaiser Sanches De Maria ou Dra. Maria de Fatima Servidoni
Profa. Dra. Ménica Corso Pereira

Profa. Dra. Carmem Silva Bertuzzo

Profa. Dra Maria Angélica Santana

Prof. Dra Edna Lucia Santos de Souza

Fone
Fone
Fone
Fone
Fone

119 3521-8983
119 3521-7776
119 3521-8994
:713117-1610
: 71 3283-0000
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ANEXO 4: TCLE — Paciente maior

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicao: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
B B _ Projeto de Pesquisa
AVALIACAO DA FUNCAO DA PROTEINA CFTR ATRAVES DE ESTUDOS DE ELETROFISIOLOGIA EM
BIOPSIAS RETAIS E DA ESTIMULAGAO B-ADRENERGICA DAS GLANDULAS SUDORIPARAS EM
PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS A CFTR (CFTR-RD)
Paciente maior

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo que podera ajudar no diagndstico do problema
de saude que vocé apresenta e que ainda nao foi bem esclarecido. Este documento, chamado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, tem por objetivo assegurar seus direitos como participante, feito em
duas vias, uma delas ficar4 com vocé e a outra com o pesquisador.
Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las durante a leitura. Se vocé
nao quiser participar ou retirar sua autorizacao, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de
penalizagéo ou prejuizo.
Este é um projeto de pesquisa para estudar o funcionamento das glandulas sudoriparas (de suor) de
pessoas seguidas no Hospital de Clinicas da Unicamp com: problemas pulmonares (bronquiectasia) ou
com alteracao nos orgaos genitais masculinos que causa falta de producao de espermatozéides
(azospermia) ou com Fibrose Cistica, doenga que produz secrecdes espessas, causando problemas
respiratérios e mal funcionamento do pancreas e ainda outras doengas parecidas com a Fibrose Cistica,
que sao chamadas de FC-RD. Essas doencas tém alteracdo nas glandulas de suor com a producao de
um suor mais salgado que nas pessoas em geral. A funcao dessas glandulas sera avaliada através da
coleta do suor realizada por um aparelho chamado Evaporimetro em um brago, enquanto que no outro
brago, sera realizado o Teste do Suor (TS). O aparelho sera colocado em contado com a pele, ndo
oferecendo risco de queimadura, choque ou dor, sendo que o teste todo tera duragdo de 60 minutos (1
hora). Para a estimulagao do suor serao feitas, em momentos diferentes, 4 inje¢cdes de medicamentos.
No outro brago faremos o TS através de um aparelho que aplica uma corrente elétrica baixa na pele para
a estimulacao da sudorese durante 10 minutos. O risco do TS é de provocar coceira e irritacao local. O
risco das injecOes, além da dor pela pungao, é de provocar vermelhidao e coceira no local. Todos esses
riscos sao reversiveis (desaparecem) e ndo devem durar mais de 15 minutos.
Informamos que nao havera nenhum beneficio financeiro para que esses procedimentos sejam
realizados. A Unica vantagem que o paciente tera é saber os resultados dos exames que lhe serdo
entregues pelo médico do ambulatério em que faz seguimento, sendo por ele comunicado caso seja
observada alguma alteragédo. Qualquer dlvida podera contatar os pesquisadores no. Centro de
Investigacao em Pediatria — CIPED, endereco: Rua Tessadlia Vieira de Camargo, 126 — Cidade
Universitaria Zeferino Vaz. CEP 13083-887 — Campinas, SP, Brasil. Telefone: (19) 3521-8970. Fone-
fax: (19) 3521-8814, e-mail: ciped@fcm.unicamp.br. Todos os resultados ficardo em absoluto sigilo,
estando somente disponiveis para pesquisa. Em caso de publicacao cientifica, nenhum nome de
paciente sera divulgado.
Os pacientes que apresentarem o teste do evaporimetro alterado poderao ser convidados para realizar
outros exames, bidpsia retal e coleta de sangue para estudo genético. Estes exame sdo também
importantes para esclarecerem o diagnéstico. O convite sera apresentado por meio de novo termo de
consentimento com novos esclarecimentos.
Em caso de denlncias e/ou reclamagbes referentes aos aspectos éticos da pesquisa, entre em contato
com os Comités de Etica em Pesquisa(CEP): Unicamp Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP
13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br,
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos Rua Augusto Viana, s/n.?, 12 andar, Canela — Salvador—
Bahia; telefone (71) 3283- 8043; cep.hupes@gmail.com.br
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Consentimento livre e esclarecido: Aceito participar

Nome do (a) participante: portador do RG

residente na rua

telefone

bairro

cidade Estado

Email

Parentesco do responsavel legal:

Nome e assinatura do responsavel legal do (a) participante

Responsabilidade do Pesquisador:
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Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracao
do protocolo e na obtencédo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nome, assinatura e RG do pesquisador - data: / /

Pesquisadores Responsaveis:

Dra Helga Kaiser Sanches De Maria ou Dra. Maria de Fatima Servidoni
Profa. Dra. Ménica Corso Pereira

Profa. Dra. Carmem Silva Bertuzzo

Profa. Dra Maria Angélica Santana

Prof. Dra Edna Lucia Santos de Souza

Fone
Fone
Fone
Fone
Fone

119 3521-8983
119 3521-7776
119 3521-8994
:713117-1610
: 71 3283-0000
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ANEXO 5: Parecer Consubstanciado - CEP (Unicamp)

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - gwm
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA ; ] ;

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA FUNCAO DA PROTEINA CFTR ATRAVES DE ESTUDOS DE
ELETROFISIOLOGIA EM BIOPSIAS RETAIS E DA ESTIMULACAO B-ADRENERGICA
DAS GLANDULAS SUDORIPARAS EM PACIENTES COM DOENGAS
RELACIONADAS A CFTR (CFTR - RD)

Pesquisador: Helga Kaiser Sanches De Maria

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 37360514.9.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 894.705

Data da Relatoria: 10/12/2014

Apresentacao do Projeto:

Resumo: O gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) foi identificado como o gene
que origina a doenga Fibrose Cistica (FC) na ocorréncia de mutagoes disfuncionais. Esta também implicado
numa nova entidade clinica denominada “Doencgas Relacionadas a CFTR” (CFTR-RD, CFTRRelated
Disorders). A proteina CFTR funciona como um canal regulador do transporte de agua e eletrélitos, sendo a
sua principal fungao o transporte de Cl- dependente de AMPciclico. A FC é uma doenga autossémica
recessiva letal, com manifestagdes clinicas que comprometem o sistema o digestivo, reprodutor e,
principalmente, o respiratério. Foram descritas cerca de 2000 alteragdes no gene CFTR e a mutagao F508del
€ a mais frequente (aproximadamente 90% dos pacientes FC). No Brasil, porém, esta mutacao € menos
frequente (cerca de 65%), ocorrendo mutagdes raras e formas atipicas da doencga, algumas designadas
atualmente como CFTR-RD. Podemos dizer que a classificacdo das doencas que expressam o defeito no
gene CFTR é complexa.A FC classica caracteriza-se por manifestagées multisistémicas, apresentando
insuficiéncia pancreatica exdcrina, auséncia congénita bilateral das vias deferentes (CBAVD),em homens, e
insuficiéncia respiratoria. Os pacientes apresentam também um teste do suor alterado (atual padrao-ouro no
diagnéstico da FC). A FC ndo cléssica pode apresentar
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Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pégina 01 de 07



91

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP -
CAMPUS CAMPINAS
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sintomas mais tardios, suficiéncia pancreatica, exame do suor normal, borderline ou alterado. Nas CFTRRD,
os individuos apresentam uma forma leve da doenca, comprometendo um 6rgéo apenas e testes do suor
normais ou borderline. Os casos que se apresentam com CBAVD, bronquiectasias disseminadas, pancreatite
crdnica, acompanhando a disfuncédo da proteina CFTR sem preencher os critérios diagndsticos para FC,
podem ser definidos como CFTRRD. Diante do conceito atual de que existe um amplo espectro de doengas
associadas as mutagées do gene CFTR, torna-se necessario ampliar a realizacao de testes diagnosticos,
uma vez que o teste do suor classico apresenta limitacdes na identificacdo das doengas com valores de so6dio
e cloreto borderline ou normais. Nestes casos, o diagnostico da FC e CFTR-RD sé pode ser feito por uma
avaliagao coordenada de dados clinicos, genéticos, funcionais e bioquimicos. Se forem encontradas
mutagdes causadoras de FC ou associadas a CFTR-RD nos dois alelos, um diagnéstico mais confiavel
podera ser alcangado. No entanto, devido a variabilidade fenotipica associada a alguns genétipos, a
interpretacao dos dados funcionais apresenta-se como um ponto critico no desfecho do diagnoéstico. A
presente proposta é justificada com a necessidade de acurar esse diagnéstico. Assim,estudaremos a funcao
da atividade da proteina CFTR na glandula sudoripara in vivo com o evaporimetro, teste do suor(TS) e em
biopsias retais(BR) ex vivo, em individuos com essas manifestagées atipicas, porém sem diagnéstico
definido: pacientes com bronquiectasia idiopatica ou CBAVD.A fungao de CFTR medida através da biépsia
retal demonstra associagdes evidentes entre as manifestagdes clinicas e a funcdo de CFTR residual, como
demonstrado nos estudos realizados em colaboragdo com a Prof. Marisa Sousa (Portugal), Prof. Karl
Kunzelmann(Alemanha) e Prof. Margarida Amaral (Portugal). Isto traz-nos a importancia dos estudos
funcionais da CFTR para um correto diagnostico e prognéstico da FC e das CFTRRD; e justifica, por outro
lado, esta proposta. O evaporimetro € um aparelho sensivel, que coleta o suor ap6s estimulacao seletiva da
via - adrenérgica. Permite diferenciar os individuos saudaveis (sem nenhuma mutagao CFTR) daqueles com
FC (2 alelos mutantes) e portadores (1 alelo mutante). Este método pode ser um instrumento importante, para
identificar estes 3 grupos de individuos. A Unicamp é o primeiro e ainda o Unico centro no Brasil (e um dos
poucos no mundo -existem apenas trés locais nos EUA e Canada) a dispor de ambas as técnicas: medicao
da fungéo CFTR na biopsia retal e no evaporimetro, delineando desta forma o carater inovador da presente
proposta. A correta implementacéo e validagao destas poderosas ferramentas de diagnéstico para FC e,
principalmente, para as CFTR-RD, sao o objetivo principal de diagnostico nesta proposta. Deste modo, o
objetivo geral deste trabalho é a avaliacdo da fungao da proteina CFTR em pacientes com suspeita de CFTR-
RD, nomeadamente fibrose cistica atipica, bronquiectasias idiopaticas, CBAVD,
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pancreatite idiopatica para confirmacao/exclusédo de diagnéstico através de estudos de eletrofisiologia da
estimulacao -adrenérgica nas glandulas sudoriparas e naqueles em que for necessério bidpsia retal.Com o
presente estudo sera possivel validar este novo método diagnéstico, resultante de duas importantes
ferramentas : o estudo da funcédo da CFTR na glandula sudoripara apés estimulacao -adrenérgica e na biépsia
retal apos estimulacdo com agonistas do AMP ciclico. Com esta proposta, pretendemos criar um novo
fluxograma de investigagao e um protocolo para a diferenciagdo de niveis moderados a elevados de funcao
CFTR com o exame do evaporimetro através de uma crosstalk com os resultados da avaliagao da atividade
da CFTR nas biépsias retais, permitindo a realizagdo de um exame flexivel e com possibilidade de aplicacao
desde as criangas a individuos adultos. Com a analise posterior das mutagdes no gene CFTR nestes pacientes
CFTR-RD, esta proposta permitir-nos-a recolher informagdes valiosissimas sobre o comportamento da CFTR
nos pacientes CFTRRD — um grupo ainda pouco estudado. Estas informacdes assumem importancia clinica
no prognostico e tratamento destes individuos e trazem novos achados a comunidade de pesquisa no ambito
da FC e das CFTR-RD.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliacao da funcdo da proteina CFTR em pacientes com suspeita de doencgas
relacionadas a CFTR (CFTR-RD), nomeadamente fibrose cistica atipica, bronquiectasias idiopaticas, CBAVD
e pancreatite idiopatica, para confirmacao / exclusao de diagnostico através de estudos de eletrofisiologia:
estimulacao adrenérgica das glandulas sudoriparas e eletrofisiologia em bidpsias retais. Objetivo Secundario:
Avaliar como os métodos de eletrofisiologia da fungcado da CFTR-CI auxiliam no diagnéstico de Fibrose Cistica
no grupo de pacientes avaliados e como estes testes se correlacionam com o fenoétipo e TS.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Pela estimulagédo da sudorese: 1) dor durante a injegado das drogas intradérmicas. 2) reacao local
discreta com hiperemia e prurido. Pela biépsia retal: dor local e sangramento discreto.

Beneficios: Nao existe beneficio direto ao paciente exceto através da possibilidade de elucidacao
diagnoéstica de sua enfermidade por meios de diagnésticos mais acurados.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Esta Versao é resposta as pendéncias levantadas nos 3 pareceres anteriores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta TCLE para a pesquisa e para a biopsia retal, com versdes para voluntarios maiores e
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menores de idade.

O TCLE da pesquisa apresentava as seguintes inadequagoes: 1-
Nao explica porque o voluntério foi escolhido.

RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA.

2- Usa termos técnicos de dificil entendimento da populagao leiga
RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA.

3- Descreve os possiveis riscos da pesquisa como um projeto de pesquisa e ndo como um texto para um
voluntario leigo.

RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA.

4- Informa que uma COPIA do documento ficara com o voluntario, mas deve ser uma

VIA. RESPOSTA: substituido cépia por via.

PENDENCIA RESOLVIDA.

5- Apresenta o mesmo documento para voluntérios maiores e menores de

idade. RESPOSTA: apresentado termos diferentes para maiores e menores.

PENDENCIA RESOLVIDA.

6- Apresenta espaco para o "aceite do menor", mas o documento para os voluntarios menores nao é o TCLE,
mas sim o Termo de Assentimento, que deve ser redigido de modo que o menor o compreenda. Este
documento é desejavel, mas néo é obrigatorio.

RESPOSTA: item retirado do termo.

PENDENCIA RESOLVIDA.

7- Nao apresenta enderecos para contato com a pesquisadora e com o

CEP. RESPOSTA: acrescentado enderecgo e e-mail do CIPED.

PENDENCIA RESOLVIDA.

8- Nao tem espaco para definicdo sobre o grau de parentesco do
responsavel. RESPOSTA: espaco acrescentado
PENDENCIA RESOLVIDA.

9- Nao informa que o voluntario tem direito aos resultados dos exames e nem como podera obté-
lo. RESPOSTA: Informa que o exame podera ser obtido no ambulatério de seguimento.
PENDENCIA RESOLVIDA.
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10- No TCLE da biépsia, o tempo necessario para a realizagao do exame nao foi preenchido (rever o
paragrafo).

RESPOSTA: informa o tempo

PENDENCIA RESOLVIDA.

11- A descricao do procedimento de biépsia esta

complexa. RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA.

12- Alguns paragrafos dos TCLE tém muita informagéo o que dificulta o

entendimento. RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA.

13- Solicita informacao quanto ao desejo de saber sobre alteragdes genéticas e DNA, mas estas
informacdes néo foram fornecidas em nenhum outro momento, nem o seu significado.

Quanto ao TCLE relativo a biépsia retal, apresenta as seguintes

inadequagdes: RESPOSTA: informagao fornecida.

PENDENCIA RESOLVIDA.

14- Parte do texto esta escrito como sendo o pesquisador (ex. "ao verificarmos os resultados..." e parte
como o voluntario ("fui informado”), e isto vai se alternando no decorrer do texto. Padronizar o texto.
RESPOSTA: texto modificado

PENDENCIA RESOLVIDA
15- Informa sobre a guarda de material, mas ndo explica o que é o material genético RESPOSTA: texto

modificado
PENDENCIA RESOLVIDA.

16- Apresenta paragrafo dizendo que foi informado que pode autorizar a guarda de material, quando na
realidade, deveria informar que, caso o paciente autorize, 0 material podera ser utilizado em outro projeto que
seja aprovado pelo CEP, devendo haver as opgdes para guarda de material e, se for afirmativo, se ha
necessidade de nova autorizagdo do voluntario ou ndo (ex. ndo aceita armazenamento, aceita
armazenamento com novo consentimento ou aceita armazenamento sem necessidade de novo
consentimento)

RESPOSTA: texto modificado
PENDENCIA RESOLVIDA.
17- Apresenta espago para autorizagéo de armazenamento do DNA familiar, mas ndo ha descri¢cao deste

exame no TCLE. RESPOSTA: texto modificado
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PENDENCIA RESOLVIDA.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Projeto considerado aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

- O sujeito de pesquisa deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacédo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apoés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP quanto
a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de agao imediata com intuito de proteger os participantes.
- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou |l
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto
com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
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- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data
deste parecer de aprovacao e ao término do estudo.

CAMPINAS, 02 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Renata Maria dos Santos

Celeghini
(Coordenador)
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